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У статті висвітлені результати досліджень щодо ефективності введення до кріоза-

хисних середовищ для сперми бугаїв кріопротекторів групи амідів – діметилформаміду 

(ДМФА), діметилацетаміду (ДМАЦ) і визначити їх вплив на основні фізіологічні характери-

стики статевих клітин. Вступ. Штучне осіменіння із застосуванням глибокозамороженої 

сперми у практиці тваринництва є актуальним, розроблення удосконалених середовищ для 

кріоконсервування сперми тварин на теперішній час  тільки зростає. В цьому напрямку за-

пропоновано різні модернізовані рецептури та технології кріоконсервування спермопродук-

ції, особливо це спостерігається у тваринництві з розведення великої рогатої худоби. Ма-

теріали і методи. Безпосередньо після отримання сперми її розріджували середовищем № 1, 

що містило гліцерину 5,6% та ДМФА 1,4% (дослідна група 1). Дослідна група 2 також роз-

ріджувалась і оброблялась середовищем № 1, але з додаванням 5,6% гліцерину та 1,4% 

ДМАЦ. Після насищення сперми захисними речовинами середовища № 1, її розріджували се-

редовищем № 2, що містило 4% гліцерину і 1% ДМФА (дослідна група 1) та 4% гліцерину і 

1% ДМАЦ (дослідна група 2). Контрольні зразки було розріджено згідно з стандартним дво-

хмоментним протоколом з застосуванням 7% гліцерину у середовищі № 1, та 5% гліцерину у 

середовищі № 2. Кріоконсервація спермодоз здійснювалась шляхом прямого занурення стан-

дартних пласких металевих касет з облицьованими гранулами у середовище зрідженого 

азоту. При цьому охолодження проводилося в режимі: 4°C до мінус 10°C при мінус 3°C/хв і 

від мінус 10°C до мінус 80°C при мінус 40°C/хв. Деконсервацію спермодоз проводили за тем-

ператури 38–39оС. Осіменіння корів здійснювали ректо-цервікальним методом. Результати. 

Застосування у середовищах для розбавлення і кріоконсервації сперми проникаючих кріопро-

текторів групи амідів – діметилформаміду і діметилацетаміду, запезпечує певне підвищен-

ня рухливості статевих клітин на 5,9% та 9,0%, відповідно.  Позитивний вплив композиції 

кріопротекторів відмічено і щодо тривалості життя сперміїв після деконсервації. Так, ви-

живаність в другій дослідній групі була більше на 0,67 год або 10,3%, у порівнянні з контро-

лем. Середовища доповнені кріопротекторними речовинами групи амідів забезпечували до-

статньо високу виживаність сперми за температури (38ºС), яке значно перевищувало 
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встановлену мінімально фізіологічну норму (5 годин). У відсотках це перевищення складало 

34,6% та 42,6%. Висновки. Доведено доцільність застосування у кріозахисних середовищах 

(розбавниках) для сперми бугаїв комбінацій ендоцелюлярних кріопротекторів, які створені з 

гліцерину та диметилформаміду (ДМФА) або гліцерину та диметилацетаміду (ДМАЦ), що 

підвищує якісні характеристики біоматеріалу. 

Ключові слова: сперма, бугаї, кріопротектори, діметилформамід, діметилацетамід, глі-

церин, рухливість 
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The article highlights the results of research on the effectiveness of the introduction of cryo-

protectants of the amide group – dimethylformamide (DMF), dimethylacetamide (DMAC) into the 

cryoprotective media for bull sperm and to determine their effect on the main physiological charac-

teristics of germ cells. Materials and methods. Immediately after obtaining sperm, it was diluted 

with medium No. 1 containing 5.6% glycerol and 1.4% DMF (experimental group 1). Experimental 

group 2 was also diluted and treated with medium No. 1, but with the addition of 5.6% glycerol and 

1.4% DMAC. After saturation of the sperm with the protective substances of medium № 1, it was 

diluted with medium No 2 containing 4% glycerol and 1% DMF (experimental group 1) and 4% 

glycerol and 1% DMAC (experimental group 2). Control samples were diluted according to a 

standard two-moment protocol using 7% glycerol in medium No. 1 and 5% glycerol in medium 

No. 2. Cryopreservation of spermatozoid was carried out by direct immersion of standard flat metal 

cassettes with coated granules in a liquid nitrogen medium. At the same time, cooling was carried 

out in the following mode: 4°C to minus 10°C at minus 3°C/min and from minus 10°C to minus 

