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Effect of Convector Freezing on Sperm Survival
and Fertilizing Ability After Thawing

Изложены результаты исследований по разработке, изучению и практическому использованию портативного
криоконвектора для замораживания герметизированных спермодоз. Показана высокая эффективность данной разработки в
условиях производства при создании банка замороженной спермы быков в облицованных гранулах.
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Подано результати досліджень щодо розробки, вивчення та практичного використання портативного кріоконвектора для

заморожування герметизованих спермодоз. Показана висока ефективність даної розробки в умовах виробництва при створенні
банку замороженої сперми бугаїв в облицьованих гранулах.

Ключові слова: сперма бугая, кріоконсервування, кріоконвектор.
The research results on the development, studying an practical use of portable cryoconvector for freezing of encapsulated sperm

doses have been proposed. A high efficiency of this designing under production conditions when creating frozen bovine sperm in
encased granules was shown.
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На сохранение морфоструктуры и физиологи-
ческой полноценности половых клеток при замора-
живании влияет скорость снижения температуры
объекта. По данным [1-8] скорость охлаждения
биологической системы “половая клетка – крио-
защитная среда” должна быть такой, чтобы можно
было избежать резких осмотических градиентов,
отрицательно влияющих на целостность тонких
цитоструктур, создать условия для максимальной
дегидратации клетки до начала фазового перехода
“вода – лёд” и таким образом предотвратить в ней
внутриклеточное льдообразование. Эти условия
можно создать для спермиев понижением темпера-
туры со скоростью 18-32°С/мин под защитой
углевод-глицерин-желточной криопротекторной
среды [10, 11].

Анализ закономерностей теплообмена между
объектом, который замораживают, и хладагентом
показывает, что оптимальные условия для получе-
ния наиболее высоких структурно-функциональ-
ных показателей качества спермы после её декон-
сервирования создаются при равномерном взаимо-
действии хладагента заданной температуры со
всей поверхностью каждой спермодозы, что может
быть достигнуто внесением разбавленной спермы
по 0,1 мл в лунки блока сухого льда, поддерживаю-

The rate of temperature drop of object affects the
preservation of morphological structure and physiolo-
gical integrity of sexual cells during freezing. Accor-
ding to the data reported [1-8] the cooling rate of
biological system ‘sexual cell-cryoprotective medium’
should be supposed as capable to avoid sharp changes
of osmotic gradients, negatively affecting the integrity
of fine cytostructures, to create the conditions for
maximum dehydration of cell prior to the beginning
of “water-ice” phase transition and thereby to prevent
ice formation in it. These conditions may be created
for the sperm by temperature reduction with the rate
of 18-32°C per minute under protection of “carbohyd-
rate-glycerol-yolk” cryoprotective medium [10, 11].

Analysis of regularities of heat exchange between
the object to be frozen and cooling agent shows that
optimal conditions for obtaining the highest structural
and functional indices of sperm quality after their
thawing are established at even interaction of cooling
agent of the set temperature with the whole surface of
each sperm dose, that may be achieved by introduction
of diluted sperm by 0.1 ml into the wells of dry ice
block maintaining a constant temperature in the
contact with the sperm zone (–79°C) [10, 11]. However
these conditions are difficult to be performed when
freezing the sperm doses placed into the containers
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щего в зоне контакта со спермой постоянную
температуру (–79°C) [10, 11]. Однако эти условия
трудно выполнять при замораживании спермодоз,
сосредоточенных в контейнерах крупными серия-
ми, с использованием в качестве криоагента
жидкого азота, поскольку известные способы их
замораживания базируются на принципе пассив-
ной конвекции холода [3, 9, 11]. Это приводит к
инерционности,  дестабилизации режима охлаж-
дения в отдельных спермодозах и ухудшению
морфофункциональных свойств спермиев. Откло-
нение же от оптимальных показателей качества
деконсервированной спермы в отдельных спермо-
дозах является причиной выбраковки всей серии
глубокозамороженной спермы из-за несоответст-
вия её требованиям стандарта.

Цель работы – оптимизация условий криокон-
сервирования и разработка эффективного метода
и криотехнических средств замораживания спер-
мы быка в облицованных гранулах; повышение
выживаемости и оплодотворяющей способности
деконсервированной спермы.

