
15 
 

บทที ่3 

อุปกรณ์และวธีิกำรทดลอง 

การทดลองเปรียบเทียบคุณภาพของกาแฟท่ีมีการใช้ปุ๋ยอินทรียก์บัปุ๋ยเคมี โดยวางแผนการ
ทดลองเป็นแบบ randomized complete block design (RCBD) ประกอบไปด้วยกรรมวิธีทดลอง 3 
กรรมวธีิทดลองดงัน้ี 
กรรมวธีิท่ี 1 ไม่มีการใส่ปุ๋ย 
กรรมวธีิท่ี 2 ใส่ปุ๋ยเคมีตามกรรมวธีิท่ีเกษตรกรใช ้
คร้ังท่ี 1 ปลายเดือนพฤษภาคม –มิถุนายนปุ๋ยสูตร 27-0-0 ปริมาณ 120 ก/ตน้ 
คร้ังท่ี 2 เดือนสิงหาคม ปุ๋ยสูตร 15-15-15 ปริมาณ 120 ก/ตน้ 
คร้ังท่ี 3 เดือนตุลาคม ปุ๋ยสูตร 15-15-15 ปริมาณ 120 ก/ตน้ 
กรรมวธีิท่ี 3 ใส่ปุ๋ยอินทรียต์ามกรรมวธีิท่ีเกษตรกรใช ้ 
คร้ังท่ี 1 ปลายเดือนพฤษภาคม-มิถุนายน ใส่ปุ๋ยอินทรีย ์7 กก/ตน้ 
คร้ังท่ี 2 เดือนสิงหาคม ใส่ปุ๋ยอินทรีย ์7 กก/ตน้ 
คร้ังท่ี 3 เดือนตุลาคม ใส่ปุ๋ยอินทรีย ์7 กก/ตน้ 
โดยบล็อก 3 บล็อกคือระดบัความสูงจากระดบัน ้ าทะเล 600 700 และ 800 เมตร ในแต่ละระดบัชั้น
ความสูงหรือในแต่ละบล็อกไดมี้กรรมวิธีทั้ง 3 กรรมวิธี ซ่ึงขอ้มูลของแต่ละกรรมวิธีหรือแต่ละบล็อก
ไดท้  าการสุ่มตน้กาแฟ 4 ตน้จากภายในพื้นท่ี 200 ตารางเมตร 
กำรบันทกึข้อมูล 
1. ปริมาณธาตุอาหารในดินก่อนและหลงัการทดลอง 
การเก็บตวัอย่างดินสุ่มเก็บตวัอย่างดินแปลงกาแฟท่ีท าการทดลองซ่ึงเป็นดินล่าง 15-30 เซนติเมตร
บรรจุในถุงพลาสติก 
1.1 pH โดยใช ้pH meter (Peter, 2000) 

1.1.1วธีิการวเิคราะห์ 
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pH ของดิน โดยชัง่ดินตวัอยา่งท่ีบดและผ่านการร่อนดว้ยตะแกรงทองเหลืองขนาด 2 มิลลิเมตรแล้ว
จ านวน 10 กรัมในบิกเกอร์ขนาด 50 มิลลิลิตร เติมน ้ ากลัน่ 10 มิลลิลิตร(ตราส่วนของดิน:น ้ า = 1:1) คน
ใหเ้ขา้กนัตั้งทิ้งไวป้ระมาณ 30 นาที น าไปวดัค่า pH ดว้ยเคร่ือง pH-meter 
1.2 Organic Matter (OM) โดยวธีิ Walkley and Black (ทศันีย,์ 2542) 

1.2.1 สารเคมี 
1.2.1.1 สารละลายโพแทสเซียมไดโครเมท (K2Cr2O7) 1 N เตรียมโดย
สารละลายโพแทสเซียมไดโครเมทซ่ึงอบแลว้ท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส
นาน 2 ชัว่โมงจ านวน 49.04กรัมในน ้ ากลัน่เทลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 
1000 มิลลิลิตรแลว้ปรับปริมาตรใหเ้ป็น 1000 มิลลิลิตร 
1.2.1.2 เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4) 0.5 N เตรียมโดยสารละลาย  FeSO4.7H2O 
140 กรัม ลงในน ้ ากลัน่ประมาณ 600 มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟิวริกเขม้ขน้ 15 
มิลลิลิตรทิ้งไวใ้หเ้ยน็ปรับปริมาตรใหเ้ป็น 1000 มิลลิลิตรดว้ยน ้ากลัน่ 
1.2.1.3 โอฟีแนนโทรลีนเฟอร์รัสซลัเฟตอินดิเคเตอร์ เตรียมโดยละลายโอฟี
แนนโทรลีน1.48 กรัมและเฟอรัสซัลเฟต0.70 กรัมในน ้ ากลัน่ปรับปริมาตร
ใหเ้ป็น 100 มิลลิลิตร 

