
58 №1 (119)  2014 ЭНЕРГОСБЕРЕЖЕНИЕ • ЭНЕРГЕТИКА • ЭНЕРГОАУДИТ

НТП И ЭФФЕКТИВНОСТЬ ПРОИЗВОДСТВА

УДК 621.301.
Н. П. КУНДЕНКО, доктор технических наук, ХНТУСХ им. П. Василенко, г. Харьков
Л. Н. МИХАЙЛОВА, кандидат технических наук, доцент ПАТУ, г. Харьков 
e-mail: n.p.kundenko@inbox.ru

ВЛИЯНИЕ НИЗКОИНТЕНСИВНЫХ АКУСТИЧЕСКИХ КОЛЕБАНИЙ В 
ПРОЦЕССЕ КРИОКОНСЕРВАЦИИ

Предложено использовать ультразвуковые колебания как средства увеличения 
криорезистивности биологических объектов и поиск способов дополнительной 
криозащиты их структур.

Запропоновано використовувати ультразвукові коливання, як  засіб збільшення 
криорезистивності  біологічних об'єктів та пошук способів додаткової криозахисту 
їх структури.

Постановка проблемы
Решение продовольственной проблемы в Украине в значительной степени связано 

с методом искусственного осеменения  животных. Широкое использование метода 
искусственного осеменения в животноводстве во много определяется эффективностью 
криоконсервации спермиев в жидком азоте.

Несмотря на то, что вопросу криоконсервации спермиев животных уделено 
достаточно большое внимание,  всё же основной проблемой остаётся снижение 
биологически полноценных спермиев в процессе криообработки. 

В этой связи важной проблемой является всестороннее изучение возможностей 
увеличения криорезистивности биологических объектов и поиск способов 
дополнительной криозащиты их структур. Процессы замораживания и последующего 
отогрева могут оказывать cильное повреждающее действие на биологические 
объекты (спермии, эмбрионы и т. п.). Основными факторами влияющими на степень 
повреждения структуры биологических объектов являются: величина кристаллов льда, 
продолжительность пребывания клеток в гипертонических средах, внутриклеточная 
кристаллизация, обезвоживание клеток, рекристаллизация, агрегация и денатурация 
клеточных белков. В результате влияния всех этих факторов  у клеток возникают 
первичные криоповреждения, также, как изменение формы, объёма, нарушение 
целостности мембраны, изменение комформации макромолекул и др. Такие первичные 
криоповреждения могут стать причиной вторичных повреждений, развивающихся в 
клетках в различное время после размораживания.

Цель статьи
Исследовать возможные механизмы воздействия ультразвуковых волн с целью 

оптимизации условий низкотемпературного консервирования таких биологических 
объектов как сперма сельскохозяйственных животных.

Основная часть
В результате исследований было установлено, что добавление в сперму быка

желтка куриного яйца способствует повышению устойчивости спермиев к 
температурному шоку.  

Действующим началом яичного желтка являются фосфолипиды и липопротеиды.  
Механизм защитного действия липидов состоит в том, что желток «разжижает» 
плазмалоген спермиев и предохраняет его от затвердевания  при  понижении 
температуры. Обработка желтком спермы животных  весьма значительно меняет  
качественный состав  мембраны.

Исходя из общего плана строения молекул липидов, можно объяснить механизм 
адсорбции этих веществ на поверхность мембраны. Водно-солевые растворы 
липидов имеют ламеллярную или мицеллярную структуру, которая характеризуется 
минимальной площадью соприкосновения гидрофобных частей молекул с водой и, 
таким образом, наименьшей свободной энергией системы. 



59№1 (119)  2014 ЭНЕРГОСБЕРЕЖЕНИЕ • ЭНЕРГЕТИКА • ЭНЕРГОАУДИТ

НТП И ЭФФЕКТИВНОСТЬ ПРОИЗВОДСТВА

При возрастании концентрации липидов (≈ до 50 %) в присутствии заряженных 
молекул белков наблюдается полислойное строение липидных растворов, когда раствор 
представляет набор бислойных липидных пленок, пространство между которыми, 
возможно, заполнено молекулами белка и растворителем.  