Материалы и методы
Для опытов использовали сперму клинически

здоровых быков с подвижностью спермиев не
ниже 8,0 баллов и концентрацией половых клеток
не менее 0,8 млрд в 1 мл эякулята. Сперму от быков
получали асептическим способом. Объём эякуля-
та, концентрацию половых клеток, подвижность,
выживаемость и оплодотворяющую способность
спермиев определяли согласно действующим
Госстандартам для нативной и замороженной спер-
мы быков. В качестве криоконсерванта исполь-
зовали концентрированную долгохранящуюся
сахарозо-глицерин-желточную среду №1 (желток
25 мл, сахароза 8,0 г и глицерин 5,0 мл). Непосред-
ственно перед использованием концентрирован-
ную среду растворяли дистиллированной водой до
объёма 100 мл. Криоконсервант добавляли к
сперме в соотношении 1:1. Спустя 3-5 мин экспо-
зиции,повторно разбавляли сперму безжелточной
сахарозо-глицерин-цитратной средой (сахароза –
6,0 г, глицерин – 5,0 мл, цитрат натрия – 1,4 г, вода –
до 100 мл) Конечная степень разбавления спермы
указанными средами составляла 1:10. Разбав-
ленную сперму расфасовывали в полимерные
трубки по закрытой системе с последующим авто-
матическим разделением её на отдельные спермо-
дозы, объёмом 0,25 мл с одновременной их
герметизацией [3]. Эквилибрацию спермы прово-
дили при температуре 0-2°С в течение 4-х часов.

Для замораживания спермы использовали
разработанный нами криоконвектор (рис.1). В
рабочем режиме он автоматически создает поток
холодного газообразного азота по внутреннему
каналу каждого контейнера с герметизированными

by large lots using liquid nitrogen as a cryoagent, since
the known ways of their freezing are based on the
principle of passive convection of cold [3, 9, 11]. This
results in the inertia, destabilization of cooling regimen
in some sperm doses and aggravation of morphofunc-
tional properties of spermatozoa. The deviation from
optimal indices of the quality of thawed sperm in some
sperm doses is the cause of discarding of the whole
lot of deeply frozen sperm due to the discrepancy to
the standard demands.

The research aim is the optimization of the cryopre-
servation conditions and development of effective
method and cryotechnical means for freezing of bovine
sperm and fertilizing ability of thawed sperm.

Materials and methods
For the experiments the sperm of clinically healthy

bulls with the motility of spermatozoa not lower than
8.0 points and concentration of sexual cells not less
than 0.8 billions per 1ml of ejaculate were used. The
sperm from bulls were derived by aseptic way. The
ejaculate volume, concentration of sexual cells,
motility, survival and fertilizing ability of sperm were
studied according to the acting State Standards on
native and frozen sperm of bulls. As a cryopreservative
the concentrated stored for a long time sucrose-
glycerol-yolk medium N1 (25 ml yolk, 8.0 sucrose
and 5.0 ml glycerol) was used. Indirectly prior to
application the concentrated medium was diluted with
distilled water up to the volume of 100 ml. Cryoper-
servative was added to sperm in the 1:1 ratio. In 3-5
min’s exposure the sperm were diluted with yolk-free
sucrose-glycerol-citrate medium (6.0 sucrose, 5.0
glycerol, 1.4 sodium citrate, 100 ml water). Final rate
of sperm dilution with the media mentioned was 1:10.
The diluted sperm was packed into polymer tubes in a
closed system with following automated separation
of it into separate sperm doses of 0.25 ml volume with
simultaneous their sealing [3]. Sperm were equilibra-
ted at 0-2°C for 4 hrs.

To freeze the sperm we used specially designed by
us cryoconvector (Fig. 1). In the run mode it automa-
tically creates the flux of cold gaseous nitrogen on
inner channel of each container with insulated sperm
doses thereby providing the equivalent dosed blowing
with cold for each sperm dose during freezing.

The device functions as follows. After plunging
into liquid nitrogen (2) the container (3) with the
desiccator (8) and its insulated connection (as Fig. 1
shows) with vessel neck (1) in the vessel the stormy
boiling of liquid nitrogen starts creating an additional
pressure over the liquid. Herewith the single way for
gaseous nitrogen into an environment is the clearance
between the desiccator (8) and outer container wall
(3), and inner capacity of the container with insulated
sperm doses (5) and calibration orifice (7) regulating
its flux rate. Gaseous nitrogen under the pressure
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спермодозами, обеспечивая равнозначное дозиро-
ванное теплоотведение от каждой спермодозы во
время замораживания.

