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บทท่ี 3 
 

อุปกรณและวิธีการทดลอง 
 

การเล้ียงเพิ่มปริมาณดวงงวงขาว 
การเพาะเล้ียงดวงงวงขาวในเมล็ดขาว เพื่อใชในการทดลองแยกแมลงแตละระยะการ

เจริญเติบโต ไดแก ระยะไข หนอน ดักแดและตัวเต็มวัย ทําการเล้ียงดวงงวงขาวท่ีอุณหภูมิหอง 
25°C ความชื้นสัมพัทธ 70% โดยใชเมล็ดขาวสารท่ีเปนพืชอาหาร ซ่ึงเมล็ดขาวท่ีจะนํามาเล้ียงตอง
ผานการแชแข็ง 2-3 วัน เพ่ือปองกันไมไหมีแมลงชนิดอ่ืนติดมากับเมล็ด แลวทําการปรับความช้ืน
ของเมล็ดขาวเปน 18% เพื่อใหเหมาะสมตอการเจริญของแมลง กอนนําไปใชในการเพาะเล้ียงดวง
งวงขาว เพาะเล้ียงดวงงวงขาวในกลองพลาสติกทรงกระบอกฝาปดตาขายถ่ี ขนาดเสนผาน
ศูนยกลาง 12 เซนติเมตร สูง 9 เซนติเมตร (ภาพ 3.1) โดยใสตัวเต็มวัยของดวงงวงขาวลงไป
ประมาณ 300 ตัวตอกลอง ท้ิงไวเปนระยะเวลา 5 วัน เพื่อใหแมลงมีการผสมพันธุและวางไข 
จากนั้นทําการรอนแมลง โดยนําตัวเต็มวัยใสลงในกระปองพลาสติกท่ีใสขาวใหม สวนขาวสารท่ี
รอนนํากลับมาใสกระปองพลาสติกเดิม เพื่อใหไดไขของดวงงวงขาวเจริญพรอมเพรียงกัน และมี
อายุใกลเคียงกันในแตละระยะการเจริญเติบโต 

 

 
 
ภาพ 3.1 กลองพลาสติกทรงกระบอกฝาปดตาขายถ่ี ขนาดเสนผานศูนยกลาง 12 เซนติเมตร  

 สูง 9 เซนติเมตร ใชสําหรับเล้ียงดวงงวงขาว
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วิธีการเตรียมแมลงในแตระยะการเจริญเติบโตเพ่ือใชในการทดลอง 
ระยะไข (ภาพ 3.2) นําดวงงวงขาวตัวเต็มวัยจํานวน 100 ตัวใสลงในกลองพลาสติกฝาปดตา

ขายถ่ี ขนาดบรรจุเมล็ดได 500 กรัม ท่ีบรรจุขาวสารที่ผานการแชแข็งมาแลวและปลอยใหอยูใน
สภาพอุณหภูมิหอง แมลงจะมีการผสมพันธุและวางไขเปนระยะเวลา 3 วัน จากน้ันรอนโดยใช
ตะแกรง คัดแยกเมล็ดขาวและตัวเต็มวัยของดวงงวงขาวออกจากกัน นําเมล็ดขาวมายอมสีเพื่อ
จําแนกเมล็ดขาวปกติออกจากเมล็ดขาวท่ีมีไขดวงงวงขาว ดวยการแชเมล็ดขาวในน้ํายา acid fuchsin 
0.05% ซ่ึงถูกทําใหเจือจาง โดยการเติม glacial acetic acid 50 มิลลิลิตร และนํ้ากล่ัน 950 มิลลิลิตร 
ประมาณ 3 นาที (Frankenfeld, 1950) ซ่ึงเมล็ดขาวท่ีมีดวงงวงขาวมาวางไขจะเห็น egg plug      
(ภาพ 3.3) ปรากฏอยู ท้ังนี้การยอมจะใชความเขมขนของสียอมและเวลานอยท่ีสุดท่ีทําใหเห็นไข
และทําใหไขสามารถฟกเปนตัวหนอนไดตามปกติ  คัดแยกเมล็ดขาวสารท่ีมีไขโดยแยกจากเมล็ดท่ี
เห็น egg plug  นําไขของดวงงวงขาวท่ีไดไปใชในการทดลอง 

 

  
ภาพ 3.2 ไขของดวงงวงขาว (Sitophilus oryzae Linnaeus) ท่ีตรวจพบจากการยอมสีดวย 

 acid fuchsin (ก) และไขของดวงงวงขาวท่ีไมผานการยอมสี (ข) 
 

