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บทคัดย่อ
งานวจัิยนีมี้วตัถปุระสงค์เพือ่พัฒนาวธิกีารแช่แขง็น�า้เชือ้ปลาสวาย	(Pangasianodon	hypophthalmus) ด้วยไนโตรเจนเหลวและ

น�า้แขง็แห้ง ได้แบ่งการทดลองออกเป็น 2 ชดุการทดลอง โดยชุดการทดลองที ่1 เจอืจางน�า้เชือ้ปลาสวายในสารละลาย calcium-

free Hank’s balanced salt solution (Ca-F HBSS) ที่ปริมาตร 1:3 และผสมด้วย 10% dimethyl sulfoxide (DMSO) วางเหนือ

ผิวไนโตรเจนเหลวที่ระดับ 2, 4 และ 6 เซนติเมตร จากผิวหน้าไนโตรเจนเหลว พบว่าหลอดบรรจุน�้าเชื้อปลาสวายที่วางไว้เหนือ

ผิวหน้าไนโตรเจนเหลวที่ความสูง 6 เซนติเมตร นาน 10 นาที เมื่อท�าการเก็บรักษาในถังไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส) 

เป็นเวลา 2 วัน น�้าเชื้อปลาสวายหลังการละลายมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ดีที่สุด 76.6±8.2 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อน�าไปเก็บรักษา

ในถงัไนโตรเจนเหลว ระยะเวลา 120 วนั น�า้เชือ้ปลาสวายหลังการละลายมีเปอร์เซน็ต์การเคล่ือนทีข่องสเปิร์ม 75.5±3.8 เปอร์เซ็นต์ 

ชุดการทดลองที่ 2 แช่แข็งน�้าเชื้อปลาสวายด้วยน�้าแข็งแห้งโดยใช้วัสดุห่อหุ้มและไม่ห่อหุ้มหลอดบรรจุน�้าเชื้อ พบว่าหลอดบรรจุ

น�า้เชือ้ทีไ่ม่ห่อหุม้วสัดุวางไว้บนน�า้แขง็แห้ง 20 นาท ีท�าการเกบ็รกัษาในถงัไนโตรเจนเหลว เป็นเวลา 2 วนั น�า้เชือ้ปลาสวายหลงั

การละลายมเีปอร์เซน็ต์การเคล่ือนทีข่องสเปิร์มทีด่ทีีส่ดุ 60.0±0.0 เปอร์เซน็ต์ และเมือ่น�าไปเกบ็รกัษาในถงัไนโตรเจนเหลว ระยะ

เวลา 120 วันน�้าเชื้อปลาสวายหลังการละลายมีเปอร์เซ็นต์การเคล่ือนที่ของสเปิร์ม 26.6±6.7 เปอร์เซ็นต์ เม่ือเปรียบเทียบ

เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มที่ท�าการลดอุณหภูมิแช่แข็งด้วยน�้าแข็งแห้งกับไอไนโตรเจนเหลว แสดงให้เห็นว่าน�้าเชื้อปลา

สวายทีล่ดอณุหภมิูแช่แขง็ด้วยน�า้แขง็แห้ง มเีปอร์เซน็ต์การเคลือ่นท่ีของสเปิร์มต�า่กว่าน�า้เชือ้ท่ีลดอณุหภมูแิช่แขง็ด้วยไอไนโตรเจน

เหลว และวิธีที่แช่แข็งน�้าเชื้อปลาสวายด้วยไอไนโตรเจนเหลวคือวิธีที่ดีที่สดุ

ค�าส�าคัญ : ปลาสวาย น�้าแข็งแห้ง แช่แข็ง น�้าเชื้อปลา สารไครโอโพรเทคแทนท์ 

Abstract
The objective of this study was to develop a protocol for cryopreservation of Pangasianodon	hypophthalmus milt based 

on using liquid nitrogen vapor and dry ice. The experiments were divided into two parts. In the first experiment; milt 

was diluted 1:3 in calcium-free Hank’s balanced salt solution (Ca-F HBSS) supplemented with 10% dimethyl sulfoxide 

(DMSO) and sperm solution were kept in straw tubes and allowed to freezeat 2, 4 and 6 cm above the surface of 

liquid nitrogen (LN
2
) vapor then cryostored in liquid nitrogen (-196 °C) for 2 days. Highest post-thawed sperm motilities 

after freezing with LN
2
 vapor were observed at 6 cm above LN

2
 with the average values of 76.6±8.2%. In the second 

experiment, milt was diluted the same as the experiment 1. But under 2 subset conditions with and without insulator 
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wrapping, were assigned to storage containers. Highest post-thawed sperm motilities (60.0±0.0%) after freezing with 

dry ice and cryostorage for 2 days were found in the treatment without wrapping with insulator materials. After 

cryostorage in liquid nitrogen for 120 days, sperm frozen with dry ice had average motility of 26.6±6.7%. Sperm frozen 

with dry ice after cryostorage showed a significantly lower percentage of post-thawed sperm motility compared to LN
2
 

vapor. The method of freezing with LN
2
 vapor is supposed to be the best method.