Устройство работает следующим образом. Пос-
ле погружения в жидкий азот (2) контейнера (3) с
испарителем (8) и герметичного соединения его
(как показано на рис. 1) с горловиной сосуда (1) в
сосуде начинает бурно кипеть жидкий азот,
создавая дополнительное давление над жидко-
стью. При этом единственным путем для выхода
газообразного азота во внешнюю среду являются
зазор между испарителем (8) и внешней стенкой
контейнера (3), внутренняя ёмкость контейнера с
герметизированными спермодозами (5) и калибро-
ванное отверстие (7), которое регулирует скорость
его потока. Газообразный азот под давлением пере-
мещается между спермодозами, создавая соответ-
ствующие условия для активной конвекции и рав-
номерного теплообмена внутри криоконвектора.
Отработанные пары азота с более высокой темпе-
ратурой под давлением кипящего азота удаляются
во внешнюю среду сквозь калиброванное отвер-
стие. По мере уравновешивания температурного
градиента интенсивность парообразования в
ёмкости снижается почти до полного прекраще-
ния, при этом обеспечивается рациональное ис-
пользование жидкого азота и максимально повы-
шается коэффициент полезного действия энергии
холода.

Для изучения эффективности устройства в
действии спермодозы, облицованные пленочной
оболочкой, загружали в контейнер с испарителем
и замораживали. Скорость снижения температуры
регистрировали самописцем с помощью медь-кон-
стантановых термопар, датчики которых помеща-
ли в спермодозы. Размораживали сперму в водяной
бане при температуре 40°С через 24 ч после крио-
консервирования. При этом изучали зависимость
скорости охлаждения спермодоз от места их распо-
ложения в контейнере, влияние замораживания на
качественные показатели спермы после деконсер-
вирования при разных уровнях загрузки контей-
нера спермодозами и определяли эффективность
устройства по сравнению с замораживанием спер-
модоз в контейнерах без дополнительной вентиля-
ции холодом. Для определения жизнеспособности
спермы использовали следующие показатели:
активность,  выживаемость при температуре 38°С,
абсолютная выживаемость половых клеток.

Все сравнительные исследования спермы про-
водили на разделённых эякулятах. Оплодотворяю-
щую способность изучали на отобранных группах
животных. Деконсервированную сперму вводили
интрацервикально мано- или ректоцервикальным
методами. Полученные результаты статистически
обрабатывали по методу Стьюдента.

Рис. 1. Принципиальная схема криоконвектора для за-
мораживания спермы: 1 – сосуд; 2 – жидкий азот; 3 –
контейнер; 4 – жиклёр; 5 – спермодозы; 6 – гофрирован-
ная прокладка; 7 – пористый держатель спермодоз; 8 –
цельнометаллический испаритель; 9 – герметичная
пробка; A – верхнее расположение спермодоз; B –
боковое; C – центральное; D – нижнее.
Fig. 1. Basic diagram of cryoconvector for sperm freezing:
1 – vessel; 2 – liquid nitrogen; 3 – container; 4 – jet; 5 –
sperm doses; 6 - corrugated gasket; 7 – porous holder of
sperm doses; 8 – solid metal desiccator; 9 – encapsulated
stopper; A – upper location of sperm doses; B – side; C –
central; D – low.
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migrates between sperm doses by creating the
corresponding conditions for active convection and
even heat exchange inside cryoconvector. Waste
nitrogen vapors with higher temperature under the
pressure of boiling nitrogen are removed into an
environment via calibration orifice. With balancing
of temperature gradient the intensity of vapor
formation in the vessel reduces quite completely up
to ceasing, herewith the efficient use of liquid nitrogen
is provided and the efficiency coefficient for cold
energy is maximally increased.

To study the functioning device efficiency the
sperm doses in polymer coats were placed into the
container with desiccator and frozen. The rate of
temperature reduction was recorded by self-recording
device using copper-constantan thermocouples the
gauges of which were placed into sperm doses. The
sperm were thawed in water bath at 40°C in 24 hrs
after cryopreservation. Herewith the dependency of
cooling rates of sperm doses on the site of their
location in container, the effect of freezing on
qualitative indices of sperm after thawing at different
levels of container loading with sperm doses and the
device efficiency if compared with freezing of sperm
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Результаты и обсуждение
Изучали влияние интенсивности потоков газо-

образного азота через контейнер со спермодозами
на структурно-физиологические показатели ка-
чества спермы после её замораживания-оттаи-
вания, используя жиклеры разных диаметров (0,1;
0,5; 1,0; 1,5; 2,0 мм). Установлено, что наиболее
высокие качественные показатели спермы получе-
ны при использовании контейнера с жиклером диа-
метром 1 мм. После замораживания-оттаивания
активность спермы составляла 4,2 балла, выжи-
ваемость при 38°С – 6,5 ч и показатель абсолют-
ной выживаемости – 14 усл. единиц.

