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Метою роботи було порівняльне вивчення впливу різних доз мікроелементів (Сu2+, 
Zn2+ та Mn2+) у формі нанорозмірної форми сукцинатів за введення їх у лактозо-жовтково- 
гліцеринове середовище для кріоконсервування сперми бугаїв-плідників на фізіологічні та 
біохімічні показники деконсервованих сперміїв. Під час проведення досліджень брали свіжо-
отримані еякуляти бугаїв (n=4), які ділили на частини: контрольну — розріджену промисловим 
розріджувачем (лактозо-жовтково-гліцериновий) і дослідні, до яких додавали нанорозмірні 
форми сукцинатів Cu, Mn і Zn (концентрації вихідних розчинів 2–5 г/л) в дозах 0,005, 0,01 та 
0,05 мг/мл. Встановлювали такі фізіологічні показники якості еякулятів: об’єм (мл), концентра-
цію сперміїв (млрд/мл), кількість живих сперміїв (%) та динамічні показники сперміїв (CASA) 
і виживання (год.); вміст загального протеїну, дихальну активність сперміїв, активність ензимів-
маркерів запліднювальної здатності — сукцинатдегідрогенази (СДГ, од.) і цитохромоксидази 
(ЦХО, од.) у розріджених еякулятах з внесеними біологічно активними наносполуками. Після 
розрідження еякулятів було проведено еквілібрацію сперми впродовж трьох годин за темпе-
ратури +4°С і заморожування у термоконтейнері (7 хвилин над парами азоту з подальшим 
зануренням у рідкий азот). Розморожування сперми проводили у водяній бані за температури 
+38°С впродовж 20 секунд. Вищевказані фізіологічні та біохімічні показники сперми бугаїв ви-
значали повторно відразу після розморожування. Концентрація сперміїв у розрідженій спермі 
бугаїв становила 8,3% від початкової або еякуляти розріджено в 12 разів згідно з технологіч-
ними вимогами (P<0,001). Кількість живих сперміїв зменшилася на 12,6% порівняно зі свіжо-
одержаною спермою (P<0,05), а виживання сперміїв за інкубації зменшилося на 6,8% або 
7,4 год. Вміст загального протеїну в 100 мл сперми зменшився на 41,3% після розрідження 
порівняно зі свіжим еякулятом (P<0,001). Дихальна активність зменшилася на 11,8 % після 
розрідження еякулятів. Активність СДГ знизилася на 10,7%, а ЦХО — на 13,0%. Після декон-
сервації сперми бугаїв-плідників її дихальна активність була вищою в дослідних зразках за 
умови додавання до середовища 0,05 мг/л Zn2+, 0,05 мг/л Сu2+ та 0,05 мг/л Mn2+ у вигляді нано-
розмірної форми сукцинату. За цих доз вищою була й активність ензимів. Найвищу активність 
СДГ спостерігали за додавання до середовища для кріоконсервації 0,05 мг/л Zn2+ (P<0,05), 
а найнижчу — за додавання 0,01 мг/л Mn2+. Активність ЦХО була найвищою за додавання до 
середовища для кріоконсервації 0,05 мг/л Сu2+. Оптимальними концентраціями наносукцина-
тів, які забезпечують нормалізацію окисних процесів у розрідженій спермі бугаїв, є 0,05 мг/л 
Mn2+-, 0,05 мг/л Сu2+- і 0,05 мг/л Zn2+-. Збільшення концентрацій мікроелементів у розріджувачі 
понад оптимальні величини інгібує дихальну активність сперми та знижує активність СДГ і ЦХО. 
Аналогічним цей вплив є і на динамічні показники сперміїв бугаїв після її розмороження.

Ключові слова: бугаї-плідники, сперма, спермій, еякулят, нанорозмірна форма сук-
цинату, сукцинатдегідрогеназа, цитохромоксидаза, дихальна активність, кріоконсервування

Методи заморожування статевих клітин знайшли 
широке застосування у практиці тваринництва [10]. 
Сьогодні технологія заморожування сперми відпра-

цьована на багатьох видах тварин. Ефективність кріо-
консервування сперми значною мірою залежить від 
складу синтетичних середовищ для заморожування. 
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Завданням середовищ є забезпечення належного 
захисту сперміїв від несприятливих чинників у про-
цесі кріоконсервування внаслідок дії низьких і над-
низьких температур [4, 22]. 