Keywords: Pangasianodon	hypophthalmus, striped catfish, dry ice, cryopreservation, cryoprotectant,

บทน�า
ปลาสวาย (Pangasianodon	hypophthalmus) เป็นปลาน�า้จดื

ที่มีความส�าคัญทางเศรษฐกิจของประเทศไทย พบมากใน

แม่น�า้เจ้าพระยา ท่าจนี และแม่น�า้โขง จดัเป็นปลาน�า้จดืทีน่ยิม

รับประทานกันอย่างแพร่หลาย เน่ืองจากเน้ือมีรสชาติดี และ

เนือ้ปลามปีริมาณมาก สามารถน�าไปบรโิภคได้ทัง้ปลาสดและ

แปรรปู เช่น ปลาร้า ปลาแห้งรมควนั และเนือ้ปลาสวายแช่แขง็

ยังเป็นที่นิยมในแถบยุโรป ปลาสวายจัดเป็นปลาที่นิยมเพาะ

เลีย้งกนัอย่างแพร่หลาย โดยส่วนมากชาวประมงจะนยิมเลีย้ง

ปลาสวายในบ่อหรอืกระชงั ปลาสวายจะไม่ผสมพนัธ์ุวางไข่ใน

บ่อหรือกระชังท่ีเล้ียง8 ปลาสวายเป็นปลาท่ีผสมพันธุ์วางไข่

ตามฤดูกาล แต่บางครั้งพ่อพันธุ์ไม่มีน�้าเชื้อโดยเฉพาะในช่วง

ปลายฤดูผสมพนัธุ ์จงึต้องใช้วธิฉีดีฮอร์โมนผสมเทยีมแม่พนัธุ์

ปลา10 ในการผสมเทยีมต้องผสมไข่และน�า้เชือ้ทนัท ีไม่สามารถ

เก็บน�้าเชื้อไว้ได้นาน เพราะจะท�าให้คุณภาพของน�้าเชื้อลดลง 

ดังนั้นจึงมีการน�าเทคนิคการเก็บรักษาน�้าเช้ือแช่แข็งมาใช้ใน

การเพาะพันธุ์ เพื่อช่วยให้สามารถเก็บรักษาน�้าเชื้อปลาสวาย

ที่มีคุณภาพเอาไว้และสามารถน�ามาใช้ประโยชน์ในการเพาะ

พันธุ์ได้ภายหลัง

 การเก็บรักษาน�้าเชื้อแช่แข็ง เป็นวิธีการเก็บในระยะ

ยาวโดยน�าน�้าเชื้อไปแช่แข็งและเก็บรักษาไว้ในถังไนโตรเจน

เหลวทีอ่ณุหภมู ิ-196 °C การเกบ็รกัษาน�า้เชือ้ปลาแบบแช่แขง็

ใช้วิธีการน�าน�้าเชื้อปลามาเจือจางในสารละลายบัฟเฟอร์และ

ใส่สารไครโอโพรเทคแทนท์ (Cryoprotectant) ซึง่เป็นสารทีจ่ะ

ป้องกนัไม่ให้เซลล์เสยีหายระหว่างแช่แขง็บรรจนุ�า้เชือ้ในหลอด

ส�าหรบัแช่แขง็ จากนัน้ลดอณุหภมูอิย่างเหมาะสม หลงัจากนัน้

กน็�าไปแช่ในถงัไนโตรเจนเหลว-196 °C ซึง่สามารถเกบ็รกัษา

น�้าเชื้อปลาได้นานเป็นปี9 โดยทั่วไปการแช่แข็งน�้าเชื้อปลา

สามารถท�าได้ 2 แบบ คือการแช่แข็งด้วยเครื่องมืออัตโนมัติ 

(Controlled – rate Programmable Freezer) และการแช่แขง็

ด้วยไอไนโตรเจนเหลว (Liliquid Nitrogen Vapor) ในกล่อง

โฟม การใช้เคร่ืองมืออัตโนมัติหรือใช้ไอไนโตรเจนเหลวต่างก็

ใช้ไนโตรเจนเหลว เพื่อแช่แข็งน�้าเชื้อให้ลดอุณหภูมิต�่าลงจน

แข็งตัว แต่ในบางพ้ืนท่ีไม่สามารถหาไนโตรเจนเหลวมาใช้ใน

การแช่แขง็ได้ จงึควรพฒันาวธีิการแช่แข็งน�า้เชือ้ปลาด้วยเทคนคิ 

ที่ใช้แหล่งความเย็นในการลดอุณหภูมิที่หาได้ทั่วไป ด้วยเหตุ

ที่น�้าแข็งแห้งซึ่งมีความเย็นจัด มีอุณหภูมิคงท่ี (-79 °C) 