При изучении эффективности криоконвектор-
ного способа определяли зависимость скорости
охлаждения спермодоз и качественных показате-
лей спермы от их местоположения в контейнере,
влияние разных уровней загрузки контейнера спер-
модозами на выживаемость деконсервированной
спермы и её оплодотворяющую способность.

На рис. 2 показано изменение во времени темпе-
ратуры в отдельных спермодозах, расположенных
вдоль оси симметрии контейнера среди остальных
спермодоз в его нижней, центральной и верхней
зонах.

Анализ графиков снижения температуры в
спермодозах, размещенных в разных частях кон-
тейнера показал, что падение температуры не зави-
село от их расположения и протекало со скоростью
18-20°С за первую минуту; 20-25°С – за вторую;
28-32°С – за третью, а в целом температура в спер-
модозах, размещенных в нижней, центральной,
верхней и боковых зонах контейнера, снижалась
от 0 до –79°С на протяжении 3-3,5 мин. При этом
показатели спермы в исследуемых спермодозах не

Рис. 2. Зависимость скорости охлаждения спермодоз
от их расположения в контейнере: 1 – верхнее; 2 –
боковое; 3 – центральное; 4 – нижнее.
Fig. 2. Dependence of cooling rate of sperm doses on their
location in the container: 1 – upper, 2 – side, 3 – central,
4 – low.
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doses in containers with no additional ventilation with
cold was examined. To check the sperm viability the
following indices were used: activity, time of survival
at 38°C, and absolute survival of sexual cells.

All comparative studies of sperm were performed
in separated ejaculates. Fertilizing ability was
investigated in selected groups of animals. Thawed
sperm was intracervically by mano- and rectocervical
methods. The obtained results were statistically
processed according to the Student’s method.

Results and discussion
The effect of intensity of gaseous nitrogen fluxes

via the container with sperm doses after its freeze-
thawing using the jets of various diameters (0.1, 0.5,
1.0, 2.0 mm) on structural and physical indices of
sperm quality after their freeze-thawing has been
studied. It has been established that the highest
qualitative indices of sperm were obtained when using
the container with the jet of 1 mm diameter. After
freeze-thawing the sperm activity was 4.2 points,
survival at 38°C made 6.5 hrs and the index of absolute
survival was 14 relative units.

When studying the efficiency of cryoconvector way
the dependency of cooling rate of sperm doses and
qualitative indices of sperm on their location in the
container, effect of different levels of loading of the
container with sperm doses on viability of thawed
sperm and their fertilizing ability were found.

Fig. 2 shows the change of temperature in time in
separate sperm doses located along the axis of contai-
ner symmetry among other sperm doses in its low,
central and upper zones.

Analysis of the diagrams of temperature reduction
in sperm doses located in different parts of the
container has shown that the temperature fall did not
depend on their location and proceeded with the rate
of 18-20°C within the first minute; for the second one
for 20-25°C; for the third one for 28-32°C and in a
whole the temperature in sperm doses located in low,
central, upper and side zones of the container reduced
from 0 to –79°C for 3-3.5 min. Herewith the sperm
indices in the studied sperm doses did not have any
deviations and made: 5.1 points on the activity, 8.5 hrs
on the viability of sexual cells at 38°C and 28.2 relative
units in average (n=10) for the index of absolute
survival. The studied parameters of activity, viability
and absolute survival of sexual cells in the samples
under investigation in all the examined samples
depended on the number of sperm doses located for
freezing in the containers (50, 100, 150, 200).

Efficiency of proposed cryoconvector method was
compared with the one for sperm freezing by a direct
plunging into liquid nitrogen of solid metal container
filled with insulated sperm doses without their addi-
tional ventilation with gaseous nitrogen. Comparative
results of these studies are presented in Table 1.
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имели отклонений и сос-
тавляли: по активности –
5,1 балла, по выживаемос-
ти половых клеток при
38°С – 8,5 ч и показателю
абсолютной выживаемос-
ти – 28,8 усл. единиц в
среднем (n=10). Изучае-
мые показатели активнос-
ти, выживаемости и абсо-
лютной выживаемости
половых клеток во всех
исследуемых пробах не
зависели от количества
размещенных для замора-
живания в контейнерах

Таблица 1. Влияние криоконвекторного метода замораживания
герметизированных спермодоз на выживаемость половых клеток после

деконсервирования (n=12)
Table 1. Effect of cryoconvector freezing method for sealed sperm doses on survival

of sexual cells after freeze-thawing (n=12)

Таблица 2. Эффективность применения усовершенствованной Харьковской технологии асептического
получения, криоконсервирования и использования спермы быков

