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ВВЕДЕНИЕ

Решение продовольственной проблемы в Украине требует проведения неотложных мер по воспроизводству животных. Одним из перспективных направлений решения такой проблемы является использование метода искусственного осеменения животных. Искусственное осеменение животных  позволяет использовать генетический материал от потомства выдающихся самок и самцов-улучшителей, который хранится в жидком азоте при температуре -1960С.

В то же время, несмотря на то, что методы криоконсервации микрообъектов животноводства довольно изучены, все же проблема повышения их устойчивости к низким температурам и оплодотворяемости остается пока нерешенной.
В диссертационной работе решается важная для теории и практики проблема получения научно обоснованных теоретических и экспериментальных результатов на основе использования  низкоинтенсивных  акустических колебаний для воздействия на микрообъекты животных перед их криоконсервацией с целью повышения их устойчивости к низким температурам и оплодотворяющей способности, а также снижению количества  микрообъектов в дозах для искусственного осеменения. С целью определения оптимальных параметров акустических колебаний для воздействия на микрообъекты животноводства в работе рассмотрено создание электронной системы контроля.
Актуальность темы. Главной проблемой криоконсервации спермиев животных остаётся снижение биологически полноценных спермиев в процессе криообработки.Уже на стадии охлаждения возникают конформационные изменения липопротеидных комплексов биомембран, которые в дальнейшем усиливаются при кристаллизации и деконсервации и проявляются появлением трансмембранных дефектов.

Они вызывают нарушение проницаемости мембран, целого комплекса биохимических изменений, что приводит к снижению биологической полноценности спермиев и даже их гибель. При изучении ультраструктуры размороженных спермиев с помощью электронной микроскопии, было обнаружено, что лишь 7,3% клеток не имеют признаков нарушений цитоплазматической мембраны (ЦПМ); 33,7% имеют незначительные повреждения, которые проявляются набуханием и небольшой отслойкой от акросомы, без изменения их целостности; 37% спермиев имеют средние нарушения ЦПМ с увеличением ее толщины и признаками зернистого распада, а для 22% характерны разрыв целостности ЦПМ и акросомы с выходом акросомального содержания и даже полной деструкцией клеток. При хранении размороженной спермы в клетках с поврежденной акросомой происходит потеря акросомального содержания, в частности ферментов, участвующих в процессе оплодотворения. Если в размороженной сперме в освобожденном состоянии находилось 27,2% гиалуронидазы (к замораживанию 22,7%), то через 4 часа инкубации при 38оС выход ее из  акросом составил уже 56,9%. 

Краткий анализ показывает, что повышение оплодотворяемости животных и устойчивости их микрообъектов к низким температурам при криоконсервации может быть осуществлено с помощью низкоинтенсивных  акустических колебаний. Применение низкоинтенсивных  акустических колебаний в животноводстве, для воздействия на микрообъекты перед их криоконсервацией, связано с их максимальным влиянием на информационные процессы жизнедеятельности биологических объектов, которые зависят от параметров акустических колебаний (частота, мощность, экспозиция).

Определение параметров акустических колебаний для воздействия на микрообъекты животных связано как с теоретическими работами, исследующими процесс взаимодействия низкоинтенсивных  акустических колебаний с микрообъектами животных, с учетом их морфологического строения и акустических свойств, так и системами для личной оценки параметров акустических колебаний.

В то же время, проведенный анализ работ отечественных и зарубежных исследователей показывает, что в них отсутствует разработка методологических принципов и моделей изучения влияния низкоинтенсивных  акустических колебаний на жизнедеятельность биологических объектов; нет методологии определения численных значений акустических колебаний, способных вызвать оптимальный отклик биологических объектов с учетом стимулирующего эффекта.

Анализ существующих методов и устройств для оценки действия низкоинтенсивных  акустических колебаний на жизнедеятельность микрообъектов животноводства показывает, что они основаны на различных физических принципах и имеют определенные области применения. Им присущи сложность аппаратурной реализации, низкая информативноость, невозможность контроля состояния биологических объектов животноводства при воздействии внешних физических факторов.

Одним из путей решения данной актуальной проблемы является разработка моделей и проведение теоретических исследований по определению необходимых параметров низкоинтенсивных  акустических колебаний, а оптимизацию этих параметров проводить с помощью диэлькометрической системы в миллиметровом диапазоне длин волн.

Таким образом, исследование и разработка способов и технических систем для повышения оплодотворяемости животных и  устойчивости их к низким температурам с использованием низкоинтенсивных  акустических колебаний является актуальной проблемой в технологическом процессе воспроизводства животных в сельском хозяйстве. Решение данной проблемы позволит получить приоритетные для Украины результаты в животноводстве и медицине.
Связь работы с научными программами, планами. 