สามารถจัดหาได้ในทกุพืน้ที ่และราคาไม่แพง จงึควรพฒันาการ 

แช่แขง็น�า้เชือ้ปลาด้วยการใช้น�า้แขง็แห้ง ซึง่เป็นวธิทีีส่ามารถ

ท�าได้ง่ายและประหยดัเหมาะสมส�าหรบัเกษตรกรทีม่ต้ีนทนุต�า่

 งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาการพัฒนา

เกี่ยวกับการแช่แข็งน�้าเชื้อปลาสวายด้วยการใช้น�้าแข็งแห้ง

เปรียบเทียบกับการแช่แข็งน�้าเชื้อปลาด้วยไอไนโตรเจนเหลว 

เพื่อการน�ามาใช้ประโยชน์ในการเพาะพันธุ์ในภายหลังต่อไป

วัตถุประสงค์
 1.  เปรยีบเทยีบวธิกีารแช่แขง็ทีเ่หมาะสมต่อน�า้เช้ือ

ปลาสวาย

 2.  เปรียบเทียบประสิทธิผลของน�้าเช้ือปลาสวาย

หลงัการละลายทีแ่ช่แขง็ด้วยไอไนโตรเจนเหลวกับน�า้แขง็แห้ง

วัสดุอุปกรณ์และวิธีการศึกษา
 การวิจัยในครั้งนี้ได้แบ่งการทดลองออกเป็น 2 การ

ทดลอง คอื 1 ศกึษาการพฒันาวธิกีารแช่แขง็น�า้เชือ้ปลาสวาย

ในกล่องโฟมด้วยไนโตรเจนเหลว และ 2 ศึกษาการพัฒนาวิธี

การแช่แข็งน�้าเชื้อปลาสวายในกล่องโฟมด้วยน�้าแข็งแห้ง 

 ด�าเนินการทดลองที่โรงเพาะเลี้ยงสัตว์น�้า ภาควิชา

วาริชศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา ตั้งแต่เดือนสิงหาคม 2560 

ถึงเดือนมกราคม 2561 โดยงานวิจัยนี้ได้ผ่านการพิจารณา

จริยธรรมการวิจัยในสัตว์มีกระดูกสันหลัง มหาวิทยาลัยบูรพา 

เลขที่การรับรอง 42/2559

วิธีการศึกษา
 1.  รวบรวมน�้าเชื้อจากพ่อพันธุ์ปลาสวายที่มีอายุ

ประมาณ 1.5-2 ปี น�้าหนักประมาณ 2-4 กิโลกรัม จ�านวน 20 ตัว 

จากฟาร์มปลาเอกชนในจังหวดัอยธุยา น�ามาพกัเพือ่ทดลองที่

โรงเพาะเล้ียงสตัว์น�า้ ภาควชิาวารชิศาสตร์ คณะวทิยาศาสตร์ 

มหาวิทยาลัยบูรพา ท�าการประเมินคุณภาพน�้าเช้ือน�้าเช้ือสด

ก่อนเริ่มการทดลอง ด้วยการประเมินเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่

ของสเปิร์ม คือ น�้าเชื้อที่มีเปอร์เซนต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์ม
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เท่ากับ 0%, 20%, 40%, 60%, 80% และ 100% โดยหยดน�้า

เช้ือสด 1 ไมโครลติร ลงบนกระจกสไลด์ แล้วใช้น�า้สะอาด หยด

ลงไป 50 ไมโครลิตร แล้วประเมินการเคล่ือนที่ของสเปิร์ม

ภายในระยะเวลาไม่เกิน 1 นาที12 

 2.  การเตรียมสารละลาย

  สารละลายม ี2 ชนดิคือ สารบัฟเฟอร์และสารไคร

โอโพรเทคแทนต์

  ก)  สารบัฟเฟอร์ คือ Calcium Free Hank’s 

balanced salt solution 

  (Ca-F HBSS) ประกอบด้วย NaCl 0.8890 g, 

  KCI 0.0440 g, Na
2
HPO

4 
• 2H

2
O 0.0130 g,

  NaHCO
3 
0.0390 g, KH

2
PO

4
 0.0070 g, 

  MgSO
4
 0.0220 g และ Glucose 0.1110 g 

ละลายในน�้ากลั่น 100 ml และปรับ pH 7.613 

  ข)  สารไครโอโพรเทคแทนท์ คอื Dimethyl Sulfoxide 

(DMSO)
 3.  การพัฒนาวิธีการแช่แข็งน�้าเชื้อปลาสวายใน

กล่องโฟมด้วยไอไนโตรเจนเหลว น�าน�้าเชื้อปลาสวายเจือจาง

ใน Calcium-free Hank’s balanced salt solution (Ca-F 

HBSS) ในอัตราส่วน 1:3 ผสมกับ DMSO ที่ความเข้มข้น

สุดท้าย 10% ดูดน�้าเชื้อที่ผสมเข้ากันกับสารไครโอโพรเทค

แทนท์ใส่หลอดฟาง ขนาด 0.5 มิลลิลิตร ในปริมาตร 0.3 

มลิลลิติร วางไว้ให้น�า้เชือ้ปรบัตวักบัสารละลาย (equilibration) 