1.2.1.4 กรดซลัฟูริคเขม้ขน้ (Conc.H2SO4) 
1.2.2 วธีิการวเิคราะห์ 

2.1.2.1 ชัง่ตวัอย่างดินท่ีร่อนผ่านตะแกรง 0.5 มิลลิลิตรจ านวน 0.5 กรัม ใส่
ในขวดชมพู่  250 มิล ลิ ลิตร เติมสารละลายโพแทสเซี ยมไดโคเมท 
(K2Cr2O7)1 นอมอล จ านวน 10 มิลลิลิตรโดยใช้ volumetric pipette เขย่า
ขวดเบาๆจากนั้นเติมกรดซัลฟิวริก (H2SO4) เขม้ขน้จ านวน 20 มิลลิลิตร ลง
ไปอย่างรวดเร็ว เขย่าขวดชมพู่ เบาๆ เพื่อให้น ้ ายากับดินผสมเข้ากันดี
ประมาณ 1-2 นาทีแลว้ตั้งทิ้งไวเ้พื่อให้ท าปฏิกิริยา 30 นาทีแลว้เติมน ้ ากลัน่ 
50 มิลลิลิตรน าไปไทเทรตกบัเฟอรัสซัลเฟต (FeSO4) 0.5 นอมอลโดยหยด
โอฟีแนนโทรลีนเฟอร์รัสซัลเฟตอินดิเคเตอร์ลงไป 5 หยด เขย่าขวดชมพู่
น าไปไทเทรตทนัทีจนสารละลายเปล่ียนจากสีเขียวเป็นสีน ้ าตาลปนแดง 
บนัทึกปริมาตรท่ีใชแ้ลว้ค านวณหาความเขม้ขน้ตามสูตร 

N1V1=N2V2 

N1= ความเขม้ขน้ของ K2Cr2O7ท่ีใช ้
V1= ปริมาตรของ K2Cr2O7 ท่ีใช ้
N2= ความเขม้ขน้ของ FeSO4ท่ีใชไ้ทเทรต 



17 
 

V2= ปริมาตร FeSO4 ท่ีใชไ้ทเทรต 
และค านวณหาปริมาณอินทรียวตัถุในตวัอยา่งดิน โดยใชสู้ตร 
% organic carbon = (me K2Cr2O7 - me FeSO4) × 0.003×100×1.33×MF 

                                                                                         น ้ าหนกัดิน(กรัม) 
% organic matter = % organic carbon ×1.72 
MF = (100 - % moisture)/100 
V = ปริมาตรของ FeSO4 ท่ีใชไ้ทเทรต (มิลลิลิตร) 
N. FeSO4= ความเขม้ขน้จริงของ FeSO4 
0.003 = น ้าหนกัของ one equivalent carbon (กรัม) 
1.33 = oxidation factor 
MF = moisture factor 

1.3 Total Nitrogen (N) โดยวธีิ Kjeldahl method (พชัรี, 2549) 
1.3.1สารเคมี 

1.3.1.1 กรด H2SO4 เขม้ขน้ (98%) LR grade  
1.3.1.2 mixed castalyst เตรียมโดย ผสม K2SO4 : CuSO4 : Se ในอตัราส่วน 
100 :10 :1 (อตัราส่วนโดยน ้าหนกั)  
1.3.1.3  mixed indicator  เตรียมโดยละลาย methyl red 0.066 กรัม และ 
bromocresol green 0.099 กรัม ใน 95% ethanol ประมาณ 80 cm3 ปรับสีของ
อินดิเคเตอร์ให้เป็นสีเขียวด้วย 0.1 M NaOH แล้วเติม 95% ethanol จน ได้
ปริมาตร 100 cm3  
1.3.1.4  สารละลายกรดบอริค และอินดิเคเตอร์  เตรียมโดยละลาย H3BO3 60 
กรัม ดว้ยน ้ ากลัน่ประมาณ 1800 cm3 ใน erlenmeyer flask ขนาด 2000 cm3 
คนด้วยเคร่ืองคนแม่เหล็กจน H3BO3 ละลายหมด เติมอินดิเคเตอร์ผสมใน 
ขอ้ 3 ลงไป 2.5 cm3 แลว้ปรับปริมาตรเป็น 2000 cm3  
1.3.1.5 สารละลาย 40% NaOH  ใส่น ้ ากลั่นประมาณ 1800 cm3 ลงในบีก
เกอร์ขนาด 2000 cm3 น าไปวางในอ่างน ้ าเยน็ เพื่อช่วยระบายความร้อน เติม 
NaOH ลงไปคร้ังละ 5-10 กรัม พร้อมทั้งคบให้สารละลายหมดก่อนจึงเติม
เพิ่มลง ไปใหม่จนครบ  800 กรัม ทิ้ งไว้ให้ เย็น จึงเติมน ้ ากลั่น เพิ่มจน
สารละลายมีปริมาตรรวมเป็น 2000 cm3  
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1.3.1.6 สารละลายกรด HCl เตรียมโดยปิเปตกรด HCl เขม้ขน้ (37% ความ
หนาแน่น 1.19 g/cm3) 4.14 cm3 ใส่ใน volumetric flask ขนาด 2000 cm3 
แลว้ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ จะไดก้รดความเขม้ขน้ 0.025 M  
1.3.1.7 สารละลายมาตรฐาน tris-(hydroxymethyl) amino methane เตรียม
โดยน าสารดงักล่าวไปอบท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียล เป็นเวลาไม่น้อย
กว่า 3 ชั่วโมงเพื่อไล่ความช้ืน จากนั้นทิ้งให้เยน็ในโถแก้วดูดความช้ืน ชั่ง 
tris- มา 0.3028 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ แลว้ปรับปริมาตรเป็น 100 cm3 

1.3.2 วธีิการวเิคราะห์ 
1.3.2.1 ชัง่ดินตวัอยา่งละ 2.50 กรัม ใส่ใน digestion tube ระวงัอยา่ใหดิ้น
เป้ือนดา้นขา้งหลอด หากดินเป้ือนใหฉี้ดน ้ากลัน่ เล็กนอ้ยเพื่อลา้งดินลงไป
กน้หลอด ระวงัอยา่ใหดิ้นแฉะ และใชห้ลอดเปล่า 1 หลอดเป็น sample 
blank 