Якість і запліднювальна здатність сперміїв зале-
жить від фізіологічних характеристик еякулятів плід-
ників. При цьому виживання і стійкість статевих клі-
тин до зовнішніх чинників забезпечуються ензимами 
сперми, які беруть участь у використанні енергетич-
них субстратів, руйнуванні активних форм Оксигену 
(АФО) та знищенні цитотоксичних продуктів обміну. 
Мікроелементи відіграють важливу роль у регулю-
ванні обмінних процесів у сперміях, оскільки є кофак-
торами ензимів, які забезпечують енергетичні потреби 
й утилізацію цитотоксичних продуктів метаболізму 
клітин. До таких належать Сu2+, Zn2+ та Mn2+, які є 
у складі ензимів гліколізу, дихального ланцюга міто-
хондрій і антиоксидантного захисту [15]. Зокрема, Zn2+ 
входить в активні центри численних ензимів гліко-
лізу й пентозофосфатного шляху окиснення глюко-
зи, Сu2+ забезпечує активність ензимів дихального 
ланцюга і протеїназ, а Mn2+ — ензимів циклу Кребса. 
Крім того, вказані мікроелементи Сu2+, Zn2+ та Mn2+ 
входять до складу першої ланки ензиматичного 
антиоксидантного захисту — супероксиддисмутази 
(СОД), тобто є кофакторами ензиму, що перетворює 
О2− і гальмує утворення АФО [3, 11]. Відомо, що СОД 
у сперміях наявна у трьох генетично зумовлених 
ізоформах, які містять у каталітичному центрі йони: 
Mn2+ — мітохондріальній; Zn2+ і Сu2+ — цитоплазма-
тичній і екзоцелюлярній. При цьому доведено, що від 
активності вказаного ензиму та співвідношення його 
ізозимів, вмісту Купруму залежить виживання і, від-
повідно, запліднювальна здатність статевих клітин.

Однак за технологічних процесів підготовки еяку-
лятів до кріоконсервування змінюється природний 
вміст мікроелементів, що порушує перебіг перетво-
рення субстратів і ресинтез АТФ. Одним зі способів 
зберегти високі фізіологічні характеристики і заплід-
нювальну здатність статевих клітин є балансування 
складу розріджувачів еякулятів мікроелементами. 
Але використання у складі розріджувачів мікроеле-
ментів у вигляді неорганічних солей малоефективне 
[17], що зумовлене перебігом синтетичних процесів 
у спермі на низькому рівні і, як наслідок, входження 
мікроелементів з неорганічних солей в метаболізм 
статевих клітин знижене. Крім того, йони металів 
стимулюють вільнорадикальне окиснення структур 
статевих клітин [21]. Застосування органічних форм 
металів, зокрема наносукцинатів, може усунути не-
доліки використання неорганічних солей мікроеле-
ментів у розріджувачах еякулятів і забезпечити їх 
залучення в обмінні процеси сперміїв [9, 13]. Проте 
в літературі є дані про негативний вплив надлишку 
мікроелементів на фізіологічні характеристики і за-
пліднювальну здатність сперміїв [19, 25]. За надлиш-
ку вказаних елементів можливе порушення функцій 
мітохондрій, яке характеризується зниженням фізіо-

логічних характеристик і запліднювальної здатності 
сперміїв [14]. Наприклад, надлишок Сu2+ у розрідже-
ній спермі барана зумовлює аглютинацію сперміїв 
через окиснення вільних сульфгідрильних груп до 
дисульфідних [12]. З огляду на ці питання, багато 
авторів проводять дослідження з впливу на якість 
сперміїв ссавців металів у вигляді нанорозмірних 
форм або наночастинок [5, 7, 8].

Метою наших досліджень тому було порівняльне 
вивчення впливу різних доз мікроелементів (Сu2+, Zn2+ 
та Mn2+) у вигляді нанорозмірної форми сукцинатів на 
якість сперміїв деконсервованих еякулятів бугаїв.

Матеріали і методи

Дослідження провели в Інституті біології тварин 
НААН, а також на базі Львівського науково-виробни-
чого центру «Західплемресурси», де вивчали вплив 
додавання різних доз нанорозмірної форми сукцина-
тів металів, розроблених в Українському державному 
науково-дослідному інституті нанобіотехнологій та ре-
сурсозбереження (м. Київ), внесених до складу сере-
довищ для кріоконсервування, на фізіолого-біохімічні 
показники сперми бугаїв. Брали свіжоотримані еяку-
ляти бугаїв (n = 4), які ділили на частини: контроль — 
розріджену лактозо-жовтково-гліцериновим розріджу-
вачем, і дослідні, в які додавали нанорозмірні форми 
сукцинатів Cu, Mn і Zn (концентрації вихідних розчинів 
2–5 г/л) в дозах 0,005, 0,01 та 0,05 мг/мл. 