10 นาที แล้วน�าหลอดบรรจุน�้าเชื้อไปท�าการลดอุณหภูมิใน

กล่องโฟมขนาด 22x33.5x27 บรรจุไนโตรเจนเหลวสูง 3 

เซนตเิมตรลงไปในกล่องโฟม แล้ววางหลอดบรรจุน�า้เชือ้ เหนอื

ผิวหน้าไนโตรเจนเหลวที่ระดับ 2, 4 และ 6 เซนติเมตร โดย

ทุกชุดการทดลองจะท�าการทดลอง 3 ซ�้า ใช้ระยะเวลาแช่แข็ง

นาน 10 และ 20 นาที ปิดฝากล่องโฟมให้สนิท เมื่อครบตาม

เวลาทีก่�าหนดแล้วจงึเขีย่หลอดฟาง ลงไปในไนโตรเจนเหลวที่

อยู่ในกล่อง12 น�าหลอดที่มีน�้าเชื้อปลาสวายที่ท�าการแช่แข็ง

เสร็จแล้วไปเก็บรักษาในถังไนโตรเจนเหลว (-196 °C) ระยะ

เวลา 2 วนั หลงัจากนัน้น�าน�า้เชือ้แช่แขง็มาประเมนิการเคลือ่น

ที่ของสเปิร์มหลังการละลายโดยการละลายน�้าเชื้อแช่แข็งที่

อุณหภูมิ 40 °C เป็นเวลา 6 วินาที น�าผลของวิธีที่น�้าเชื้อแช่

แข็งหลังการละลายมีการเคลื่อนที่ของสเปิร์มที่ดีที่สุดมาใช้ใน

การแช่แข็งน�้าเชื้อปลาสวาย แล้วน�ามาเก็บรักษาในถัง

ไนโตรเจนเหลว เพื่อประเมินคุณภาพน�้าเชื้อท่ีระยะเวลา 30 

วัน 60 วัน 90 วัน และ 120 วัน โดยท�าการทดลองทั้งหมด 3 

ซ�้า 

 2.  การพัฒนาวิธีการแช่แข็งน�้าเชื้อปลาสวายใน

กล่องโฟมด้วยน�้าแข็งแห้ง น�าน�้าเชื้อปลาสวายเจือจางใน 

Calcium-free Hank’s balanced salt solution (Ca-F HBSS) 

ในอัตราส่วน 1:3 ผสมกับ ผสมกับ DMSO ท่ีความเข้มข้น

สุดท้าย 10% ดูดน�้าเชื้อท่ีผสมเข้ากันกับสารไครโอโพรเทค

แทนท์ใส่หลอดฟาง ขนาด 0.5 มิลลิลิตร ในปริมาตร 0.3 

มลิลลิติร วางไว้ให้น�า้เชือ้ปรบัตวักบัสารละลาย (equilibration) 

10 นาที แล้วน�าหลอดบรรจุน�้าเชื้อไปท�าการลดอุณหภูมิใน

กล่องโฟมขนาด 22x33.5x27 บรรจุน�้าแข็งแห้งบดหยาบครึ่ง

กล่อง โดยแบ่งออกเป็น 4 ชุดการทดลอง คือ

  1 วางหลอดทีบ่รรจุน�า้เชือ้ไว้บนน�า้แขง็แห้งเป็น

เวลา 10 และ 20 นาที

  2 วางหลอดที่บรรจุน�้าเชื้อไว้ใต้น�้าแข็งแห้งเป็น

เวลา 10 และ 20 นาที

  3 หุม้หลอดทีบ่รรจนุ�า้เชือ้ด้วยสายไฟ วางไว้บน

น�้าแข็งแห้ง 10 และ 20 นาที

  4 หุ้มหลอดที่บรรจุน�้าเชื้อด้วยสายไฟ วางไว้ใต้

น�้าแข็งแห้งเป็นเวลา 10 และ 20 นาที โดยทุกชุดการทดลอง

จะท�าการทดลอง 3 ซ�า้13 น�าหลอดทีม่นี�า้เช้ือปลาสวายท่ีท�าการ

แช่แข็งเสร็จแล้วไปเก็บรักษาในถังไนโตรเจนเหลว ระยะเวลา 

2 วนั แล้วน�าน�า้เชือ้แช่แขง็มาประเมนิการเคลือ่นทีข่องสเปิร์ม

หลังการท�าละลายโดยการละลายน�้าเชื้อแช่แข็งที่อุณหภูมิ

ละลาย 40 °C เป็นเวลา 6 วินาที น�าวิธีการแช่แข็งที่ให้ผลน�้า

เชื้อแช่แข็งหลังการละลายมีการเคลื่อนที่ของสเปิร์มที่ดีที่สุด

มาใช้ในการแช่แขง็น�า้เชือ้ปลาสวาย โดยน�ามาเกบ็รกัษาในถงั

ไนโตรเจนเหลว ท�าการประเมนิคณุภาพน�า้เชือ้ทีร่ะยะเวลา 30 

วัน 60 วัน 90 วัน และ 120 วัน โดยท�าการทดลอง 3 ซ�้า

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ
 1 ท�าการเปรยีบเทยีบค่าเฉล่ียของชุดการทดลองด้วย