1.3.2.2 เติม mixed catalyst ลงไปประมาณ 2 กรัม 
1.3.2.3 เติมกรด H2SO4 เขม้ขน้ ลงไป 15 cm3 แลว้เขยา่หลอดใหส่้วนผสม
ทั้งหมดคลุกเคลา้กนั  
1.3.2.4 น าไปยอ่ยใน digestion block ค่อยๆ เพิ่มอุณหภูมิจนถึงจุดเดือดของ
กรด (อุณหภูมิประมาณ 380 องศาเซลเซียล) ยอ่ยจน ไดส้ารละลายใส และ
ไม่มีฮิวมสัเคลือบเม็ดดิน (เม็ดดินไม่ถูกยอ่ย) จากนั้นยอ่ยต่อไปอีกประมาณ 
30 นาที 
1.3.2.6 เติมสารละลายกรดบอริค (เตรียมไดจ้ากขอ้ 4) 10 cm3 ลงใน conical 
flask ขนาด 250 cm3 จ านวน 3 ใบ  
1.3.2.7 น าตวัอยา่งท่ียอ่ยแลว้จากขอ้ 4 ไปกลัน่ดว้ยเคร่ืองกลัน่ ก่อนเร่ิมกลัน่
เติมสารละลาย 40% NaOH ลงไป 40 cm3 (เติมจากเคร่ืองกลัน่) และใชก้รด
บอริคจากขอ้ 5 จบัแก๊สแอมโมเนียท่ีเกิดข้ึน สีของอินดิเคเตอร์เปล่ียนจากสี
ชมพเูป็นสีเขียว  
1.3.2.8 น ากรดบอริคท่ีไดจ้ากขอ้ 6 ไปไทเทรตดว้ยสารละลาย 0.025 M HCl 
จนสีของอินดิเคเตอร์เปล่ียนกลบัไปเป็น สีชมพ ูความเขม้ของสีจะอ่อนลง
กวา่เดิม เน่ืองจากอินดิเคเตอร์เจือจากลง  
1.3.2.9 ปิเปตสารละลายมาตรฐาน tris 10 cm3 ใส่ใน conical flask ขนาด 
125 cm3 จ านวน 2 ใบ หยดอินดิเคเตอร์ลงไป 2 หยด แลว้ไทเทรตดว้ย 0.025 
M HCl   
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ความเขม้ขน้ท่ีแทจ้ริงของ HCl ค านวณไดจ้าก 
N1 = N2V2/V1 
N1 = ความเขม้ขน้ท่ีแทจ้ริงของกรด HCl (M) 
N2 = ความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐาน tris (M) 
V2 = ปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน tris (cm3) 
V1 = ปริมาตรเฉล่ียของกรด HCl ท่ีใชใ้นการไทเทรตขอ้ 8 (cm3) 

ความเขม้ขน้ของไนโตรเจนทั้งหมดในตวัอยา่งดินค านวณไดจ้าก 
% total N = 1.4 N1V/W 
N1 = ความเขม้ขน้ท่ีแทจ้ริงของกรด HCl (M) 
V = ปริมาตรของกรด HCl ท่ีใชใ้นการไทเทรตขอ้ 7 (cm3) 
W = น ้าหนกัของตวัอยา่งดินท่ีใช ้(กรัม)  

1.4 Total Phosphorus (P) โดยวธีิ Bray II (สุวรรณ2555) 
การวเิคราะห์ปริมาณฟอสฟอรัสในดิน 

1.4.1 สารเคมี 
1.4.1.1 น ้ายาสกดั Bray II เตรียมจากสารละลายแอมโมเนียมฟลูออไรด์ 
(NH4F) 2.22 กรัมในน ้ากลัน่ 1900 มิลลิลิตรเติมกรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ 
(cone. HCL) ลงไป 17 มิลลิลิตร เขยา่สารละลายเขา้กนัทิ้งไวใ้หเ้ยน็ปรับค่า
ความเป็นกรด ด่างให้อยูร่ะหวา่ง 1.5-1.6 แลว้ปรับปริมาตรใหเ้ป็น 2 ลิตร 
1.4.1.2 สารพฒันาสี โดยชัง่กรดแอสคอร์บิก 1.5 กรัม ละลายในสารละลาย
สตอ็กแอมโมเนียมโมลิบเดท 100 มิลลิลิตร 
1.4.1.3 สารละลายมาตรฐานฟอสฟอรัส 50 ppm ชัง่โพแทสเซียมไดไฮเจน
ฟอสเฟต (KH2PO4) 0.2195 กรัม ท่ีอบแห้งอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียสนาน 
2 ชั่วโมง ละลายในน ้ ากลั่น 400 มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟิวริก 3.5 M 25 
มิลลิลิตร ปรับปริมาตรให้เป็น 1 ลิตรด้วยน ้ ากลั่น เก็บสารละลายน้ีไวใ้น
ขวดแกว้ 

1.4.2 วธีิการวเิคราะห์ 
1.4.2.1ชัง่ตวัอยา่งดิน 2.5 กรัม ใส่ลงในขวดรูปชมพู่ 125 มิลลิลิตรเติมน ้ ายา
สกดั Bray II 25 มิลลิลิตรด้วยปิเปต ปิดขวดรูปชมพู่ด้วยจุกยางแล้วน าไป
วางบนเคร่ืองเขยา่ เขยา่นาน 1 นาที แลว้น าไปกรองดว้ยกระดาษกรองเบอร์ 
1  
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1.4.2.2 ดูดสารละลายท่ีกรองได้ ปริมาตร 1 มิลลิลิตรเทลงไปในขวดวดั
ปริมาตร 25 มิลลิลิตรแล้วเขย่า เติมสารละลายกรดบอริค  (H2BO3) 15 
มิลลิลิตรแล้วเขย่าจากนั้นเติมสารผสมในการปรับสี 5 มิลลิลิตร เขย่าให้
สารละลายเขา้กนั ปรับปริมาตรดว้ยสารละลายกรดบอริค (H2BO3) ให้เป็น 
15 มิลลิลิตร ปิดจุกเขย่าแล้วน าไปอ่านค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ือง 
spectrophotometer น าค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดไ้ปอ่านค่าจากกราฟมาตรฐาน 
ปริมาณฟอสฟอรัสท่ีเป็นประโยชน์ (mg/kg) 
Available P = (mg/kg sample – mg/kg blank) × 25 × 25 