При взятті еякулятів встановлювали такі фізіоло-
гічні показники якості еякулятів: об’єм (мл), концен-
трацію сперміїв (млрд/мл), кількість живих спермі-
їв (%) та динамічні показники сперміїв (CASA) і ви-
живання (год.); вміст загального протеїну, дихальну 
активність сперміїв, активність ензимів-маркерів за-
пліднювальної здатності — сукцинатдегідрогенази 
(СДГ, од) і цитохромоксидази (ЦХО, од.) як до роз-
рідження, так і в розріджених еякулятах з внесени-
ми біологічно активними нанорозмірними формами 
сукцинатів досліджуваних сполук [2]. 

Після розрідження еякулятів провели еквілібра-
цію сперми впродовж 3 год. за температури +4°С 
і заморожування у термоконтейнері (7 хв. над па-
рами азоту з подальшим зануренням у рідкий азот). 
Розморожували сперму у водяній бані за темпера-
тури +38°С впродовж 20 сек. Вищевказані фізіоло-
гічні та біохімічні показники сперми бугаїв визна-
чали повторно відразу після розморожування. На 
останньому етапі досліджень на основі фізіолого-
біохімічних досліджень було проведено аналіз отри-
маних результатів і встановлено оптимальні дози 
наносполук у розбавлених промисловим розріджу-
вачем еякулятах самців.

Усі фізіолого-біохімічні дослідження провели 
згідно з методиками, описаними у довіднику [24]. 
Статистичний аналіз отриманого цифрового мате-
ріалу провели за М. О. Плохінським (1969) [16]. 
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Результати й обговорення

Відомо, що результати роботи зі спермою бугаїв-
плідників визначаються за фізіологічними і біо-
хімічними показниками нативної свіжоодержаної 
сперми, які є основою життєздатності сперміїв під 
час інкубування, розрідження, еквілібріції, кріокон-
сервування та розмороження, а також їх заплід-
нювальної здатності за використання у штучному 
осіменінні корів та телиць. 

У табл. 1 наведено дані про об’єм, концентрацію 
сперміїв, кількість живих сперміїв і виживання спер-
міїв, вміст загального протеїну, дихальну активність 
сперміїв, активність ензимів-маркерів запліднюваль-
ної здатності — СДГ і ЦХО нативних еякулятів бугаїв 
відразу після отримання та після розрідження. 
Усі досліджувані показники свіжо отриманої сперми 
бугаїв — в межах фізіологічної норми [26]. Це свід-
чить, що для досліджень було вибрано якісні еякуля-

Таблиця 1. Фізіолого-біохімічні показники якості 
свіжоотриманих еякулятів бугаїв та після розрідження (M±m, n=4)
Table 1. Physiological and biochemical indicators of the quality 
of the freshly obtained bull ejaculates and after dilution (M±m, n=4)

Показники / Parameters
Свіжоотримані 
еякуляти бугаїв
freshly obtained 
bull ejaculates

Еякуляти 
бугаїв після 
розрідження

Bull ejaculates 
after dilution

Об’єм, мл / Volume, ml 4,8±0,23 –

Концентрація сперміїв, 
млрд/мл
Sperm concentration, 
billion/ml

1,2±0,04 0,1±0,01***

Кількість живих сперміїв, %
Number of live sperm, % 82,8±0,34 72,4±3,41*

Виживання, год. за +4ºС
Survival, hours at +4ºС 108,7±6,04 101,3±7,25

Вміст загального 
протеїну, мг/100 мл
Total protein content, 
mg/100 ml

7,5±0,23 4,4±0,43***

Дихальна активність, 
нг-атом О2/хв×0,1 мл 
сперми/хв.
Respiratory activity,  
ng atom of O2/min×0.1 ml 
of semen/min.

3,67±0,62 3,24±0,22

Сукцинатдегідрогеназа, 
МО/год×0,1 мл сперми
Succinate dehydrogenase, 
IU/h×0.1 ml of semen

46,18±1,65 41,22±2,15

Цитохромоксидаза,  
МО/год.×0,1 мл сперми
Cytochrome oxidase,  
IU/hour×0.1 ml of semen

52,4±2,22 45,6±3,18

Примітка. Різниця статично вірогідна для еякулятів бугаїв піс-
ля розрідження порівняно з даними нативного еякуляту бугаїв: 
* — P<0,05; ** — P<0,01; *** — P<0,001.
Note. In this table, the difference is statically significant for bull ejacu-
lates after dilution compared with the data of native ejaculate of bulls: 
* — P<0.05; ** — P<0.01; *** — P<0.001.

ти від здорових бугаїв-плідників із запліднювальною 
здатністю, яка відповідає виробничим стандартам.