วธิขีอง Turkey’s test ทีร่ะดับความเชือ่มัน่ 95% ด้วยโปรแกรม

วิเคราะห์ทางสถิติ MINITAB Version 17 2017 

 2 น�าข้อมูลที่ได้มาค�านวณหาค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยง

เบนมาตรฐาน (SD) วิเคราะห์ข้อมูลการทดลองโดยใช้วิธีการ

วิเคราะห์ความแปรปรวน One-Way ANOVA 

ผลการวิจัย
 1. การพัฒนาวิธีการแช่แข็งน�้าเชื้อปลาสวายใน

กล่องโฟมด้วยไนโตรเจนเหลว

  จากการประเมินการเคล่ือนที่ของน�้าเช้ือสด 

(freshly collected milt) มีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่เท่ากับ 

100% และจากการทดลองวางหลอดบรรจุน�้าเชื้อปลาสวาย

เหนือผิวหน้าไนโตรเจนเหลว 3 ระดับ คือ 2, 4 และ 6 

เซนติเมตรเป็นเวลา 10 และ 20 นาที แล้วน�าไปเก็บรักษาใน
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ถงัไนโตรเจนเหลว -196 °C เป็นเวลา 2 วนั พบว่าหลอดบรรจุ

น�้าเชื้อวางที่ความสูงเหนือผิวไนโตรเจนเหลว 6 เซนติเมตร 

เป็นเวลา 10 นาที และ 20 นาที สเปิร์มหลังการละลายมี

เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่สูงสุดเฉลี่ย 76.6±8.2 และ 63.3±10.3 

เปอร์เซ็นต์ ซึ่งไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติกับการทดลอง

ชุดอื่นๆ ท่ีมีการเคล่ือนท่ีเฉล่ียระหว่าง 40-53.3 เปอร์เซ็นต์ 

(Figure 1) เมือ่น�าเกบ็รกัษาในถงัไนโตรเจนเหลว -196 °C เป็น

เวลา 120 วัน พบว่าตั้งแต่วันท่ี 1 สเปิร์มหลังการละลายมี

เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่เฉลี่ย 93.3±3.8 เปอร์เซ็นต์ และวันที่ 

30, 60, 90 และ 120 สเปิร์มหลังการละลายมีเปอร์เซ็นต์การ

เคลื่อนที่เฉลี่ย80.0±0.0, 77.7±3.8, 80.0±0.0, 75.5±3.8 ตาม

ล�าดับ (Figure 3)

 2. การพัฒนาวิธีการแช่แข็งน�้าเชื้อปลาสวายใน

กล่องโฟมด้วยน�้าแข็งแห้ง 

  จากการประเมินการเคลื่อนที่ของน�้าเชื้อสด 

(freshly collected milt) มีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่เท่ากับ 

100% และจากการทดลอง น�าหลอดบรรจนุ�า้เช้ือปลาสวายมา

ลดอุณหภูมิโดยใช้น�้าแข็งแห้งโดยแบ่งเป็น 4 ชุดการทดลอง 

คือ 1. วางหลอดที่บรรจุน�้าเชื้อไว้บนน�้าแข็งแห้ง 2. วางหลอด

ที่บรรจุน�้าเชื้อไว้ใต้น�้าแข็งแห้ง 3. หุ้มหลอดบรรจุน�้าเชื้อด้วย

สายไฟและน�าไปวางไว้บนน�้าแข็งแห้ง 4. หุ้มหลอดบรรจุน�้า

เชือ้ด้วยสายไฟและน�าไปวางไว้ใต้น�า้แขง็แห้ง ในทัง้ 4 ชดุการ

ทดลองแช่แข็งน�้าเชื้อเป็นเวลา 10 และ 20 นาที น�าไปเก็บ

รักษาในถัง

  ไนโตรเจนเหลว -196 °C เป็นเวลา 2 วัน พบว่า

หลอดบรรจุน�้าเชื้อท่ีวางบนน�้าแข็งแห้งเป็นเวลา 20 นาที 

สเปิร์มหลังการละลายมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่สูงสุดเฉลี่ย 

60.0±0.0 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ กับ

การทดลองชดุอืน่ๆ ซึง่มีค่าเฉล่ียระหว่าง 43.3-46.6 เปอร์เซน็ต์ 

(Figure 2) เมือ่น�าเกบ็รกัษาในถงัไนโตรเจนเหลว -196 °C เป็น

เวลา 120 วัน พบว่าตั้งแต่วันที่ 1 สเปิร์มหลังการละลายมี

เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่เฉลี่ย 80.0±0.0 เปอร์เซ็นต์ และวันที่ 

30, 60, 90 และ 120 สเปิร์มหลังการละลายมีเปอร์เซ็นต์การ

เคลื่อนที่เฉลี่ย 68.8±10.2, 62.2±3.8, 55.5±3.8, 26.6±6.7 

ตามล�าดับ (Figure 3)

 
 

 

 
Figure  1   Post-thawed sperm motility (%) of Pangasianodon hypophthalmus frozen at 2, 4 and 6 cm 
above the surface of liquid nitrogen for 10 and 20 minutes. 