80°C at minus 40°C/min. Deconservation of spermatozoa was carried out at a temperature of 38–

39°C. Cows were inseminated by the recto-cervical method. The results. The use of penetrating 

cryoprotectants from the amide group - dimethylformamide and dimethylacetamide - in media for 

sperm dilution and cryopreservation ensures a certain increase in the motility of germcells by 5.9% 

and 9.0%, respectively. The positive effect of the composition of cryoprotectants was also noted 

regarding the survivat of sperm after deconservation. Thus, the survival rate in the second experi-

mental group was 0.67 hours or 10.3% higher than in the control group. The environments supple-

mented with cryoprotective substances of the amide group ensured sufficiently high sperm survival 

at body temperature (38ºС), which significantly exceeded the established minimum physiological 

norm (5 hours). In percentage terms, this excess was 34.6% and 42.6%.  Conclusions. The feasibil-

ity of using combinations of endocellular cryoprotectants made from glycerol and dimethylforma-

mide (DMF) or glycerol and dimethylacetamide (DMAC) in cryoprotective media (diluents) for bull 

sperm has been proven, which increases the quality characteristics of the biomaterial. 

Keywords: sperm, bull, cryoprotectants, dimethylformamide, dimethylacetamide, glycerin, 

motility 
 

Вступ. Кріоконсервація сперми є потужним інструментом збереження генетичного різ-

номаніття тварин та значною мірою сприяє поширенню репродуктивних технологій, таких як 

штучне осіменіння та запліднення in vitro (Kumar et al., 2019). Процес тривалого перебування 

статевих клітин при статично низькій температурі мінус 195,8оС не впливає на біологічні 

характеристики гамет. Проте в процесі кріоконсервування фізіологічні характеристики спер-

ми (рухливість, виживаність, цілісність цитоплазматичних мембран) суттєво погіршується. 

Ступінь цього зниження залежить від концентрації і типу протекторів у розбавниках, харак-
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теру режиму охолодження, індивідуальних особливостей плідників тощо (Nagata et al., 2019; 

Bugrov, 2015).  

Кріоконсервація пошкоджує сперму різними способами, такими як ультраструктурні 

пошкодження головки, мітохондрій і хвоста сперматозоїдів, а також через осмотичний стрес 

(Khan et al., 2021). 

По мірі розширення об’ємів штучного осіменіння із застосуванням глибокозамороже-

ної сперми у практиці тваринництва актуальність розробки удосконалених середовищ для 

кріоконсервування сперми тварин тільки зростає (Bailey et al., 2003; Ugur et al., 2019). В цьо-

му напрямку запропоновано немало модернізованих рецептур та техніки кріоконсервування, 

особливо це стосується великої рогатої худоби (Grötter et al., 2019). 

Випробувано з позитивним результатом застосування комплексу холестерин-

циклодекстрин з виключенням яєчного жовтка із складу розбавника для сперми бугаїв (Anzar 

et al., 2019). Запропоновані розбавники, що базуються на застосуванні соєвого лецетину 

(Chelucci et al., 2015; Sharafi et al., 2015). 

Проведено порівняльні досліди з кріоконсервації сперми бугаїв з використанням різних 

кріопротекторів (гліцерину або етиленгліколю) доповнених трегалозою або цістеіном. Засто-

сування 5% етиленгліколю призвело до меншого пошкодження хроматину та згубного впли-

ву заморожування на рух  хвоста сперміїв. Також обробка сперми розбавником з етиленглі-

колем призвела до деякого (недостовірного) збільшення заплідненості корів (Büyükleblebici 

et al, 2014). 

Проведено дослідження та доведено унікальний фізико-хімічний вплив дії заміщених 

амідів, як кріопротекторів. Також доведено, що їх висока проникність всередину клітин обу-

мовлює значний кріозахисний ефект сперми півнів. При розробці і вивченні кріозахисних 

середовищ визначаються два головних завдання – отримання найбільш ефективних рецеп-

тур, що забезпечують «пом’якшення стресового впливу» на етапах кріоконсервування та 

стимулювання відновлення фізіологічних процесів у деконсервованій спермі. Доведено, що 

використовуючи суміш амідів у складі криозахисних середовищ, можна істотно скоротити 

час насичення сперматозоїдів кріопротекторами перед кріоконсервуванням та поліпшити їх 

біологічну якість після заморожування-відтавання (Linnik et al., 2001). 