Тема диссертационной работы связана с общими украинскими научными программами: постановлением Президиума Национальной академии наук Украины от 25.02.09г. №55 "Основні наукові напрямки, найважливіші проблеми фундаментальних досліджень у галузі природних, технічних і гуманітарних наук на 2009...2013 роки", постановлением Кабинета Министров Украины от 7 сентября 2011 года №942 "Про затвердження переліку приоритетних тематичних напрямів наукових досліджень і науково-технічних розробок до 2015 року". 
По планам НИР и ОКР Харьковского национального технического университета сельского хозяйства имени Петра Василенко были выполнены следующие работы: "Розробка методів ультрозвукової технології та електротехнічних систем обробки і технічних заходів контролю якості сільськогосподарської продукції", номер ГР 0102U000686; "Результаты эксперементальных исследований по влиянию ЭМП КВЧ диапазона на биологические объекты", номер ГР 0104U000372. 

Цель и задачи исследования.
Целью диссертационной работы является разработка эффективной низкоинтенсивной  акустической   технологии и электронной системы контроля для  воздействия  на  микрообъекты   животных  (спермии, эмбрионы) перед  их  криоконсервацией с целью повышения выхода жизнеспособных микрообъектов после криоконсервации, повышения их оплодотворяющей способности и снижения количества микрообъектов для искусственного осеменения в технологическом процессе воспроизводства животных.
Для достижения поставленной цели необходимо было решить следующие задачи:

· обосновать биофизическое действие низкоинтенсивного  акустического поля в технологических процессах криоконсервации для увеличения выхода жизнеспособных микрообъектов  (спермии,  эмбрионы);

· разработать математическую модель процесса воздействия акустического поля на криоконсервирующую среду, содержащую биологический объект (спермий, эмбрион и т.п.);
· на основе разработанной модели, при  наличии акустического поля, провести теоретический анализ микропотоков в криоконсервирующей среде и определить их необходимую скорость вблизи границы микрообъектов;

· используя модель массопередачи в структуре криоконсервирующая среда - микробиологические объекты, провести теоретический анализ и определить параметры низкоинтенсивных акустических колебаний для воздействия на микрообъекты животных перед их криоконсервацией;

· провести теоретический анализ открытой резонансной системы для изменения диэлектрической проницаемости жидкой среды с микрообъектами животных и определить ее необходимые параметры с учетом геометрических и электрофизических параметров микрообъектов;
· теоретически определить степень влияния изменений диэлектрической проницаемости жидкой среды с микрообъектами, под воздействием акустического поля, на частоту резонатора;
·  теоретически определить энергетические и конструктивные параметры высокостабильного по частоте твердотельного источника в миллиметровом диапазоне длин волн, для измерения изменений диэлектрической проницаемости жидкой биологической среды;
· провести экспериментальные исследования элементов электронной системы для измерения диэлектрической проницаемости жидких сред;

· провести экспериментальные исследования по влиянию акустических колебаний на микрообъекты животных в лабораторных и производственных условиях. 
Объект исследования. Процесс влияния  низкоинтенсивного  акустического поля на микрообъекты животных в технологических процессах криоконсервации.

Предмет исследования. Молекулярная акустическая технология и электронные системы контроля в технологическом процессе воспроизводства животных.
Методы исследования. Для решения поставленной проблемы были использованы методы теоретической физики, электродинамики, радиоавтоматики, методы решения дифференциальных и интегродифференциальных уравнений, методы биофизики, методы исследований с микробиологическими объектами животноводства.

Научная новизна полученных результатов состоит в следующем: 

· впервые исследован процесс взаимодействия низкоинтенсивных акустических колебаний с микрообъектами животных перед их криоконсервацией и определена необходимая скорость микропотоков в криоконсервирующей среде вблизи границ микрообъектов;

· впервые исследован процесс массопередачи в структуре криоконсервирующая среда - микрообъекты животных и определены параметры низкоинтенсивных акустических колебаний для воздействия на микрообъекты животных перед их криоконсервацией с целью устойчивости к низким температурам и повышения их оплодотворяемости; 

· впервые обоснован метод определения оптимальных параметров акустических колебаний для воздействия на микрообъекты животных перед их криоконсервацией на основе резонансной диэлькометрии;

·  усовершенствованы теоретические исследования по определению параметров открытой резонансной системы для измерения диэлектрической проницаемости криоконсервирующей среды с микрообъектами животных, которые отличаются от существующих тем, что учитывают геометрические  и электрофизические параметры микрообъектов животноводства;

· получила дальнейшее развитие теория анализа частотных характеристик лейкосапфирового резонатора в диодных генераторах миллиметрового диапазона, которая отличается от известных тем, что в ней учтены параметры диодов и исследован ряд параметров генератора: коэффициент стабилизации частоты, полоса перестройки частоты;

·  впервые математически интерпретировано влияние параметров низкоинтенсивного акустического поля на устойчивость микрообъектов животных к низким температурам при криоконсервации. 