 

 

 
 

Figure  2  Post-thawed sperm motility (%) of Pangasianodon hypophthalmus frozen with dry ice for 10 
and 20 minutes. 
* Treatment 1 Put the straw on dry ice, Treatment 2 Put the straw beneath dry ice, Treatment 3 Put wrapped straw on dry 
ice, Treatment 4 Put wrapped straw beneath dry ice 
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Figure 1  Post-thawed sperm motility (%) of Pangasianodon	hypophthalmus frozen at 2, 4 and 6 cm above the  

surface of liquid nitrogen for 10 and 20 minutes.
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Figure  1   Post-thawed sperm motility (%) of Pangasianodon hypophthalmus frozen at 2, 4 and 6 cm 
above the surface of liquid nitrogen for 10 and 20 minutes. 

 

 

 
 

Figure  2  Post-thawed sperm motility (%) of Pangasianodon hypophthalmus frozen with dry ice for 10 
and 20 minutes. 
* Treatment 1 Put the straw on dry ice, Treatment 2 Put the straw beneath dry ice, Treatment 3 Put wrapped straw on dry 
ice, Treatment 4 Put wrapped straw beneath dry ice 
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Figure 2  Post-thawed sperm motility (%) of Pangasianodon	hypophthalmus frozen with dry ice for 10 and 20 minutes.

 * Treatment 1 Put the straw on dry ice, Treatment 2 Put the straw beneath dry ice, Treatment 3 Put wrapped 

straw on dry ice, Treatment 4 Put wrapped straw beneath dry ice

 

 
 

Figure  3  Effect of storage period (day) on post-thawed sperm motility of Pangasianodon 
hypophthalmus frozen by the use of liquid nitrogen vapor and dry ice 
 
วิจารณ์และสรุปผล 
 
วิจารณผ์ลการทดลอง 
 จากการพัฒนาวิธีการแช่แข็งน้้าเชื้อปลา
สวายในกล่องโฟมด้วย ไอไนโตรเจนเหลว  โดยวาง
หลอดบรรจุน้้าเชื้อ เหนือผิวหน้าไนโตรเจน เหลว 3 
ระดับ คือ 2, 4 และ 6 เซนติมตร ภายในกล่องโฟม
เป็นเวลา 10 และ 20 นาที แล้วเก็บรักษาไว้ในถัง
ไนโตรเจนเหลว -196 °C เป็นเวลา 2 วัน พบว่า
สเปิร์มหลังการละลายมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่
แตกต่างกันตามระยะห่าง ที่อยู่เหนือผิวหน้าไนโจร
เจน เหลว เนื่องจากระยะเหนือผิวหน้า
ไนโตรเจนเหลวที่ต่างกัน จะมีอุณหภูมิที่สัมผัสกับ
หลอดบรรจุน้้า เชื้อ แต่ละระดับไม่เท่ากัน โดยที่
ระดับ 2 และ 4 เซนติเมตร  มีอุณหภูมิที่ต่้ากว่า ที่
ระดับ 6 เซนติเมตร น้้าเชื้อในหลอดจึงมีการ
แข็งตัวเร็วเกินไป และ การ ที่น้้าเชื้อแข็งตัวเร็ว
เกินไปจะก่อ ให้เกิด ผลึกน้้าแข็ง (ice crystal) 
ภายในเซลล์ ท้าให้เซลล์เกิดอันตราย 2 และเมื่อน้า
น้้าเชื้อแช่แข็งไปประเมินคุณภาพห ลังการละลาย

จึงท้าให้ได้เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มมีค่า
ต่้า ส่วนระยะเวลาในการลดอุณหภูมิ  จะมีผลท้าให้
น้้าแพร่ออกจากเซลล์สู่ภายนอกเซ ลล์แตกต่างกัน 
โดยถ้าใช้ระยะเวลาแช่แข็ง ที่เหมาะสมจะท้าให้น้้า
แพร่ออกจากเซ ลล์สู่ภายนอกน้อยลง จะ คงความ
สมบูรณ์ของเซลล์ไว้ อย่างไรก็ตามการแช่แข็งจะมี
ระยะเวลาสมดุล  (Equilibration Time) และอัตรา
การลดอุณหภูมิที่เหมาะสมแตก ต่างกันไปขึ้นอยู่
กับชนิดของเซ ลล์2 ผลการทดลองที่ได้สอดคล้อง
กับการศึกษา เร่ือง การแช่แข็งด้วยไอ
ไนโตรเจนเหลวของ น้้าเชื้อปลาหลา ยชนิด เช่น 
ปลาดุกอุย 12 ปลาในตระกูลปลาลิ้นหมา 1 ปลาไน5 
เมื่อ น้าไปเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ -196 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 120 วัน พบว่าน้้าเชื้อปลาสวาย
แช่แข็งหลังการละลายของวันที่  1 และวันท่ี 120 มี
เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ไม่แตกต่าง กัน แสดงว่า
การ แช่แข็งน้้าเชื้อปลาสวายด้วยไอ
ไนโตรเจนเหลวมีผลท้าให้สเปิร์มหลังการละลาย 
ยังคงมีคุณภาพดี แม้ว่าจะเก็บ ไว้ ใน
ไนโตรเจนเหลวนาน 120 วัน ซึ่งสอดคล้องกับการ
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Figure 3  Effect of storage period (day) on post-thawed sperm motility of Pangasianodon	hypophthalmus frozen by 