                                                                                           V     Ws 
เม่ือ mg/kg sample= ความเขม้ขน้ของตวัอยา่งท่ีอ่านไดจ้ากกราฟมาตรฐาน 

    mg / kg blank = ความเขม้ขน้ของตวัเปรียบเทียบ 
   V = ปริมาตรของตวัอยา่งท่ีใช ้(มิลลิลิตร) 

Ws = น ้าหนกัของตวัอยา่งดิน (กรัม) 
1.5 Total Potassium (K) โดยวธีิ AAS (สุวรรณ2555) 

1.5.1 สารเคมี 
1.5.1.1 แอมโมเนียมอะซิเตท  (NH4OAC 1 นอมอล, ค่าความเป็นกรดด่าง
เท่ากบั 7) โดยชัง่แอมโมเนียมอะซิเตท 154.16 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ เทลง
ในขวดปรับปริมาตรขนาด 2 ลิตรและปรับปริมาตรให้เป็น 2 ลิตร ปรับค่า
ความเป็นกรด ด่าง ใหเ้ป็น 7.01±0.05 
1.5.1.2 สารละลายมาตรฐานโพแทสเซียม 1000 ppm โดยชั่งโพแทสเซียม
คลอไรด ์(KCI) ท่ีอบแห้งแลว้ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง 
1.9066 กรัมละลายในน ้ากลัน่ปรับปริมาตรใหเ้ป็น 1 ลิตรดว้ยน ้ากลัน่ 

1.5.2 วธีิการวเิคราะห์ 
1.5.2.1น าตวัอยา่งดินท่ีสกดัแลว้มาท าให้เจือจาง 10 เท่าดว้ยแอมโมเนียมอะ
ซิเตท (NH4OAC) 1 นอมอล 
1.5.2.2 น าเอาตวัอย่างดินและตวัเปรียบเทียบไปวดัหาปริมาณโพแทสเซียม
และโซเดียมใช ้FES-mode โดยเคร่ือง ASS จากนั้นน ามาค านวณโดยใชสู้ตร
ดงัน้ี 

ปริมาณโพแทสเซียม = (mg/kg blank ) × 25 × ปริมาณทั้งหมด 
      น ้าหนกัดิน ปริมาตรตวัอยา่งท่ีใช ้
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1.6 Exchangeable Calcium (Ca) และ Exchangeable Magnesium (Mg) โดยวิธี  NH4OAC  pH7/AAS 
(สุวรรณ,2555) 

1.6.1สารเคมี 
1.6.1.1 สารละลายแอมโมเนียมอะซิเตรต  (NH4OAc) 1 M pH 7.0 ละลาย 
1,140 ml glacial acetic acid (99.5%) ใน น ้ า ก ลั่ น ป ร ะ ม าณ  16 L เติ ม
แอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ (NH4OH) เขม้ขน้ 1,380 ml แล้วเติมน ้ ากลัน่จน
สารละลายทั้งหมดมีปริมาตรประมาณ 19 L ผสมให้เขา้กนัดีแลว้ปรับ pH 
ของสารละลายดว้ย NH4OH หรือ glacialacetic acid ใหไ้ด ้pH เท่ากบั 7.0 จึง
ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ใหไ้ดป้ริมาตร 20 L 
1.6.1.2 สารละลายมาตรฐานแคลเซียมเขม้ขน้ 1000 mg L-1 ละลายแคลเซียม
คาร์บอเนต (CaCO3, อบท่ี 1500C) 2.498 กรัมดว้ยกรดเกลือเล็กนอ้ยเพียงพอ
ท่ีละลาย CaCO3หมดแลว้ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่เป็น 1 L 
1.6.1.3 สารละลายมาตรฐานแคลเซียมเขม้ขน้ 0, 2, 4, 6, 8 และ 10 mg L-1  ปิ
เปตสารละลายมาตรฐานแคลเซียมเข้มขน้  1,000 mg L-1 10 ml ใส่ในขวด
ปริมาตรและท าให้เป็น  100 ml ด้วยสารละลาย SrCl2 1,500 mg L-1 จะได้
สารละลายมาตรฐานแคลเซียม 100 mg L-1 หลงัจากนั้นปิเปตสารละลายน้ี 0, 
2, 4, 6, 8 และ  10 ml ใส่ ในขวดปริมาตรและท าให้ เป็น100 มล . ด้วย
สารละลาย SrCl2 1,500 mg L-1 จะไดส้ารละลายมาตรฐานแคลเซียมเขม้ขน้ 
0, 2, 4, 6,8 และ 10 mg L-1 ตามล าดบั 

1.6.1.4 สารละลายมาตรฐานแมกนีเซียมเขม้ขน้ 1000 mg L-1  ละลายเแมกนี
เซียม 1.000 g ด้วยกรดเกลือเพียงพอท่ีละลายหมดทิ้งไวใ้ห้เย็นจึงปรับ
ปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่เป็น 1 L 