З наведених у табл. 1 даних також видно, що такий 
виробничий момент, як розрідження еякулятів бугаїв, 
дещо зменшує основні якісні показники сперми. Кон-
центрація сперміїв у розрідженій спермі бугаїв ста-
новить 8,3% від початкової або еякуляти розріджено 
в 12 разів згідно з технологічними вимогами (P<0,001). 
Кількість живих сперміїв зменшилася на 12,6% порів-
няно зі свіжоодержаною спермою (P<0,05), а вижи-
вання сперміїв за інкубації зменшилося на 6,8% або 
7,4 год. Вміст загального протеїну у 100 мл сперми 
зменшився на 41,3% після розрідження порівняно зі 
свіжим еякулятом (P<0,001). І це при тому, що у складі 
жовтку курячого яйця, доданого до середовища 
для кріоконсервування сперми бугаїв, є протеїни, які 
частково мали б компенсувати зменшення їх вмісту 
в навколоспермальному середовищі після розріджен-
ня сперми порівняно з цільним еякулятом. Дихальна 
активність зменшилася на 11,8% після розрідження 
еякулятів. Активність СДГ знизилася на 10,7% після 
розрідження, а ЦХО — на 13,0%. Наведені дані пока-
зують, наскільки важливою маніпуляцією є розріджен-
ня сперми бугаїв і наскільки може погіршитися якість 
сперміїв за умови проведенні цієї процедури.

У табл. 2 наведено динамічні показники дослі-
джуваної сперми бугаїв — свіжоодержаної та після 
розрідження, виміряні з допомогою комп’ютерної 
системи оцінки сперми САSA, які також дають певне 
уявлення про якість сперміїв. Можна зауважити, що 
ці значення не виходять за межі фізіологічних норм 
згідно з літературними даними для свіжоотриманих 
сперміїв бугаїв [1, 13, 18, 23, 27]. З наведених даних 
видно, як впливає розрідження нативних еякулятів 
бугаїв-плідників на динамічні показники сперміїв. 
Після розрідження сперми бугаїв загальна активність 
сперміїв (TMOT) вірогідно знизилася на 12,6% порів-
няно зі свіжоотриманою спермою (P<0,05). Кількість 
сперміїв з прямолінійно-поступальним рухом (PMOT) 
після розрідження зменшилася на 13,3%. Середня 
швидкість просування головки спермія по середній 
траєкторії руху (VAP) знизилася на 10,1%, швидкість 
прямолінійного руху головки спермія уздовж прямого 
відрізка між початковою і кінцевою точками траєкторії 
(VSL) зменшилася на 1,2%, а криволінійна швидкість 
головки спермія (VCL) — на 5,4%. 

Ступінь прямолінійності руху сперміїв (STR) зріс 
на 9,9% після розрідження еякулятів бугаїв. Ступінь 
лінійності руху сперміїв (LIN) підвищився на 4,5%, 
ступінь відхилення руху сперміїв (WOB) знизився на 
5,1%. Показник середнього бокового відхилення го-
ловки спермія або амплітуда латерального зсуву голов-
ки спермія від середньої траєкторії руху (ALH) після 
розрідження сперми знизилася на 31,9% (P<0,001), 
а частота коливального руху (BCF) зменшилася на 
17,3% (P<0,05). Отримані дані вказують на критич-
ність процедури розрідження еякулятів для збережен-
ня якості сперміїв та їх запліднювальної здатності.
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Таблиця 2. Динамічні показники сперміїв,  
отримані з допомогою системи CASA у свіжоодержаних 
еякулятах бугаїв та після розрідження (M±m, n=4)
Table 2. Dynamic sperm counts were obtained using the CASA system 
in freshly obtained bulls ejaculates and after dilution (M±m, n=4)

Показники / Parameters
Свіжоотримані 
еякуляти бугаїв
Freshly obtained 
bull ejaculates

Еякуляти 
бугаїв після 
розрідження

Bull ejaculates 
after dilution

TMOT, % 82,8±0,34 72,4±3,41*

PMOT, % 74,3±2,91 64,4±4,37

VAP, ϻm/sec 118,1±8.06 106,2±9.34

VSL, ϻm/sec 93,4±4,21 92,3±5,16

VCL, ϻm/sec 143,9±9,17 136,2±10,72

STR (VSL/VAP), % 79,1±3,74 86,9±5,23

LIN (VSL/VCL), % 64,9±4,52 67,8±5,62

WOB (VAP/VCL), % 82,1±5,14 78,0±4,89

ALH, ϻm 9,6±0,23 6,54±0,42***

BCF, Hz 17,9±0,62 14,8±0,91*

Примітка. TMOT — загальна активність, %; PMOT — відносний 
вміст сперміїв з прямолінійно-поступальним рухом, %; VAP — се-
редня швидкість просування головки спермія по середній траєкторії 
руху, мкм/с; VSL — швидкість прямолінійного руху головки спермія 
вздовж прямого відрізка між початковою і кінцевою точками траєк-
торії, мкм/с; VCL — криволінійна швидкість головки спермія, мкм/с; 
STR — ступінь прямолінійності руху сперміїв (VSL/VAP), %; 
LIN — ступінь лінійності, (VSL/VCL), %; WOB — ступінь відхилення 
(VAP/VCL), %; ALH — середнє бокове відхилення головки, амплі-
туда латерального зсуву головки спермія від середньої траєкторії 
руху, мкм; BCF — частота коливального руху, с–1. Статично віро-
гідна для еякулятів бугаїв після розрідження порівняно з даними 
нативного еякуляту бугаїв: * — P<0,05; ** — P<0,01; *** — P<0,001.