the use of liquid nitrogen vapor and dry ice

วิจารณ์และสรุปผล
 วิจารณ์ผลการทดลอง

 จากการพัฒนาวิธีการแช่แข็งน�้าเชื้อปลาสวายใน

กล่องโฟมด้วยไอไนโตรเจนเหลว โดยวางหลอดบรรจุน�้าเชื้อ

เหนือผิวหน้าไนโตรเจนเหลว 3 ระดับ คือ 2, 4 และ 6  

เซนติมตร ภายในกล่องโฟมเป็นเวลา 10 และ 20 นาที แล้ว

เกบ็รกัษาไว้ในถงัไนโตรเจนเหลว -196 °C เป็นเวลา 2 วนั พบ

ว่าสเปิร์มหลังการละลายมเีปอร์เซน็ต์การเคลือ่นทีแ่ตกต่างกนั

ตามระยะห่างทีอ่ยู่เหนอืผวิหน้าไนโจรเจนเหลว เนือ่งจากระยะ

เหนือผิวหน้าไนโตรเจนเหลวที่ต่างกัน จะมีอุณหภูมิที่สัมผัส

กบัหลอดบรรจุน�า้เชือ้แต่ละระดับไม่เท่ากนั โดยทีร่ะดับ 2 และ 

4 เซนตเิมตร มอีณุหภมูทิีต่�า่กว่า ทีร่ะดบั 6 เซนตเิมตร น�า้เช้ือ

ในหลอดจงึมกีารแขง็ตวัเรว็เกนิไป และการทีน่�า้เชือ้แขง็ตวัเร็ว

เกนิไปจะก่อให้เกดิผลึกน�า้แขง็ (ice crystal) ภายในเซลล์ท�าให้
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เซลล์เกิดอันตราย2 และเม่ือน�าน�้าเชื้อแช่แข็งไปประเมิน

คณุภาพหลังการละลายจึงท�าให้ได้เปอร์เซน็ต์การเคล่ือนทีข่อง

สเปิร์มมีค่าต�่า ส่วนระยะเวลาในการลดอุณหภูมิ จะมีผลท�าให้

น�้าแพร่ออกจากเซลล์สู่ภายนอกเซลล์แตกต่างกัน โดยถ้าใช้

ระยะเวลาแช่แข็งท่ีเหมาะสมจะท�าให้น�้าแพร่ออกจากเซลล์สู่

ภายนอกน้อยลง จะคงความสมบรูณ์ของเซลล์ไว้ อย่างไรกต็าม

การแช่แข็งจะมีระยะเวลาสมดุล (Equilibration Time) และ

อตัราการลดอณุหภมิูทีเ่หมาะสมแตกต่างกนัไปขึน้อยูก่บัชนดิ

ของเซลล์2 ผลการทดลองทีไ่ด้สอดคล้องกบัการศึกษาเรือ่งการ

แช่แข็งด้วยไอไนโตรเจนเหลวของน�้าเชื้อปลาหลายชนิด เช่น 

ปลาดกุอยุ12 ปลาในตระกลูปลาลิน้หมา1 ปลาไน5 เมือ่น�าไปเกบ็

รกัษาไว้ทีอ่ณุหภมู ิ-196 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 120 วนั พบ

ว่าน�้าเชื้อปลาสวายแช่แข็งหลังการละลายของวันที่ 1 และวัน

ที่ 120 มีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ไม่แตกต่างกัน แสดงว่าการ