Здійснено експерименти з кріоконсервування сперми бугаїв з застосуванням комбінації 

гліцерину з речовинами групи амідів. Доведено позитивний ефект таких комбінацій кріопро-

текторів за рухливістю та збережностю цітоплазматичних мембран статевих клітин жеребців 

(Sushko et al., 2009). 

Метою дослідження є вивчення ефективності введення до кріозахисних середовищ для 

сперми бугаїв кріопротекторів групи амідів – діметилформамід (ДМФА), діметилацетамід 

(ДМАЦ) і визначення їх впливу на основні фізіологічні характеристики статевих клітин. 

Матеріал та методи дослідження. В дослідженнях використано свіжоотримані еяку-

ляти бугаїв молочних порід. Для експериментів відбирали сперму з рухливістю не менше 

80%. Розбавлення здійснювалося в два етапи середовищем № 1 та середовищем № 2. 

При збереженні основної рецептури розбавників (середовище № 1: лактоза 11% водний 

розчин – 63 мл., жовток курячого яйця 30 мл), середовище № 2: лактоза 6 , натрій люмоноки-

слий 1,4 г, вода 100 мл) у дослідах використовували діметилоформамід та діметилацетамід у 

комплексі з гліцерином. Готували розбавник, в який вводили 20% амідів та 80% гліцерину по 

відношенню до загальної кількості ендоцелюлярних кріопротекторів. 

Безпосередньо після отримання сперми, її розріджували середовищем № 1, що містило, 

гліцерину 5,6% та ДМФА 1,4% (дослідна група 1). Друга дослідна група також розріджува-

лась і оброблялась з додаванням 5,6% гліцерину та 1,4% ДМАЦ. Температура середовища 

становила 35°С. Об’ємне співвідношення сперма середовище – 1:1. Експозиція за температу-

ри 18–20°С – 5 хв. 

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0378432014002826#%21
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0378432014002826#%21
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Після насищення сперми захисними речовинами у середовищі № 1, її розріджували се-

редовищем № 2, що містило 4% гліцерину і 1% ДМФА (дослідна група 1) та 4% гліцерину і 

1% ДМАЦ ( дослідна група 2). 

Розбавлення середовищем № 2 проводили за кімнатної температури, після чого розбав-

лена сперма направлялась на розфасовку та еквілібрацію при температурі 4°С протягом 3 

годин. Розбавлення здійснювалось до досягнення концентрації на рівні 120 x 106 сперміїв/мл. 

Контрольні зразки було розріджено згідно з стандартним двохмоментним протоколом з 

застосуванням 7% гліцерину у середовищі № 1, та 5% гліцерину у середовищі № 2. 

Для заморожування розбавлену сперму розфасовували в автоматичному режимі у гер-

метично закриті капсули – облицьовані гранули, згідно регламенту «Харківської технології 

асептичного одержання, кріоконсервації і зберігання сперми бугаїв» (Rudenko, 2011). Замо-

рожування здійснювалося шляхом прямого занурення стандартних пласких металевих касет 

з облицьованими гранулами у середовище зрідженого азоту. При цьому охолодження прово-

дилося в режимі 4°C до мінус 10°C при мінус 3°C/хв і від  мінус 10°C до  мінус 80°C при  

мінус 40°C/хв.  

Деконсервацію спермодоз проводили за температури 38–39оС у водяному термостаті з 

експозицією 5–6 сек. 

Визначення основних біологічних характеристик сперми (рухливість, виживаність, по-

казник абсолютної виживаності), а також кріорезистентність здійснювали методами перед-

баченими нормативними документами. Зокрема при отриманні та оцінці нативної сперми 

бугаїв використовували норми та методи випробувань згідно ДСТУ 3535-97 «Сперма бугаїв 

нативна. Технічні умови» (1997). Оцінка якості заморожено-відталої сперми проводилась за 

показниками, передбаченими ДСТУ 8778:2018 «Сперма бугаїв-плідників заморожена. Ви-

значення показників якості та допущення до використання. Технічні умови» (2001). 

Кріорезистентність сперми визначалася, як співвідношення рухливості заморожено-

відталої сперми і рухливості нативної сперми. 

Осемініння корів проводили ректоцервікальним методом. Тільність у корів визначали 

ульразвуковим методом за допомогою сканера КХ-5200. 

Результати досліджень. В результаті експериментів доведено, що за застосування у 

середовищах для розбавлення і кріоконсервації сперми речовин групи амідів таких як 

ДМФА, так і ДМАЦ, спостерігається певне підвищення кількості клітин з прямолінійно-

поступовим (прогресивним) рухом, яке складало 5,9% та 9,0% відповідно дослідним групам. 