Как указано в работе [5], к фосфорной группе фосфолипидов часто присоединяется 
азотсодержащее основание, вследствие чего формируется полярная головка с двойным 
зарядом (+ -), которая при физиологических значениях pH может быть электрически 
нейтральной. Молекулы таких соединений (фосфорилхолин, фосфорилсерин, 
фосфорилэтаноламин и т. п.) имеют дипольный момент.  

Наличие четко выраженного дипольного момента в молекуле липидов и 
электрического заряда на мембране клетки позволяет предположить значительное 
участие в эффекте фортификации мембран электрических взаимодействий, в которых 
клеточная мембрана играет роль заряженного центра,  где  адсорбируются  молекулы  
липидов  растворов.

Следовательно,  различные  типы  взаимодействий:  Ван-дер-Ваальса,  
ориентационные,  дисперсионные,  электростатические  и  другие  приведут  к  
перераспределению молекул липидов между раствором и клеточной мембраной, таким 
образом, что часть липидных молекул адсорбируется на поверхности клетки и вся 
система приходит в более устойчивое энергетическое состояние  с меньшим значением 
свободной энергии. 

Толщина  защитного  слоя  на  плазматической  мембране будет возрастать дискретно 
на величину, равную толщине одного бислоя,  т. е. и с окружающим клетку раствором, 
и с поверхностью мембраны клетки молекулы липидов соприкасаются полярными 
«головками». Так как длина таких молекул колеблется в пределах 25...35 А, толщина 
защитного слоя будет увеличиваться при образовании еще одного адсорбирующего 
слоя на 40...60 А.

Следует отметить, что упорядоченность адсорбции с увеличением количества 
слоев будет ухудшаться. Вследствие экранировки заряда клетки предыдущими 
слоями, упорядочивающее его значение будет снижаться, возрастет разрыхленность 
последующих слоев и молекулы липидов будут занимать большую площадь, чем 
в более глубоких слоях; степень свободы их с клеткой возрастет, и они будут легче 
переходить в раствор. Другими словами, энергия связи с поверхностью клетки каждого 
последующего слоя будет ниже, чем предыдущего, что приведет, в конце концов, к 
эффекту насыщения, когда толщина мембраны уже не будет возрастать, несмотря на 
дальнейшее увеличение концентрации липидов в окружающем растворе [4].  При 
концентрации желтка в разбавителе до 60 % максимальная толщина оболочки на 
поверхности мембраны не превышает величину 250...300 Å [5].

Наряду с совершенствованием таких традиционных подходов, как определение для 
каждого биологического объекта криозащитных сред и режимов криоконсервирования, 
изучаются возможности использования физических факторов, оказывающих обратимо 
модифицирующее воздействие на криолабильные структуры биологических систем. 
Одним из таких физических факторов является ультразвук низкой интенсивности. Если 
реакции биологических объектов на ультразвуковые колебания изучены хорошо на 
молекулярном, клеточном и тканевом уровнях, то возможности влияния ультразвуковых 
волн на биологические объекты, находящиеся в крио-консервирующей среде, изучены 
недостаточно. Эффект увеличения криорезистивности получен на весьма ограниченном 
наборе биологических объектов: половых клетках и безъядерных клетках крови.

Необходимо  повысить эффективность способов замораживания и отогрева 
биологических объектов (спермии, эмбрионы и т. п.) и выявить подходы к использованию 
ультразвуковых волн при криоконсервировании биологических объектов. 
Существенным вопросом при этом является возможность физико-математического 
описания взаимодействия ультразвуковых волн с криокнсервирующей средой, 
содержащей биологические объекты. Поскольку, при наличии ультразвуковых волн в 
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малогабаритный частотомер Ч3-57. Это приводит к появлению в спектре излучения 
ЛПД боковых частот, отстоящих на величину   от несущей. Вследствие частотной 
модуляции сигнала генератора 1 сигнал на выходе эталонного резонатора будет иметь 
вид трех узких пиков.