แช่แข็งน�้าเชื้อปลาสวายด้วยไอไนโตรเจนเหลวมีผลท�าให้

สเปิร์มหลังการละลาย ยังคงมีคุณภาพดี แม้ว่าจะเก็บไว้ใน

ไนโตรเจนเหลวนาน 120 วัน ซึง่สอดคล้องกบัการทดลองเรือ่ง

การแช่แข็งน�้าเชื้อปลาหลายๆชนิด เช่น ปลาตะเพียนขาว11 

ปลาบึก7

 จากการพัฒนาวิธีการแช่แข็งน�้าเชื้อปลาสวายใน

กล่องโฟมด้วยน�้าแข็งแห้ง โดย แบ่งเป็น 4 ชุดการทดลอง คือ 

1. วางหลอดท่ีบรรจุน�้าเชื้อไว้บนน�้าแข็งแห้ง 2. วางหลอดที่

บรรจนุ�า้เชือ้ไว้ใต้น�า้แขง็แห้ง 3. หุม้หลอดบรรจุน�า้เชือ้ด้วยสาย

ไฟแล้วน�าไปวางไว้บนน�้าแข็งแห้ง 4. หุ้มหลอดบรรจุน�้าเชื้อ

ด้วยสายไฟแล้วน�าไปวางไว้ใต้น�้าแข็งแห้ง ภายในกล่องโฟม

เป็นเวลา 10 และ 20 นาที เก็บรักษาน�้าเชื้อแช่แข็งไว้ในถัง

ไนโตรเจนเหลว -196 °C เป็นเวลา 2 วนั พบว่าสเปิร์มหลงัการ

ละลายมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่แตกต่างกันตามชุดการ

ทดลอง และระยะเวลาในการลดอุณหภูมิ ซึ่งผลการทดลองที่

ได้สอดคล้องกบัการศกึษาเรือ่งการแช่แขง็ด้วยน�า้แขง็แห้งของ

น�้าเช้ือปลาหลายชนิด เช่น ปลาตะเพียนขาว13 ปลาม้าลาย4 

เมื่อน�าไปเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ -196 °C เป็นเวลา 120 วัน 

พบว่าน�้าเชื้อแช่แข็งท่ีเก็บรักษาไว้ช่วงเวลา 30 และ 60 วัน  

มีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่สูงหลังการละลาย แต่เมื่อระยะเวลา

เก็บรักษาผ่านไป 90 และ120 วัน น�้าเชื้อปลาสวายมีการ

เคลือ่นทีล่ดลง แสดงให้เหน็ว่าระยะเวลาในการเกบ็รกัษามผีล

ต่อการเคล่ือนทีข่องน�า้เชือ้ปลาสวายทีแ่ช่แขง็ด้วยน�า้แขง็แห้ง 

ทั้งนี้เนื่องจากน�้าแข็งแห้งมีอุณหภูมิสูงกว่าไนโตรเจนเหลว  

น�้าเชื้อปลาสวายที่ลดอุณหภูมิด้วยน�้าแข็งแห้งแล้วน�าไปเก็บ

รกัษาในถังไนโตรเจนเหลวทนัท ีจะมอีณุหภมูทิีต่่างกนัซึง่อาจ

จะส่งผลให้เซลล์ได้รับความเสียหาย ซ่ึงสอดคล้องกับการแช่

แข็งน�้าเชื้อปลาด้วยน�้าแข็งแห้งแล้วน�าไปเก็บรักษาไว้ในถัง

ไนโตรเจนเหลวในการทดลองนีท้ีค่ณุภาพสเปิร์มลดลง ผลการ

ทดลองทีไ่ด้สอดคล้องกบัการศกึษาในปลาหลายชนดิ เช่น ปลา

ม้าลาย3 ปลากด6 เป็นต้น

 

 สรุปผลการทดลอง

 หลอดบรรจุน�้าเชื้อ ท่ีวางไว้เหนือผิวหน้าไนโตรเจน

เหลว 6 เซนติเมตร นาน 10 นาที แล้วเก็บรักษาในถังไนโจร

เจนเหลว เป็นเวลา 2 วัน น�้าเช้ือหลังการละลายสเปิร์มมี

เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มดีท่ีสุด และหลอดบรรจุน�้า

เชื้อ ท่ีวางไว้บนน�้าแข็งแห้ง 20 นาที ที่เก็บรักษาในถัง

ไนโตรเจน เป็นเวลา 2 วัน น�้าเชื้อหลังการละลายมีเปอร์เซ็นต์

การเคล่ือนท่ีของสเปิร์มดีท่ีสุด เม่ือน�าไปเก็บรักษาเป็นระยะ

เวลา 120 วัน น�้าเชื้อปลาสวายที่แช่แข็งด้วยน�้าแข็งแห้ง 

มีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มต�่ากว่าน�้าเชื้อท่ีแช่แข็ง

ด้วยไอไนโตรเจนเหลว แต่น�า้เชือ้ทีแ่ช่แขง็ด้วยน�า้แขง็แห้งกยั็ง

มเีปอร์เซน็ต์การเคลือ่นทีห่ลงัการละลายทีค่่อนข้างสงูในระยะ

แรก ซึง่วธินีีเ้ป็นวธิกีารแช่แขง็น�า้เชือ้ทีง่่าย และไม่ซบัซ้อน ใช้

เวลาไม่นาน ไม่จ�าเป็นต้องใช้อุปกรณ์หรือภาชนะจ�าเพาะ

เหมือนไนโตรเจนเหลว อีกทั้งน�้าแข็งแห้งยังหาได้ง่าย และ

ราคาไม่แพง เหมาะส�าหรบัหน่วยงานหรอืเกษตรกรทีต้่องการ

เก็บรักษาน�้าเชื้อปลาสวายแช่แข็งในระยะเวลาหนึ่ง 
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