1.6.1.5 สารละลายมาตรฐานแมกเซียมเขม้ขน้ 0, 1, 2, 3, 4 และ 5 mg L-1  ปิ
เปตสารละลายมาตรฐานแมกนีเซียมเขม้ขน้  1000 mg L-1 10 ml ใส่ในขวด
ปริมาตรและท าให้เป็น  100 ml ด้วยสารละลาย SrCl2 1,500 mg L-1 จะได้
สารละลายมาตรฐานแมกนีเซียมเข้มข้น  100 mg L-1 หลังจากนั้ นปิเปต
สารละลายน้ี 0, 1, 2, 3, 4 และ 5 ml ใส่ในขวดปริมาตรและท าให้เป็น 100 
ml ด้วยส ารละล าย  SrCl2 1,500 mg L-1  จะได้ส ารละล ายม าตรฐาน
แมกนีเซียมเขม้ขน้ 0, 1, 2, 3, 4 และ 5 mg L-1 ตามล าดบั 
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1.6.1.6 สารละลายสตรอนเซียมคลอไรด์  (SrCl2) เข้มข้น  1,500 mg L-1 
ละลายสตรอนเซียมคลอไรด์  (SrCl2 .6H2O) 4.6 g ในน ้ ากลั่นและปรับ
ปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่เป็น 1 L 

1.6.2 วธีิท าการวเิคราะห์ 
1.6.2.1 ชั่ งตัวอย่าง ท่ี ร่อนผ่านตะแกรงขนาด  2 mm หนัก  5 g ใส่ ใน 
erlenmeyer flask ขนาด125 ml 
1.6.2.2. เติม 1 M NH4OAc pH 7.0 ประมาณ 50 ml เขยา่ให้เขา้กนัดีตั้งทิ้งไว้
คา้งคืน 
1.6.2.3. กรองดินโดยใช้ buchner funnel ค่อยๆลา้งตวัอย่างดินบนกรวยอีก 
3-4 คร้ังดว้ย สารละลาย NH4OAc คร้ังละประมาณ 10 ml 
1.6.2.4. น าสารละลายท่ีกรองได้ปรับปริมาตรเป็น  100 ml เก็บไวส้ าหรับ
วเิคราะห์ปริมาณ exchangeable Ca++, Mg++ ต่อไป 
1.6.2.5. เจือจางสารละลายตวัอย่างด้วยสารละลายสตรอนเซียมคลอไรด ์
1,500 mg L-1 
1.6.2.6. วดัค่าความเข้มข้นของแคลเซียมและแมกนีเซียมของสารละลาย
ตวัอย่างดว้ยเคร่ือง atomic absorption spectrophotometer โดยก าหนดความ
ยาวคล่ืนในการวดัแคลเซียมและแมกนีเซียมเป็น  422.6 และ 285.2 นาโน
เมตรตามล าดบั โดยเปรียบเทียบกบัสารละลายมาตรฐานมาตรฐานแคลเซียม
และแมกนีเซียม 

1.6.2.7. ค านวณหาปริมาณ exchangeable Ca++ และ Mg++ 
วธีิค านวณCa++ หรือ Mg++, cmolc kg-1= ค่าท่ีอ่านได ้(mg L-1) x 2 x df 

น.น. กรัมสมมูลยข์องCa++หรือ Mg++ 
df = dilution factor 

2. ปริมาณธาตุอาหารในใบกาแฟก่อนและหลงัการทดลอง 
โดยก าหนดจ านวนตน้ท่ีจะเก็บแลว้ก าหนดการเก็บใบท่ีเจริญเติบโตเตม็ท่ี (mature leaf) คู่ท่ี 3 และ 4 
2.1 Total Nitrogen (N)  

2.1.1สารเคมี 
2.1.1.1 บอริกแอซิดอินดิเคเตอร์ (boric acid indicator) อินดิเคเตอร์ผสม 
โดยละลายบรอมครีซอลกรีน (bromcresol green) 0.5 กรัม และเมธิลเรด 
(methyl red) 0.1 กรัม ในเอธิลแอลกอฮอลค์วามเขม้ขน้ 95 เปอร์เซ็นต์
ปริมาตร 100 มิลลิลิตรกรดบอริก (H3BO3) โดยละลายกรดบอริก 40 กรัมใน
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น ้าร้อน 700 มิลลิลิตรตั้งทิ้งไวใ้หเ้ยน็เติมอินติเคเตอร์ผสมปริมาตร 5 
มิลลิลิตรลงไปในกรดบอริก (H3BO3) โดยละลายกรดบอริก 40 กรัมในน ้า
ร้อน 700 มิลลิลิตรปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่จนมีปริมาตร 1 ลิตร 
2.1.1.2 โซเดียมไฮดรอกไซดค์วามเขม้ขน้ 40 % โดยละลายโซเดียมไฮดรอก
ไซด ์400 กรัม ในน ้ากลัน่ 1 ลิตร 

2.1.1.3 กรดซลัฟูริกเขม้ขน้ (H2SO4) 
2.1.1.4 ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์(H2O2) 