Для развязки генератора 1 с нагрузкой в тракт СВЧ включен вентиль 5, имеющий 
прямые потери 0,3 дБ и обратные 29 дБ в полосе частот 75±1,5 ГГц. Для контроля частоты 
задающего генератора в схеме предусмотрен дополнительный канал, образованный 
направленным ответвителем 6, имеющим переходное ослабление 22 дБ в полосе 
пропускания вентиля,  поляризационным измерительным аттенюатором 7, волномером 
8, детектором 9, широкополосным усилителем 10 (У3-29) и осциллографом 11 (С1-75). 
В четвертом плече направленного ответвителя установлена согласованная нагрузка 12. 
Сигнал с выхода направленного ответвителя поступает на двойной волноводный тройник 
13, где разделяется пополам. Одна часть сигнала возбуждает эталонный резонатор, а 
другая – измерительный. Оба резонатора идентичны. Они образованы сферическими и 
плоскими зеркалами, апертуры которых равны 60 мм. Радиусы кривизны   сферических 
отражателей равны 110 мм. Диаметры круглых  волноводов, расположенных в центрах 
плоских зеркал, равны 24 мм. Элементы связи обоих резонаторов представляют собой 
плавные переходы с пониженного сечения 3,6х0,14 мм на  основное сечение волновода 
3,6х1,8 мм. Расстояния, на котором они расположены относительно центров сферических 
зеркал, определяются максимальным значением напряженности электрического поля 
возбуждаемых в обоих резонаторах колебаний ТМ0137 и равны 9,4 мм.

Первоначально в оба резонатора на поршни в круглых волноводах помещаются 
измерительные ячейки 14, имеющие одни и те же геометрические размеры. В 
момент резонанса сигнал с выхода эталонного резонатора через поляризационный 
измерительный аттенюатор 7 поступает на детекторную секцию 9.  Далее сигнал с выхода 
широкополосного усилителя 10 (У3-29) заводится на осциллограф 11. Аналогичным 
образом сигнал с выхода измерительного резонатора через поляризационный 
измерительный аттенюатор 7, детекторную секцию 9, широкополосный усилитель 10 
(У3-29) также поступает на осциллограф 11. Путем механической перестройки одного 
из резонаторов добиваемся совпадения их резонансных частот. Благодаря этому мы 
исключаем всякие механические неточности, связанные с изготовлением резонаторов. 
В качестве следующего шага заменяем ячейку 14 в измерительном резонаторе на ячейку 
15, вещество в которой имеет другие электрофизические параметры. Следовательно, 
резонансная частота измерительного ОР станет другой. И ее сдвиг относительно 
частоты эталонного резонатора можно оценить на экране осциллографа, поскольку мы 
знаем абсолютный масштаб частоты благодаря боковым меткам.  Для более точного 
определения сдвига резонансной частоты измерительного ОР в схему включены 
дополнительные элементы. 

Границы девиации несущей частоты ЛПД определяются резонансами  эталонного 
резонатора, которые возникают в тот момент, когда несущая или одна из боковых частот 
спектра ЛПД будут равны частоте его вынужденных колебаний  . Сигнал от эталонного 
резонатора поступает на варактор 2, что в итоге приводит к противоположному 
направлению изменения несущей частоты. Следовательно, величина девиации частоты 
ЛПД равна частоте модуляции  , поступающей от генератора высокочастотных сигналов 
Г4-107. В том случае, когда частота ЛПД проходит полосу пропускания измерительного 
резонатора, на усилитель 9 поступает сигнал, имеющий форму частотной характеристики 
резонатора. Первая производная этого сигнала обращается в нуль в момент совпадения 
несущей частоты ЛПД с частотой вынужденных колебаний измерительного резонатора. 
Поэтому в измерительную схему включено устройство дифференцирования  
частотной характеристики 16. Далее сигнал поступает на дискриминатор 17, в 
котором вырабатывается напряжение, пропорциональное расстоянию между репером 
и точкой, в которой изменяется знак первой производной частотной характеристики 
измерительного резонатора. Это напряжение и характеризует изменение резонансной 
частоты ОР с ячейкой 15. Все сигналы поступают на блок управления 18, к которому 
подключается персональный компьютер и генератор синхронизирующих импульсов 19.  
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Вывод
Метод диелектрометрии дает возможность подойти к исследованию проблемы по 

повышению жизнеспособности спермиев животных при их криообработке с помощью 
акустического поля. Для контроля  за  обработкой на  микрообъектов  КРС  перед  их  
криоконсервацией,  которые  обеспечивали  бы  устойчивость  микрообъектов  к  низким  
температурам  и   повышали  их  оплодотваряемость  после  размораживания акустическими  
колебаниями,  необходимо использовать метод измерения сдвига резонансной частоты 
оптического резонатора (ОР).
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