Середовища доповнені кріопротекторними речовинами групи амідів також забезпечу-

вали достатньо високу виживаність сперми за температури тіла (38ºС), яке значно переви-

щувало встановлену мінімально фізіологічну норму. У відсотках це перевищення складало 

34,6% та 42,6% відповідно. 

Також слід зазначити позитивний ефект щодо виживаності дослідних зразків сперми по 

відношенню до контрольних зразків. Так, середовища з ДМФА перевищувало контрольну 

характеристику на 10,3%, середовище з ДМАЦ – на 16,8%. 

Як результат, поліпшення основних фізіологічних показників сперми (рухливість, ви-

живаність) відповідно підвищилась і комплексна характеристика, якою є показник абсолют-

ної виживаності сперми. Так, в першій дослідній групі вона була вищою на 8,0%, а у другій 

дослідній групі – на 12,8% по відношенню до контролю, що наведено у таблиці 1. 

Відносно мінімально допустимої характеристики ці показники були відповідно вищими 

на 47,7% для середовища з ДМФА та 53,9% для середовища, що містило ДМАЦ. 

Слід відмітити, достатньо високу кріорезистентність статевих клітин в дослідних гру-

пах, що було визначено як співвідношення рухливості заморожено-відталої і нативної спер-

ми, і яке суттєво перевищувало 50% рівень, який умовно прийнято вважати добрим  

показником.  
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1. Біологічні показники заморожено- відталої сперми бугаїв після кріоконсервування з використанням 

двохмоментного розбавлення у захисних середовищах з  діметилформамідом та діметилацетамідом 

Показники сперми бугаїв замо-

роженої (п = 15) 

Розбавники згідно Харківської технології 
Мінімальні нор-

ми для заморо-

жено-відталої 

сперми бугаїв 

Модифіковане 

середовище з 

гліцерином та  

ДМФА, М ± m 

Модифіковане сере-

довище з гліцерином 

та ДМАЦ, М ± m 

Стандартні з глі-

церином (конт-

роль), М ± m 

Рухливість (спермії з прогресив-

ним рухом), (% ) 
44,2% ± 1,0% 45,9 ±1,0% 41,7 ± 0,6% 40,0 

Кріорезистентність (%) 55,2% 57,3% 52,1% – 

Виживаність за t 38ºС (год) 6,73 ± 0,10*** 7,13 ± 0,22*** 6,10 ± 0,12 5,0 

Показник абсолютної виживано-

сті за t 38ºС (умов. од.) 
17,73 ± 0,16*** 18,47 ± 0,27*** 16,37 ± 0,23 12,0 

Примітка. ***р < 0,001.  

 

Встановлено, що рухливість сперми була вищою у дослідних групах на 6,7% для 

ДМФА та 10,6% для ДМАЦ, у порівнянні з контролем. Відмічено також достовірно позитив-

ний вплив композиції кріопротекторів, щодо тривалості життя сперміїв після деконсервації. 

Так виживаність в другій дослідній групі була більше на 0,67 год або 10,3%. 

Кріорезистентність  сперми у групах з полікомпонентними захисними речовинами була 

дещо (недостовірно) вищою на 2,0 та 4,2% відповідно. 

Комплексна характеристика якою є показник абсолютної виживаності за t 38ºС також 

виявила достовірно позитивний  вплив комбінації проникаючих кріопротекторів, особливо 

суттєво при додаванні ДМАЦ (на 3,44 умов. од.) або 24,6% у порівнянні з монопротектором 

– гліцерином. 

Заплідненість корів склала 59,4% (41 тільних з 69 осемінених тварин), 61,5% (40 з 65) 

та 48,4% (31 з 64), відповідно групам. 

Висновки. 

1. Доведено доцільність застосування у кріозахисних середовищах (розбавниках) для 

сперми бугаїв комбінацій ендоцелюлярних кріопротекторів, які створені з гліцерину та ди-

метилформаміду (ДМФА) або гліцерину та диметилацетаміду (ДМАЦ), що підвищує якісні 

характеристики біоматеріалу. 

2. Показано, що введення проникаючих кріопротекторів групи амідів сприяє підвищен-

ню біологічних характеристик сперми бугаїв після заморожування-відтавання за показником 

виживаності – на 10,3%, за показником абсолютної виживаності – на 24,6%. 

3. Застосування композитних кріопротекторів у середовищах для розбавлення сперми 

бугаїв сприяє підвищенню заплідненості корів на 11,0–13,1%. 
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