Практическая значимость полученных результатов состоит в том, что   на основании теоретических и экспериментальных исследований создана низкоинтенсивная  акустическая   технология  и  электронная система контроля  по  определению  оптимальных   параметров  акустических   колебаний  для  воздействия  на  микрообъекты   животных КРС (спермии,эмбрионы)   перед  их  криоконсервацией  с целью   повышения выхода жизнеспособных спермиев и эмбрионов после криоконсервации, повышения их оплодотворяющей способности и снижения количества спермиев в спермодозах для искусственного осеменения.

Лабораторные исследования проводились с сотрудниками ветеринарной медицины Сахновщинского района. В результате опыта было установлено, что облучение спермодоз акустическим излучением перед их криоконсервацией повышает выход жизнеспособных спермиев после криконсервации до 70...80%. Результаты исследований были внедрены в 2010...2012 г.г. в хозяйствах


В результате производственного опыта было установлено,  что обработка спермодоз КРС перед криоконсервацией акустическим излучением с параметрами: частота 1 кГц; мощность 1 мкВт; экспозиция 300 с. приводит к получению потомства весом 30...31 кг, выживаемостью 100%, количеством спермиев в спермодозах 5...6 млн. шт. Прибыль от применения низкоинтенсивной акустической технологии для спермиев составила 57 тыс. грн. из расчета 20 коров, а прибыль от облучения эмбрионов составила 35,7 тыс. грн. из расчета 12 коров.
Личный вклад соискателя в научных работах, написанных в соавторстве состоит в следующем:
· в работе [160] автором проведен анализ и обоснована низкоинтенсивная акустическая технология для криоконсервации микрообъектов животноводства;
· в работе [191] автором проверены теоретические исследования и определена скорость микрообъектов в криоконсервирующей среде вблизи микрообъектов животноводства;
· в работах [235, 260] автором проверены теоретические исследования по определению параметров открытой резонансной системы в КВЧ диапазоне для измерения ДП жидких сред;
· в работе [259]  автором для систем резонансной диэлькометрии жидких сред в КВЧ диапазоне обосновано применение диодного генератора с диэлектрическим резонатором для стабилизации его частоты.
 Апробация результатов диссертации

Основные положения и результаты диссертационной работы заслушивались и обсуждались на: міжнародній науково-практичній конференції «Проблеми енергозабезпечення й енергозбереження в АПК України» (Харків, ХНТУСГ ім. П. Василенка, 2010р.);  міжнародний симпозіум « Проблеми удосконалення електричних машин і апаратів» (Харків, НТУ ХПІ, 2010р.); 2-й міжнародній науково-практичній конференції «Науково-інноваційна діяльність і підприємництво в АПК» (м. Мінськ, 2010 р.); міжнародній науково-практичній конференції «Проблеми енергозабезпечення й енергозбереження в АПК України» (Харків, ХНТУСГ ім. П. Василенка, 2011р.);  міжнародній науково-технічної конференції «Актуальні питання енергетики й прикладної біофізики в агровиробництві», (Мелітополь, ТДАУ, 2011 р.); міжнародній науково-практичній конференції «Проблеми енергозабезпечення й енергозбереження в АПК України» (Харків, ХНТУСГ ім. П. Василенка, 2012р.); міжнародній науково-технічної конференції «Актуальні питання енергетики й прикладної біофізики в агровиробництві», (Мелітополь, ТДАУ, 2012 р.); міжнародній науково-технічної конференції «Вібрації в техніці та технологіях», (Полтава, ПНТУ ім. Ю. Кондратюка, 2012 р.).

Публикации.

Основные положения диссертационной работы опубликованы в 12 статьях научно-технических сборниках, в  9 статьях научно-технических журналов и 3 тезисах.

ВЫВОДЫ

В диссертационной работе на основании теоретических и экспериментальных исследований создана низкоинтенсивная  акустическая   технология  и  электронная система  по  определению  оптимальных   параметров  акустических   колебаний  для  воздействия  на  микрообъекты   животных КРС (спермии,эмбрионы)   перед  их  криоконсервацией  с целью   повышения выхода жизнеспособных спермиев после криоконсервации, повышения их оплодотворяющей способности и снижения количества спермиев в спермодозах для искусственного осеменения.