Note. TMOT — total motility, %; PMOT — progressive motility, %; 
VAP — average path velocity, ϻm/sec; VSL — straight line velocity, 
ϻm/sec; VCL — curvilinear velocity, ϻm/sec; STR — straightness, 
(VSL/VAP), %; LIN — linearity, (VSL/VCL), %; WOB — wobble 
(VAP/VCL), %; ALH — amplitude of lateral head displacement, мкм;  
BCF — beat cross frequency, Hz. The difference is statically 
significant for bull ejaculates after dilution compared with the data of 
native ejaculate of bulls: * — P<0.05; ** — P<0.01; *** — P<0.001.

Таблиця 3. Дихальна активність та активність сукцинатдегідрогенази 
і цитохромоксидази у спермі бугаїв після розмороження 
за додавання нанорозмірних форм сукцинатів металів (M±m, n=4)
Table 3. Respiratory activity and succinate dehydrogenase 
and cytochrome oxidase activity in bull sperm after thawing  
with the addition of metal nanosized forms of succinates in diluent 
(M±m, n=4)

Умови досліду, 
мг/мл

The experiment 
conditions,  

mg/ml

Дихальна 
активність, 

нг-атом О/хв.×  
×0,1 мл сперми

Respiratory 
activity, ng atom 
of O2/min×0.1 ml 
of semen/min

Ензими / Enzymes

СДГ, МО/год.×  
×0,1 мл сперми
Succinate de-
hydrogenase,
IU/h×0.1 ml 
of semen

ЦХО, МО/год.×  
×0,1 мл сперми
Cytochrome 

oxidase,  
IU/h×0.1 ml 
of semen

Контроль
Control – 3,24±0,22 41,22±2,15 45,6±3,18

Zn2+ 

0,05 3,98±0,18* 48,87±2,12* 49,25±3,66

0,01 3,75±0,43 43,11±2,38 46,18±3,11

0,005 3,43±0,32 42,81±2,63 45,62±3,19

Сu2+ 

0,05 3,76±0,24 49,86±2,24 52,14±3,25

0,01 3,46±0,18 46,31±3,38 48,12±3,47

0,005 3,21±0,28 42,16±3,27 45,94±4,11

Mn2+ 

0,05 3,53±0,24 46,77±2,22 48,67±3,19

0,01 3,24±0,43 39,17±2,65 44,63±3,41

0,005 3,18±0,26 42,34±2,17 46,88±3,68

Примітка. У цій та наступних таблицях різниця статично вірогідна 
порівняно з контролем: * — P<0,05; ** — P<0,01; *** — P<0,001.
Note. In this and the following tables, the difference is statically significant 
compared to the control: * — P<0.05; ** — P<0.01; *** — P<0.001.

У табл. 3 наведено дані про дихальну активність та 
активність СДГ і ЦХО у спермі бугаїв після розморо-
ження за додавання нанорозмірних форм сукцинатів 
металів у лактозо-жовтково-гліцериновий розріджувач. 
Варто зазначити, що за умови додавання Zn2+ до 
сере довища для кріоконсервування після розморо-
ження сперми дихальна активність відталої сперми 
перевищувала цей показник у всіх дослідних зразках 
на 5,9–22,8% і виявилася найвищою за додавання 
0,05 мг/мл розчину Zn2+ (P<0,05). За умови додавання 
розчину Сu2+ у середовище для кріоконсервування 
у кількості 0,05 та 0,01 мг/мл дихальна активність була  
вищою, ніж у контролі, відповідно, на 16,0 та 6,8%, 
а в кількості 0,005 мг/мл значення було меншим на 
0,9%. За умови додавання 0,05 мг/мл розчину Mn2+ 
до зразків сперми після розмороження дихальна ак-
тивність сперміїв була вищою на 8,9%; за додавання 
0,01 мг/мл значення було таким, як і в контрольному 
зразку, а за 0,005 мг/мл Mn2+ — на 1,9% нижчим.