2.1.2 วธีิการวเิคราะห์ 
2.1.2.1 การยอ่ยตวัอยา่ง ชัง่ตวัอยา่งใบกาแฟท่ีบดละเอียดประมาณ 0.05 กรัม 
ใส่ลงในหลอดทดลอง จากนั้นเติมกรดซัลฟูริกเขม้ขน้ (H2SO4) 1 มิลลิลิตร
ปิดหลอดด้วยพาราฟิล์มทิ้งไว ้1 คืน วนัต่อมาน ามาย่อยท่ีเตาย่อยตวัอย่าง 
ปรับอุณหภูมิท่ี 180 องศาเซลเซียสนาน 10 นาที น าหลอดทดลองข้ึนมาพกั
ให้เยน็แลว้เติมไฮโดนเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) หลอดละ 0.3 มิลลิลิตร ป่ัน
ให้เขา้กนัน ามายอ่ยโดยปรับอุณหภูมิ 230 องศาเซลเซียล นาน 30 นาที หาก
สารละลายยงัไม่ใส ให้เติมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) หลอดละ 0.2 
มิลลิลิตร แล้วน าไปย่อยต่อท่ีอุณหภูมิ 230 องศาเซลเซียส 30 นาที ท า
เช่นเดิมจนสารละลายใสหลังจากนั้ นทิ้งไว้ให้ เย็นแล้วเติมน ้ ากลั่น  5 
มิลลิลิตร ทิ้งไว ้1 คืนวนัต่อมาน ามาปรับปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตร เก็บ
สารละลายท่ีได้ไวใ้นขวดพลาสติกเก็บไวท่ี้อุณหภูมิห้องส าหรับวิเคราะห์
ต่อไปการกลัน่ เปิดเคร่ืองกลัน่และลา้งเคร่ืองกลัน่ 1 คร้ังดว้ยน ้ากลัน่ 
2.1.2.2 เติมบอริกแอซิดอินดิเคเตอร์ประมาณ 15 มิลลิลิตรลงในขวดรูป
กรวยขนาด 125 มิลลิลิตรน าไปวางไวท่ี้ปลายของเคร่ืองกลัน่โดยให้ปลาย
จุ่มอยูใ่นเติมบอริกแอซิดอินดิเคเตอร์ 
2.1.2.3ปิเปตสารละลายตวัอย่างใบกาแฟท่ีได้ย่อยสลายด้วยกรดซัลฟิวริก 
(Conc.H2SO4) ปริมาตร 10 มิลลิลิตรลงในหลอดกลัน่ 
2.1.2.4 เติมโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ความเข้มข้น 40 % ปริมาตร 1 
มิลลิลิตรกลัน่เป็นเวลา 4 นาที 
2.1.2.4การไทเทรต ไทเทรตสารละลายจากการกลั่นด้วยสารละลาย
มาตรฐานกรดซลัฟิวริก 0.02 นอมอล จนสีสารละลายเปล่ียนจากสีเขียวเป็น
สีม่วงแดง 

บนัทึกปริมาตรกรดท่ีใชเ้พื่อค านวณหาปริมาตรไนโตรเจน 
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ปริมาณไนโตรเจนในตวัอยา่งใบกาแฟ (เปอร์เซ็นต)์ = (Vs-Vb) ×N×0.14×Vd×100 
        W×Va 

  Vs = ปริมาตรสารละลายมาตรฐานกรดซลัฟิวริกท่ีใชไ้ทเทรตตวัอยา่ง (มิลลิลิตร) 
  Vb = ปริมาตรสารละลายกรดซลัฟิวริกท่ีใชไ้ทเทรต blank (มิลลิลิตร) 

N = ความเขม้ขน้กรดซลัฟิวริกมาตรฐาน (0.02 นอมอล) 
Vd = ปริมาตรสารละลายตวัอยา่งพืชท่ีไดจ้ากการยอ่ยสลาย (มิลลิลิตร) 

  W = น ้าหนกัตวัอยา่ง (กรัม) 
Va = ปริมาตรสารละลายตวัอยา่งพืชท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ (มิลลิลิตร) 

2.2 Phosphorus (P) วธีิ Molybdenum-blue Method  
2.2.1 สารเคมี 

2.2.1.1 สารละลายมาตรฐานกรดซัลฟิวริกความเขม้ขน้ 0.02 นอมอล โดย
ละลายกรดซัลฟิวริกความเขม้ขน้ 1 นอมอล ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ในน ้ า
กลัน่และปรับปริมาตรใหเ้ป็น 1 ลิตร 
2.2.1.2 สารละลายวานาเดต (vanadate reagent) ละลายแอมโมเนียมวานา
เดต (NH4VO3) 0.25 กรัมในน ้าเดือด 50 มิลลิลิตรทิ้งไวใ้หเ้ยน็ 
2.2.1.3 เติมกรดเปอร์คลอริก (HCIO4) ความเข้มข้น 70 % ปริมาตร 40 
มิลลิลิตรปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ให ้  เป็น 500 มิลลิลิตร 
2.2.1.4 สารละลายโมลิบเดต (molybdate reagent) ละลายแอมโมเนียมโมลิบ
เดต (NH4)2MO4]6.25 กรัมในน ้ากลัน่และปรับปริมาตรใหเ้ป็น 500 มิลลิลิตร 
2.2.1.5 สารละลายมาตรฐานท่ีมีฟอสฟอรัสความเข้มข้น 100 ppm ท าให้
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ให้แห้งในเดสซิเคเตอร์โดย
ละลายโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)0.0439 กรัมในน ้าและ
ปรับปริมาตรใหเ้ป็น 100 มิลลิลิตร (เก็บในตูเ้ยน็) 

2.2.1.6 กรดเปอร์คลอริคเขม้ขน้ (HCIO4) 
2.2.1.7 กรดไนตริก (HNO3) 
2.2.1.8 กรดไฮโรคลอริก (HCI) 

2.2.2 วธีิการวเิคราะห์ 
2.2.2.1 การย่อยตวัอย่าง ชัง่ตวัอย่างใบกาแฟอบแห้งท่ีบดละเอียดประมาณ 
0.05 กรัม ใส่ลงในหลอดทดลอง เติมกรดเปอร์คลอริกเขม้ขน้ (HCIO4) 0.4 
มิลลิลิตรและกรดไนตริก (HNO3) 0.5 มิลลิลิตรตามล าดบัป่ันให้เขา้กนัปิด
หลอดด้วยพาราฟิล์มทิ้งไว ้1 คืน จากนั้นน ามาย่อยท่ีอุณหภูมิ 100 องศา
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เซลเซียส เพื่อไล่ควนัสีเหลืองของ NO2
- ออกใหห้มดจึงเพิ่มอุณหภูมิเป็น 210 