Table 2. Application efficiency of improved Kharkov technology of aseptic obtaining, cryopreservation
and using bulls sperm.
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,ytivitcamrepS ьтсомеавижыВ

ирпвеимрепс
ч,С°83
talavivrusmrepS
srh,C°83

яaнтюлосбA
ьтсомеавижыв
.де.лсу
etulosbA
.ler,lavivrus
stinu

иинечулопирп
gnirud
gnitcelloc

од
яинавижаромаз
-gnizeerferofeb
gniwaht

елсоп
яинавижаромаз
-gnizeerfretfa
gniwaht

тыпО
tnemirepxE 1,0±0,8 1,0±2,7 1,0±1,5 1,1±21 2,1±1,22

ьлортноK
lortnoC 1,0±0,8 1,0±2,7 1,0±5,4 0.1±1,8 8.1±8,61

спермодоз (50, 100, 150, 200).
Эффективность предложенного криоконвектор-

ного способа сравнивали с методом замораживания
спермы прямым погружением её непосредственно
в жидкий азот цельнометаллического контейнера,
заполненного герметизированными спермодозами
без их дополнительной вентиляции охлажденным
газообразным азотом. Сравнительные результаты
этих исследований приведены в табл. 1.

Результаты свидетельствуют, что использование
предложенной модели устройства позволяет полу-
чить более высокие показатели качества спермы в
сравнении с контролем по активности после размо-
раживания на 0,6 баллов, выживаемости при 38°С
на 3,9 ч и по показателю абсолютной выживаемос-
ти на 5,3 усл. единицы.

Необходимо отметить, что при использовании
криоконвекторного метода достигается равномер-
ное охлаждение каждой спермодозы, чем предот-
вращаются расхождения в показателях качества
деконсервированной спермы в пределах одного
эякулята. Таким образом, криоконвекторный спо-
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1002 8 2511 0,4 78022 2772 39 6302 4,37

2002 6 468 0,4 05261 3062 69 2891 1,67

3002 9 6921 5,4 36324 9042 59 9591 3,18

4002 9 6921 0,5 43294 0022 79 2702 1,49

5002 8 2511 8,4 56724 7732 79 6122 2,39

оготИ
latoT 04 0675 64,4 996271 16321 6,59 56201 26,38

The results testify to the use of proposed model of
the device enables to obtain higher indices of sperm
quality in comparison with the control on the activity
after thawing by 0.6 points, viability at 38°C by 3.9 hrs
and on the index of absolute survival by 5.3 relative
units.

It should be noted that when using cryoconvector
method an even cooling of each sperm dose is achieved
that prevents the divergences in the quality indices of
thawed sperm within the limits of one ejaculate. Thus
cryoconvector freezing way of insulated sperm doses
allowed the improving of the Kharkov technology of
sperm cryopreservation of servicing bulls in insulated
sperm doses, the increasing of its maintainability and
the improving of structural and functional qualities
(Table 2).

Conclusions
Application of cryoconvector way of freezing of

insulated sperm doses significantly increased the
maintainability and effectiveness of cryopreservation
of bovine sperm, improved physiological indices of
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соб замораживания герметизированных спермо-
доз позволил усовершенствовать Харьковскую
технологию криоконсервирования спермы быков-
производителей в герметизированных спермо-
дозах, повысить её технологичность и улучшить
структурно-функциональные качества (табл. 2).

Выводы
Применение криоконвекторного способа замо-

раживания герметизированных спермодоз сущест-
венно повысило технологичность и результатив-
ность криоконсервирования спермы быков, улуч-
шило физиологические показатели качества спер-
мы при её низкотемпературном консервировании
и позволило внедрить данную разработку в широ-
кую производственную практику с положитель-
ными результатами.

Установлено, что структурно-функциональные
показатели качества спермы при её криоконсер-
вировании не зависят от количества спермодоз и
их расположения в разных частях контейнера.

Усовершенствованная технология криоконсер-
вирования спермы быков внедрена на базе
племенного хозяйства “Восток” Изюмского района
Харьковской области (заготовлено 172699 спермо-
доз и проведено 12361 осеменение коров и телок).

1.

2.

3.

4.

5.

6.

7.

8.

9.

10.

11.

sperm quality during their low-temperature preser-
vation and enabled to introduce into wide practice with
positive results.

It has been found that structural and functional
indices of sperm quality during their cryopreservation
do not depend on the number of sperm doses and their
location in different parts of the container.

Improved cryopreservation technology of bovine
sperm is introduced at the base of “Vostok” breed
livestock farm of Izyum district of Kharkov region
(where 172,699 sperm doses were procured and 12,361
of cows and heifers were inseminated).
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