За умови додавання до середовища для кріо-
консервування Zn2+ різниця активності СДГ між до-
слідними зразками та контрольним становила 3,9, 
4,6 та 18,6%, відповідно, для кількості 0,005, 0,01 
та 0,05 мг/мл Zn2+. У всіх трьох випадках активність 
ензиму була вищою у дослідних зразках порівняно 
з контролем, а за додавання 0,05 мг/мл Zn2+ різниця 
була вірогідною (P<0,05). Після додавання до розрі-
джувача сперми бугаїв Сu2+ рівень СДГ був більшим 
у всіх дослідних зразках порівняно з контролем, най-
більшим — за додавання 0,05 мг/мл Сu2+ (20,9%). 
За умови додавання у середовище 0,05 мг/мл Mn2+ 

встановлено найвищий рівень ензиму, який пере-
вищував контрольний зразок 13,5%.

Рівень ЦХО майже у всіх дослідних зразках пере-
вищував контроль. Найбільші значення зареєстрували 
за додавання до середовища Zn2+, Сu2+ та Mn2+ у дозі 
0,05 мг/мл у вигляді наноаквасукцинатів. Перевищення 
становило 8,0, 14,3 та 6,7%, відповідно, для Zn2+, Сu2+ 
та Mn2+і найбільшим було за умови додавання Сu2+.

З отриманих даних видно, що дихальна активність 
сперми бугаїв вища в дослідних зразках за додавання 
до середовища у вигляді нанорозмірних форм сукци-
натів 0,05 мг/л Zn2+, 0,05 мг/л Сu2+ та 0,05 мг/л Mn2+, 
при цьому вищою була й активність ензимів. Найвищу 
активність СДГ спостерігали за додавання до сере-
довища для кріоконсервації 0,05 мг/л Zn2+ (P<0,05), 
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Таблиця 4. Динамічні показники TMOT, PMOT, VAP, VSL, VCL у спермі бугаїв після розмороження  
за додавання нанорозмірних форм сукцинатів металів до лактозо-жовтково-гліцеринового розріджувача (M±m, n=4)
Table 4. Dynamic indices of TMOT, PMOT, VAP, VSL, VCL in sperm of bulls after thawing  
with the addition of metal nanosized forms of succinates in lactose-yolk-glycerol diluent (M±m, n=4)

Умови досліду, мг/л
The conditions of the experiment, mg/l TMOT, % PMOT, % VAP (ϻm/sec) VSL (ϻm/sec) VCL (ϻm/sec)

Контроль – 67,3±4,28 53,2±4,89 96,3±7,67 82,4±6,28 105,1±8,37

Zn2+

0,05 76,3±3,12 61,8±4,94 99,5±6,84 89,2±6,14 119,1±5,83

0,01 68,8±3,11 55,3±4,98 96,6±6,14 78,1±7,54 112,3±6,13

0,005 67,1±3,82 51,4±5,72 95,2±7,66 81,2±7,48 109,6±6,17

Сu2+

0,05 72,1±4,23 58,2±6,11 102,2±7,16 93,4±6.08 117,2±5,16

0,01 67,7±4,43 56,2±6,91 94,6±8,69 84,4±6,63 111,8±6,43

0,005 65,9±3,76 51,6±5,83 90,9±7,11 72,9±7,22 102,9±7,85

Mn2+

0,05 71,9±3,19 58,8±4.11 104,3±6,09 87,5±6,14 114,1±6,62

0,01 63,3±3,22 47,6±5,27 93,2±5,84 83,7±6,99 102,3±9,88

0,005 67,7±4,14 55,7±4,26 98,9±7,77 84,4±6,22 107,3±8,18

Таблиця 5. Динамічні показники STR, LIN, WOB, ALH, та BCF у спермі бугаїв після розмороження  
за додавання нанорозмірних форм сукцинатів металів до лактозо-жовтково-гліцеринового розріджувача (M±m, n=4)
Table 5. Dynamic indicators of STR, LIN, WOB, ALH, and BCF in bull sperm after thawing  
with the addition of metals nanosized forms of succinates of in lactose-yolk-glycerol diluent (M±m, n=4)