องศาเซลเซียส ทิ้งไวจ้นตวัอยา่งแห้งอยา่ให้ไหม ้น าออกมาทิ้งไวใ้ห้เยน็แลว้
เติมสารละลายเจือจาง (HCI:H2O อตัราส่วน 1:4) หลอดละ 1 มิลลิลิตรป่ัน
ให้เขา้กนัจากนั้นน ามาตั้งบนเตาท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที
เพื่อไล่ CI- ทิ้งไวใ้ห้เยน็แลว้น ามาปรับปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตร เทใส่ขวด
พลาสติกเก็บไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งส าหรับวเิคราะห์ต่อไป 
2.2.2.2 ปิเปตสารละลายตวัอย่างใบกาแฟท่ีได้จากการย่อยสลายด้วยกรด
ผสม (HNO3และ HCIO4) ปริมาตร 5 มิลลิลิตรลงในหลอดทดลอง 

2.2.2.3 เติมสารละลายวานาเดต ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั 
2.2.2.4 เติมสารละลายโมลิบเดต ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั 
2.2.2.5 วางหลอดทิ้งไวอ้ยา่งนอ้ย 30 นาที 

2.2.2.6 วดัความเข้มของสีด้วยเคร่ือง spectrophotrometer ท่ีความยาวคล่ืน 
420 นาโนเมตร 
2.2.2.7 หาความเขม้ขน้มาตรฐานของฟอสฟอรัสจากกราฟมาตรฐานโดยน า
ค่าดูดกลืนแสงท่ีวดัได้ไปเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน และค านวณหา
ปริมาณฟอสฟอรัสในตวัอยา่งใบกาแฟ 
ปริมาณฟอสฟอรัสในตวัอยา่งใบกาแฟ (ppm) = (C×Vf)×Vd 

        W×Va 
ปริมาณฟอสฟอรัสในตวัอยา่งใบกาแฟ (เปอร์เซนต)์ =  (C×Vf)×Vd ×10-4 

         W×Va 
C= ความเขม้ขน้ฟอสฟอรัสจากกราฟมาตรฐาน (ppm) 
Vf = ปริมาตรสุดทา้ย (15 มิลลิลิตร) 
Vd = ปริมาตรสารละลายตวัอยา่งพืชท่ีไดจ้ากการยอ่ยสลาย (50 มิลลิลิตร) 
W = น ้าหนกัตวัอยา่งพืช (มิลลิลิตร) 
Va = ปริมาตรสารละลายตวัอยา่งพืชท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ (5 มิลลิลิตร) 

2.3 การวเิคราะห์ Potassium (K) โดยวธีิ AAS  
2.3.1 วธีิการวเิคราะห์ 

2.3.1.1 การยอ่ยตวัอยา่งใบกาแฟใชว้ิธีเช่นเดียวกบัการยอ่ยตวัอยา่งใบกาแฟ
เพื่อหาธาตุฟอสฟอรัส 
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2.3.1.2 ปรับความเข้มข้นของสารละลายตัวอย่างโดยปิเปตสารละลาย
ตวัอยา่งมา 0.5 มิลลิลิตรแลว้ปรับปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตรดว้ย volumetric 
flask ขนาด 50 มิลลิลิตร 
2.3.1.3 วดัการเปล่งแสงของสารละลายตวัอยา่ง ดว้ยเคร่ือง AAS ท่ีความยาว
คล่ืน 766.5 นาโนเมตร 
2.3.1.4 หาความเขม้ขน้ของโพแทสเซียมจากกราฟมาตรฐานโดยน าค่าการ
เปล่งแสงท่ีวดัไดไ้ปเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน 

2.3.1.5 ค านวณหาปริมาณโพแทสเซียมในตวัอยา่งใบกาแฟ 
ปริมาณโพแทสเซียมในตวัอยา่งพืช (ppm) = (Cs×Cb)×Vd 

        W 
ปริมาณโพแทสเซียมในตวัอยา่งพืช(%) = (Cs×Cb)×Vd×10-4 

        W 
Cs = ความเข้มข้นของโพแทสเซียมสารละลายตัวอย่างพืชจากกราฟ
มาตรฐาน (ppm) 

Cv = ความเขม้ขน้ของโพแทสเซียมใน blank จากกราฟมาตรฐาน (ppm) 
Vd = ปริมาตรสารละลายตวัอยา่งพืชท่ีไดจ้ากการยอ่ยสลาย (50 มิลลิลิตร) 
W = น ้าหนกัตวัอยา่งพืช (กรัม) 

3.ปริมาณธาตุอาหารในปุ๋ยอินทรียก่์อนใชทุ้กคร้ัง 
pH โดยใช ้pH meter  
Organic Matter (OM) โดยวิธีWalkly& Black   
Total Nitrogen (N) โดยวธีิ Kjeldahl  
Phosphorus (P) โดยวธีิ Molybdenum-blue Method  
Potassium (K) Iron (Fe) Manganese (Mn) Copper (Cu) Zinc (Zn) โ ด ย วิ ธี  AAS ซ่ึ ง

กระบวนการวเิคราะห์เช่นเดียวกบัการวเิคราะห์ธาตุอาหารในพืช 
4. จ  านวนก่ิงใหผ้ลทั้ง lateral และ sublateral บนัทึกทุก 1 เดือน 
5. ผลผลิตต่อพื้นท่ี = จ  านวนตน้/พื้นท่ี×ผลผลิต/ตน้ (จ านวนตน้=พื้นท่ีทั้งหมด/ระยะปลูก)  บนัทึกทุก 
คร้ังท่ีมีการเก็บผลผลิต 
6. ผลผลิตต่อตน้ = จ านวนผล/ตน้×น ้าหนกัผล (จ านวนผล/ตน้=จ านวนขอ้ให้ผล/ตน้×จ านวนผล/ขอ้) 
บนัทึกทุกคร้ังท่ีมีการเก็บผลผลิต 
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ภาพท่ี 3 กาแฟสุกท่ีพร้อมเก็บเก่ียว 
7. ลกัษณะสารกาแฟ  สีของสารกาแฟ   การชิม กล่ิน/รส  เน้ือกาแฟ  ความเป็นกรด โดยการท าสาร
กาแฟเป็นวธีิเปียก (wet method or parchment method) และระดบัการคัว่เป็นแบบ อ่อน กลาง เขม้ 