1. На основе анализа фактического материала отечественных и зарубежных публикаций установлено, что для увеличения выхода жизнеспособных сперматозоидов после криоконсервации и уменьшения количества спермиев в спермодозах для оплодотворения животных, необходимо до криоконсервации облучать спермодозы низкоинтенсивными  акустическими     колебаниями.

2. Для анализа процесса массопереноса частиц криоконсервирующей среды к поверхности микрообъектов животных при наличии акустических колебаний, необходимо пользоваться выражениями устанавливающих, что амплитуда колебательной скорости у поверхности биологического объекта экспоненционально уменьшается с увеличением коэффициента затухания криоконсервирующей среды и прямопропорциональна линейному размеру биологического объекта.

3. На основе теоретических исследований установленно, что для получения толщины погранслоёв на плазматической мембране микрообъектов животных, 1,8 мкм для эмбрионов и 0,4 мкм для спермиев, необходимо создавать акустическими колебаниями в криоконсервирующей среде скорость микропотоков 35,7 м/с для эмбрионов и 33,4 м/с для спермиев.

4. Показано, что обработка акустическими колебаниями криоконсервирующей среды с микрообъктами животных (частота 0,98 кГц, мощность 1,07 мкВт, время обработки 307 с) приводит к увеличению до 10 раз толщину защитного слоя на плазматической мембране микрообъектов по сравнению с необработанной средой.

5. Определение оптимальных параметров  акустических  колебаний  для  воздействия  на  микрообъекты  животных   перед  их  криоконсервацией  необходимо проводить по изменению ДП криоконсервирующей среды резонаторным способом с  использованием  разработанной  установки  на  основе  открытых  резонаторов, образованных  сферическим   и  плоским  зеркалами, с  параметроми:  апертура  зеркал  60мм;  радиус  кривезны  сферического  зеркала  110 мм;  отношение  L/R = 0,579;  расстояние  от  оси  зеркал  до  щелей  свзи  9,4 мм;  резонансная  частота  74,278 ГГц;  нагруженная  добротность  резонаторов  Q = 4120.

6. Надежное котролирование увеличения относительной диэлектрической проницаемости криоконсервирующей среды с микрообъектами животных возможно для величины ((, изменяющуюся в пределах 10-3 ≤ (( ≤ 5∙10-3, что соответствует уменьшению резонансной частоты измерительного резонатора на величину (ƒ, изменяющуюся в пределах 7,8 МГц ≤(ƒ ≤ 39 МГц.

7. Для  дополнительной  селекции  спектра  колебаний  в  резонаторе, в  плоском  зеркале  необходимо  использовать  отрезок  круглого  волновода  с  размерами:  диаметр  волновода  24 мм;  длинна  12,268 мм;  тип  волны  в  волноводеТМ01.

8. Создание   стабилизированного  по  частоте  генератора    на  лавинно-пролетном  диоде  для  измерительной установки  возможно  на основе  лейкосапфирового  полудискового  резонатора  с  параметрами:  диаметр  20 мм;  толщина  2 мм;  [image: image1.wmf];
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9. В  установке  для  определения  параметров  акустических  колебаний  необходимо  использовать    генератор  на  диоде  2А757А  с  параметроми:

  - выходная частота генератора 74,2780±0,004 ГГц;

  - выходная мощность генератора 50...60 мВт;

  - диапазон перестройки частоты генератора  2%;

  - подавление побочных гармоник выходного  сигнала не меньше 40 дБ; 

   - долговременная нестабильность частоты генератора  [image: image4.wmf]13
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10. Повышение выхода количества спермиев КРС после криоконсервации до 80% спермодозы перед криоконсервацией следует облучать низкоинтенсивными  акустическими  колебаниями с параметрами: 

 частота  1 кГц;  мощность 1 мкВт;  экспозиция  300…320 с. 

11. Для получения потомства телят КРС весом 30…31 кг, выживаемостью 100% и использованием количества жизнеспособных спермиев в спермодозе 5…6 млн. шт спермодозы следует облучать перед криоконсервацией низкоинтенсивными  акустическими  колебаниями с установленными параметрами. Прибыль от применения акустической  технологии составит 57 тыс. грн. из расчета 20 коров.

12. Облучение  эмбрионов  перед  криоконсервацией  акустическим  колебаниями  с параметрами:  частота 1 кГц;   мощность  1 мкВт;  экспозиция  300 с,  приводит  к  повышению  оплодотваряемости  КРС  на  25%  по  сравнению  с  контролем.  Выживаемость  потомства в  опыте состовляет  100%,  а  в контроле  50%.   Прибыль от применения акустической  технологии составила  35,7 тыс. грн. из расчета 12 коров.
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