Умови досліду, мг/л
The conditions of the experiment, mg/l

STR (VSL/VAP), 
%

LIN (VSL/VCL), 
%

WOB (VAP/VCL),  
% ALH, мкм BCF, с-1

Контроль – 85,6±5,23 78,4±5,62 91,6±4,19 4,42±0,33 9,17±0,63

Zn2+

0,05 89,6±4,21 75,0±4,94 83,5±6,43 4,72±0,32 10,11±0,61

0,01 80,8±4,65 69,5±4,98 86,0±6,87 4,39±0,34 9,22±0,61

0,005 85,3±4,56 74,1±5,72 86,9±6,12 4,23±0,39 9,15±0,51

Сu2+

0,05 91,4±4,56 79,7±5,11 87,2±6,22 4,84±0.32 10,23±0,36

0,01 89,2±6,23 75,5±6,91 84,6±7,28 4,24±0,34 9,45±0,31

0,005 80,2±6,19 70,8±5,83 88,3±8,61 4,49±0,44 9,03±0,35

Mn2+

0,05 89,8±7,26 76,7±5.11 91,4±5,43 4,95±0,33 10,1±0,42

0,01 81,8±6,34 81,8±6,27 91,1±8,27 4,27±0,38 9,2±0,48

0,005 86,3±4,78 78,7±4,26 92,1±5,87 4,49±0,31 9,1±0,32

а найнижчу — за додавання 0,01 мг/л Mn2+; активність 
ЦХО найвища за умови додавання до середовища 
0,05 мг/л Сu2+.

У табл. 4 наведено загальну активність сперміїв 
у пробах, відносний вміст сперміїв з прямолінійно- 
поступальним рухом, середню швидкість просування 
голівки спермія по середній траєкторії руху, швидкість 
прямолінійного руху голівки спермія уздовж прямого 
відрізка між початковою і кінцевою точками траєкторії 
та криволінійну швидкість голівки сперміїв після роз-
морожування досліджуваних зразків сперми. Найвищу  
загальну активність сперміїв та найвищий рівень 
сперміїв з прямолінійно-поступальним рухом порів-
няно з контролем спостерігали за умови додаван-
ня до середовища для кріоконсервування 0,05 мг/л 
Zn2+, 0,05 мг/л Сu2+ та 0,05 мг/л Mn2+ у вигляді нано-
розмірних форм сукцинатів. Найнижчий же рівень 

сперміїв із загальною активністю мали групи, в яких 
до сере довища додавали 0,005 мг/л Сu2+ та 0,01 мг/л 
Mn2+. Найменшим вміст сперміїв з прямолінійно- 
поступальним рухом постерігали за додавання 
0,005 мг/л Zn2+, 0,005 мг/л Сu2+ та 0,005 мг/л Mn2+. 

Найбільше значення середньої швидкості просу-
вання голівки спермія по середній траєкторії руху (VAP) 
встановлено за додавання до розріджувача 0,05 мг/л 
Zn2+, 0,05 мг/л Сu2+ та 0,05 мг/л Mn2+, а найменше — за 
додавання 0,005 мг/л Zn2+, 0,005 мг/л Сu2+ та 0,01 мг/л 
Mn2+ відповідно. Швидкість прямолінійного руху голів-
ки спермія уздовж прямого відрізка між початковою 
і кінцевою точками траєкторії (VSL) була найвищою 
за додавання у середовище 0,05 мг/л Zn2+, 0,05 мг/л 
Сu2+ та 0,05 мг/л Mn2+, а найнижчою — за додавання 
0,01 мг/л Zn2+, 0,005 мг/л Сu2+ та 0,01 мг/л Mn2+. Криво-
лінійна швидкість голівки спермія (VCL) була найбіль-
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шою за умови додавання у середовище 0,05 мг/л Zn2+, 
0,05 мг/л Сu2+ та 0,05 мг/л Mn2+, а найменшою — за до-
давання 0,01 мг/л Zn2+, 0,005 мг/л Сu2+ та 0,01 мг/л Mn2+.

З наведених у табл. 5 даних видно, що ступінь 
прямолінійності руху сперміїв, ступінь лінійності, сту-
пінь відхилення середнє бокове відхилення голівки, 
амплітуда латерального зсуву голівки спермія від се-
редньої траєкторії руху та частота коливального руху 
також дещо відрізнялися порівняно з цією величиною 
у зразкax контрольних груп та між собою. 

Ступінь прямолінійності руху сперміїв перевищу-
вав контроль на 6,8% за умови додавання у сере-
довище 0,05 мг/л Сu2+; менші значення мали зразки 
за умови додавання 0,05 мг/л Zn2+ та 0,05 мг/л Mn2+; 
найменші — за додавання 0,01 мг/л Zn2+, 0,005 мг/л 
Сu2+ та 0,01 мг/л Mn2+ у вигляді нанорозмірних форм 
сукцинатів. Ступінь лінійності руху сперміїв мало від-
різнявся між зразками контрольної та дослідних груп. 
Ступінь відхилення майже в усіх зразках був нижчим, 
ніж у контролі. Такі показники, як середнє бокове від-
хилення головки або амплітуда латерального зсуву 
головки спермія від середньої траєкторії руху та час-
тота коливального руху також незначно відрізнялися 
між дослідними зразками та контрольним.