  

(ก)                                           (ข) 
ภาพท่ี 4 การหมกักาแฟ (ก) และการขดัเมือกและท าความสะอาดเมล็ดกาแฟ (ข) 

7.1 การเตรียมตวัอย่างกาแฟคัว่บดโดยน ากาแฟคัว่บดท่ี freeze dry ไวแ้ล้ว มาละลายในน ้ า 
deionized โดยให้มีความเขม้ขน้ 2 µg/µl แล้วกรองด้วย filter membrane จะได้น ้ าตวัอย่างท่ี
พร้อมจะฉีดเขา้เคร่ืองน าค่าท่ีวิเคราะห์ได้มาเปรียบเทียบกบั standard ของสาร epicatechin 
(EC), epigallocatechingallate (EGCG), epigallocatechin (EGC) 
7.2 การเตรียม mobile phase โดย Conc.H2SO4 0.453 มิลลิลิตรกบั ethyl acetate 20 มิลลิลิตร
และเติมน ้า deionized 860 มิลลิลิตรเขา้ดว้ยกนัแลว้กรองดว้ย filter membrane หลงัจากนั้น
เติม acetonitrile 120 มิลลิลิตร จะได ้mobile Phase ท่ีมี pH ประมาณ 1.85 ปริมาตร 1000 
มิลลิลิตร 5.3 condition ของ HPLC โดย columm ODS2 5 µ - C18 4.6 × 250 mm และ 
detector UV ท่ีความยาวคล่ืน 280 nm ใชอ้ตัราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที 

8. ปริมาณสาร caffeine ซ่ึงระดบัการคัว่เป็นแบบอ่อน กลาง เขม้ (อดิเรก, 2553) 
การวเิคราะห์ปริมาณคาเฟอีนในสารกาแฟอราบิกา้ 

8.1 อุปกรณ์และเคร่ืองมือ 
8.1.1 เคร่ืองชัง่อิเล็กทรอนิกส์ ทศนิยม 4 ต าแหน่ง 
8.1.2 เคร่ืองแกว้ในหอ้งปฏิบติัการทดลอง 
8.1.3 น ้า deionized 
8.1.4 ตูอ้บ (Hot air ovent) 
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8.1.5 กระดาษกรองไนลอนเมมเบรน (nylon membrane) ขนาด 0.45 µm × 
47 µm  

8.1.6 Syring filter Nylon ขนาด 0.45 µm × 13 µm 
8.1.7 เคร่ืองโครมาโตกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสูง (high-performance 
liquid chromatographic; HPLC) ยีห่อ้ shimadzu รุ่น LC-10AD 
8.1.8 column HPLC (Platinum™ C18Rocket™, 53 นาโน เมตร×7 นาโน
เมตร×3 ไมโครเมตร)  
8.1.9 ตวักรองสารก่อนเขา้ column (platinum™ C18 all-guard™ cartridges) 

8.2 สารเคมี 
8.2.1 acetonitrile for HPLC 
8.2.2 trifluoroacetic acid 
8.2.3 caffeine standard 

8.3 วธีิการวเิคราะห์ 
8.3.1 การวิเคราะห์ปริมาณคาเฟอีนในสารกาแฟ โดยน าน ้ าสกดักาแฟ มา
กรองดว้ย filter member ขนาด 0.45 ไมโครเมตร จะไดน้ ้ าดว้ยอย่างท่ีพร้อม
จะฉีดเขา้เคร่ือง HPLC น าค่าท่ีวิเคราะห์ได้มาเปรียบเทียบกบัค่ามาตรฐาน
ของสารคาเฟอีน 
8.3.2 การเตรียมสาร mobile phase โดยตวง acetonitrile 130 มิลลิลิตร กบัน ้ า 
deionized 870 มิ ล ลิ ลิตรและ เติ ม  trifluoroacetic acid0.1 มิ ล ลิ ลิ ตร เข้ า
ด้วยกัน แล้วกรองด้วย filter nylon membrane ขนาด 0.45 ไมโครเมตร จะ
ได ้mobile phase ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 
8.2.3 สภาพของHPLC โดย column platinum™ C18 rocket™, 53 นาโน
เมตร × 7 นาโนเมตร × 3 ไมโครเมตร และ detector UV ท่ีความยาวคล่ืน 
280 นาโนเมตร ใชอ้ตัราการไหล 2.2 มิลลิลิตรต่อนาที 

9.ปริมาณสาร epicatechin (EC), epigallocatechingallate (EGCG), epigallocatechin (EGC)  
สถานท่ีใชใ้นการด าเนินการวจิยัและรวบรวมขอ้มูล 
1. พื้นท่ีทดลอง สวนกาแฟบริษทั ชาสยาม จ ากดั และ พื้นท่ีจริงของเกษตรกร หมู่บา้นห้วยตาด ต าบล
อินทขิล อ าเภอแม่แตง จงัหวดัเชียงใหม่ 
2. หอ้งปฏิบติัการกลางคณะเกษตรศาสตร์มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ 
เร่ิมตั้งแต่เดือน มิถุนายน 2555 ถึง มิถุนายน 2556 
 