  
ภาพ 3.3 ลักษณะ egg plug ของดวงงวงขาวท่ีปรากฏบนเมล็ดขาวสารท่ีผานการยอมสีดวยน้ํายา  

 acid fuchsin 0.05% (ก) และ egg plug บนขาวสารปกติซ่ึงจะสังเกตไดยาก (ข) 

(ข) (ก) 

(ก) (ข) 
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ระยะหนอน (ภาพ 3.4) นําดวงงวงขาวตัวเต็มวัยจํานวน 100 ตัวใสลงในกลองพลาสติกฝา
ปดตาขายถ่ี ขนาดเสนผานศูนยกลาง 12 เซนติเมตร สูง 9 เซนติเมตร ท่ีบรรจุขาวสารท่ีผานการแช
เย็นมาแลว จากน้ันท้ิงไว 7 วันเพื่อใหมีการผสมพันธุและวางไข แลวทําการรอนโดยใชตะแกรง คัด
แยกเมล็ดขาวและตัวเต็มวัยของดวงงวงขาวออกจากกัน จากน้ันจึงปลอยใหไขฟกออกมาเปนตัว
หนอน ซ่ึงจะใชเวลาประมาณ 20-25 วัน คัดแยกเมล็ดท่ีมีตัวหนอนซ่ึงจะมีลักษณะสีขาว สังเกตเห็น
ผงสีขาวคลายผงแปง (ภาพ 3.5 (ก)) เปรียบเทียบกับเมล็ดขาวปกติท่ีมีสีขาวเรียบสมํ่าเสมอ         
(ภาพ 3.5 (ข)) เมล็ดขาวสารท่ีมีหนอนของดวงงวงขาวจะถูกคัดเลือกจากการสังเกตและนําไปใชใน
การทดลอง 

 

 
ภาพ 3.4 ดวงงวงขาวระยะหนอนโดยการผาเมล็ดขาวสาร และนําตัวหนอนออกมา 

 

   
ภาพ 3.5 เมล็ดขาวสารที่มีตัวหนอน (ก) และเมล็ดขาวสารปกติ (ข) ของดวงงวงขาว 

 
 
 
 
 

(ก) (ข) 
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ระยะดักแด (ภาพ 3.6) ใชการเตรียมเชนเดียวกันกับระยะหนอนเพียงแตท้ิงไวประมาณ    
25-30 วัน เพื่อใหหนอนเขาดักแด 

 

   
ภาพท่ี 3.6 ดวงงวงขาวระยะดักแดดานหนา (ventral view) (ก) 

   ดวงงวงขาวระยะดักแดดานหลัง (dorsal view) (ข) 
 
ระยะตัวเต็มวัย (ภาพ 3.7) ใชการเตรียมเชนเดียวกันกับระยะหนอน จนกระท่ังแมลงพัฒนา

ไปเปนดักแด และกลายเปนตัวเต็มวัย ซ่ึงจะใชเวลาประมาณ 30-35 วัน 
 

 
ภาพ 3.7 ดวงงวงขาวตัวเต็มวยั 

 
เคร่ืองผลิตโอโซน (ozone generator) 
 เคร่ืองผลิตโอโซน (ozone generator) รุน WAO-2501 (Asia Industry IN) มีหัวปลอยกาซ   
1 หัว ใชพลังงานกระแสไฟฟาสลับ 220 โวลต ความถ่ี 50 Hz พลังงานไฟฟา 18 วัตต ซ่ึงเคร่ืองนี้
สามารถผลิตโอโซนไดความเขมขน 60 ppm (ภาพ 3.8) 
 

(ก) (ข) 
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ภาพ 3.8 เคร่ืองผลิตโอโซน 

 
ozone chamber 
 ภาชนะทําจากแกวหรือวัสดุท่ีทําจากพลาสติกอ่ืน ๆ มีขนาดกวาง 12.5 เซนติเมตร ยาว 25 
เซนติเมตร สูง 21 เซนติเมตร เช่ือมตอกับเคร่ืองผลิตโอโซน (ภาพ 3.9) 
 