Висновки

Для балансування середовища для кріоконсер-
вації сперми бугаїв до фізіологічних меж нативних 
еякулятів, нормалізації окисного метаболізму і забез-
печення виживання сперміїв у середовище доцільно 
додавати в 10–20 разів нижчі дози Mn2+-, Сu2+- і Zn2+ 
у вигляді нанорозмірних форм сукцинатів порівняно 
з їх аналогами у вигляді неорганічних солей. 

Додавання до розріджувача еякулятів бугаїв нано-
розмірних форм сукцинатів мікроелементів впливає 
на інтенсивність окисних процесів у спермі, активність 
ензимів-маркерів запліднювальної здатності спер-
міїв. Оптимальні концентрації наносукцинатів, які 
забезпечують нормалізацію окисних процесів у роз-
рідженій спермі бугаїв — 0,05 мг/л Mn2+-, 0,05 мг/л 
Сu2+- і 0,05 мг/л Zn2+. Збільшення концентрацій цих 
мікроелементів у розріджувачі понад оптимальні ве-
личини інгібує дихальну активність сперми, знижує 
активність сукцинатдегідрогенази і цитохромоксидази. 
Аналогічним цей вплив є на динамічні показники 
сперміїв бугаїв після процесу кріоконсервування.

Перспективи подальших досліджень

У подальшому плануємо вивчити вплив поєд-
наного застосування нанорозмірних форм сукци-
натів мікроелементів на фізіолого-біохімічні показ-
ники сперміїв розморожених еякулятів бугаїв для 
розроблення нових та покращення наявних середо-
вищ для кріоконсервування сперми бугаїв.
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The purpose of this work was to compare effect of different doses of trace elements such as Cu2+, Zn2+ and Mn2+ that have been includ-
ed as nano succinates into lactose-yolk-glycerol medium for cryopreservation of bull sperm and some physiological and biochemical sperm 
parameters assessment before and after cryopreservation. In this research each fresh ejaculate obtained from 4 bulls has been divided 
into parties consisting a control sample and its experimental counterparts. Control samples were diluted with industrial lactose-yolk-glycerin 
diluent only but their experimental counterparts were diluted and supplemented with nano acquacuccinates of Cu, Mn and Zn as solutions 
at concentration 2–5 g/l but different doses of 0.005, 0.01 and 0.05 mg/ml. When ejaculates were taken, the following physiological para-
metres of ejaculate quality were established: volume (ml), sperm concentration (billion/ml), live sperm count (%) and dynamic sperm count 
(CASA) and survival (h); content of total protein, respiratory activity of sperm, activity of enzyme markers of fertilizing ability — succinate 
dehydrogenase (SDH, units) and cytochrome oxidase (CHO, units) in diluted ejaculates with introduced minerals. After the ejaculates were 
diluted, semen was equilibrated for three hours at 4°C and frozen in a container (7 min over nitrogen vapor followed by immersion in liquid 
nitrogen). The semen was thawed in a water bath at 38°C for 20 seconds. The above physiological and biochemical parameters of the 
sperm of the bulls were redetermined immediately after thawing. Spermatozoa concentration in diluted bull sperm was 8.3% of the initial 
or ejaculate diluted 12-fold according to technological requirements (P<0.001). The number of live sperm decreased by 12.6% compared 
to fresh sperm (P<0.05), and the survival of sperm during incubation decreased by 6.8% for 7.4 hours. Total protein content in 100 ml of 
sperm decreased by 41.3% after dilution compared to fresh ejaculate (P<0.001). Respiratory activity decreased by 11.8% after the ejacu-
lates was diluted. Succinate dehydrogenase activity decreased by 10.7% and cytochrome oxidase activity by 13.0%. In thawed bull sperm 
the respiratory sperm activity is higher in counterparts when 0.05 mg/l Zn2+, 0.05 mg/l Cu2+ and 0.05 mg/l Mn2+ are added to the medium. 
Enzyme activity at the same doses was higher. The highest activity among these groups of succinate dehydrogenase was at 0.05 mg/l 
Zn2+ (P<0.05) added to the cryopreservation medium, and the lowest at 0.01 mg/l Mn2+. Cytochrome oxidase activity was highest when 
0.05 mg/l Cu2+ was added to the cryopreservation medium. The optimum concentrations of nanosuccinates that ensure the normalization 
of oxidation processes in the diluted bull sperm are: 0.05 mg/l Mn2+, 0.05 mg/l Cu2+ and 0.05 mg/l Zn2+. The higher concentration of metal 
nano succinates in the diluent inhibits the respiratory sperm activity and reduces the activity of succinate dehydrogenase and cytochrome 
oxidase. Similar effect has been estimated in dynamic performance of spermatozoa after thawing.

Key words: bulls, semen, spermatozoa, ejaculate, nanosuccinates, succinate dehydrogenase, cytochrome oxidase, respiratory activity, 
cryopreservation
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