 
ภาพ 3.9 ภาชนะทรงส่ีเหล่ียมขนาด 12.5x25x21 เซนติเมตร ท่ีใชในการทดสอบหาระดับ 

 ความเขมขนและระยะเวลาที่เหมาะสมในการกําจัดดวงงวงขาวในขาวสาร 
 
3.1 การศึกษาหาอัตราการฟกไขของดวงงวงขาวท่ียอมสีดวย acid fuchsin 0.05% 

นําดวงงวงขาวตัวเต็มวัยประมาณ  300 ตัวใสลงในกลองพลาสติกฝาปดตาขายถ่ี ขนาดเสน
ผานศูนยกลาง 12 เซนติเมตร สูง 9 เซนติเมตร ท่ีบรรจุขาวสารท่ีผานการแชแข็งมาแลว และปลอย
ท้ิงไวในอุณหภูมิหอง จากนั้นท้ิงไว 5 วันเพื่อใหมีการผสมพันธุและวางไข แลวทําการรอนโดยใช
ตะแกรง คัดแยกเมล็ดขาวและตัวเต็มวัยของดวงงวงขาวออกจากกัน นําเมล็ดขาวมายอมสีเพื่อ
จําแนกเมล็ดขาวปกติออกจากเมล็ดขาวท่ีมีไขดวงงวงขาว ดวยการแชเมล็ดขาวในน้ํายา acid fuchsin 
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0.05% ซ่ึงถูกทําใหเจือจาง โดยการเติม glacial acetic acid 50 มิลลิลิตร และนํ้ากล่ัน 950 มิลลิลิตร 
ประมาณ 3 นาที (Frankenfeld, 1950) ซ่ึงเมล็ดขาวท่ีมีดวงงวงขาวมาวางไขจะเห็นรองรอยการ
วางไขฝงอยูท่ีผิวของเมล็ดขาวหรือเรียกวา egg plug ภายใตกลองจุลทรรศนสเตริโอแยกเมล็ดที่เห็น 
egg plug  ซ่ึงในขาวสาร 1 เมล็ดจะมีไขของแมลง 1 ฟอง จากน้ันคัดแยกเมล็ดขาวสารท่ีมีไขไปเล้ียง
เดี่ยว โดยบรรจุเมล็ดท่ีมีไขลงในจานหลุมขนาดเล็ก 96 หลุม (96 well plate) หลุมละ 1 เมล็ด (ภาพ 
3.10) เล้ียงไขของดวงงวงขาวในหองปฏิบัติการท่ีมีอุณหภูมิระหวาง 28-32°C ในกลองปรับ
ความชื้นสัมพัทธท่ี 75% (ภาพ 3.11) จนกระท่ังแมลงเจริญเปนตัวเต็มวัย จึงตรวจนับแมลงท่ี
สามารถเจริญเปนตัวเต็มวัยได นําผลที่ไดเปรียบเทียบกับไขของดวงงวงขาวท่ีไมผานการยอมสี    
ซ่ึงทุกกรรมวิธีทําการทดลอง 4 ซํ้า 

 

 
ภาพ 3.10 จานหลุมขนาดเล็ก 96 หลุม (96 well plate) บรรจุขาวสารที่ใชในการแยกไขของ 

   ดวงงวงขาวเล้ียงเดี่ยว โดยขาวสาร 1 เมล็ดมีไข 1 ฟอง 
 

 
ภาพ 3.11 กลองปรับความช้ืนสัมพัทธ 75% ดวยสารละลายอ่ิมตัวของเกลือโซเดียมคลอไรด 

   ท่ีใชในการเล้ียงดวงงวงขาว 
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3.2 การศึกษาประสิทธิภาพกาซโอโซนในการกําจัดดวงงวงขาวในแตละระยะการเจริญเติบโต 
การทดลองนีมี้วัตถุประสงคเพื่อศึกษาหาระยะการเจริญเติบโตของดวงงวงขาวท่ีมีการตาย

นอยท่ีสุดหลังจากการผานกาซโอโซนโดยตรง ซ่ึงมีวิธีการดังนี้  
ระยะไข เตรียมดวงงวงขาวระยะไขโดยการปลอยใหดวงงวงขาว ประมาณ 300 ตัววางไข

ในขาวสารประมาณ 500  กรัม เปนเวลา 3 วัน รอนแยกตัวเต็มวัยออก คัดแยกเมล็ดท่ีมีไขภายใต
กลองจุลทรรศนสเตริโอ ซ่ึงเมล็ดขาวสารท่ีมีไขจะเห็น egg plug อยูท่ีผิวของเมล็ดขาวสารเปนจุดสี
ขาวขุน นําเมล็ดท่ีมี egg plug จํานวน 30 เมล็ดใสในถวยพลาสติกทรงกระบอกขนาดเสนผาน
ศูนยกลางท่ีปากถวย 5 เซนติเมตร สูง 2.5 เซนติเมตร (ภาพ 3.12) นําไปผานกาซโอโซนที่ความ
เขมขน 60 ppm เปนเวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปเล้ียงในหองปฏิบัติการอุณหภูมิระหวาง 28-32°C 
ในกลองปรับความช้ืนสัมพัทธท่ี 75% ตรวจนับจํานวนตัวเต็มวัยท่ีรอดชีวิต หรือไขของดวงงวงขาว
ท่ีสามารถเจริญเปนตัวเต็มวัยได หลังจากการไขประมาณ 34 วัน เปรียบเทียบกับชุดควบคุมโดยท่ี
แมลงไมไดรับกาซโอโซน 

 

 
ภาพ 3.12 ถวยพลาสติกขนาดเสนผานศูนยกลาง 5 เซนติเมตร สูง 2.5 เซนติเมตร ท่ีใชบรรจุ 

   ดวงงวงขาวในระยะไข หนอน และดักแด ซ่ึงอยูภายในเมล็ดขาวสารเพ่ือใชทดลองปลอย 
   กาซโอโซนเปนระยะเวลาตางๆ 
 
ระยะหนอน เตรียมแมลง โดยคัดเลือกเมล็ดท่ีมีตัวหนอนท่ีมีอายุประมาณ 20-25 วัน

หลังจากแมลงวางไข เมล็ดท่ีมีตัวหนอนเขาทําลายสังเกตไดจาก เมล็ดท่ีมีสีขาวขุน มีผงของขาวสาร
หรือมูลของหนอนติดอยู เนื่องจากตัวหนอนกัดกินภายใน ใชเมล็ดขาวท่ีมีหนอนจํานวน 30 ตัว ใส
ลงในถวยพลาสติกทรงกระบอก ขนาดเสนผานศูนยกลาง 5 เซนติเมตร สูง 2.5 เซนติเมตร นําไป
ทดลองผานกาซโอโซนท่ีความเขมขน 60 ppm เปนเวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปเล้ียงใน
หองปฏิบัติการอุณหภูมิระหวาง 28-32°C ในกลองปรับความช้ืนสัมพัทธ 75% ตรวจนับจํานวนตัว
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เต็มวัยท่ีรอดชีวิต หรือหนอนของดวงงวงขาวท่ีสามารถเจริญเปนตัวเต็มวัยได หลังจากระยะหนอน
ประมาณ 22 วัน เปรียบเทียบกับชุดควบคุม  
  ระยะดักแด เตรียมดักแดเชนเดียวกับวิธีการเตรียมแมลงในระยะหนอน โดยใชเวลา 26-33 
วัน หลังจากแมลงวางไข ใชเมล็ดขาวท่ีมีดักแดจํานวน 30 ตัว ใสลงในภาชนะ แลวนําไปทดสอบ
ทดลองผานกาซโอโซนท่ีความเขมขน 60 ppm เปนเวลา 2 ช่ัวโมง เปรียบเทียบกับชุดควบคุม 
จากนั้นนําไปเล้ียงในหองปฏิบัติการอุณหภูมิระหวาง 28-32°C ในกลองปรับความชื้นสัมพัทธ 75% 
ตรวจนับจํานวนตัวเต็มวัยท่ีตายหรือดักแดท่ีไมสามารถเจริญเปนตัวเต็มวัยได หลังจากการทดลอง 
10 วัน  

 ระยะตัวเต็มวัย เตรียมแมลงตัวเต็มวัย ท่ีมีอายุไมเกิน 2 สัปดาหจํานวน 30 ตัว ใสลงใน
ภาชนะ แลวนําไปทดสอบเชนเดียวกับระยะหนอนและระยะดักแด แลวตรวจนับจํานวนแมลงตัว
เต็มวัยของดวงงวงขาวท่ีตายหลังการทดสอบดวยกาซโอโซนหลังจากเวลาผานไป 3 วัน  

ทุกระยะการเจริญเติบโตของดวงงวงขาวทําการทดลอง 4 ซํ้า และนําจํานวนแมลงท่ีรอด
คํานวณหาจํานวนแมลงตาย นําผลท่ีไดวิเคราะหขอมูลดวยการวิเคราะหความแปรปรวน และ
เปรียบเทียบความแตกตางระหวางคาเฉล่ีย โดยวิธี Least Significant Difference (LSD) 
 
3.3 การศึกษาหาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการใชกาซโอโซนกําจัดดวงงวงขาวท่ีมีความทนทานตอ 
      กาซโอโซนมากท่ีสุด 

การทดลองนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือหาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการกําจัดดวงงวงขาวท่ีมีความ
ทนทานตอกาซโอโซนมากท่ีสุดจากการทดลอง 3.2 หลังจากการผานกาซโอโซนเปนระยะเวลา      
2 ช่ัวโมง โดยการนําดวงงวงขาวท่ีมีระยะทนทานท่ีสุด นําไปทดลองผานกาซโอโซนโดยตรงท่ี
ความเขมขน 60 ppm เปนเวลา 6, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมง ทําการตรวจนับแมลงที่ตายหลัง
การผานโอโซนแลวนําไปเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 

ทุกกรรมวิธีทํา 4 ซํ้า และนําผลท่ีไดวิเคราะหขอมูลดวยการวิเคราะหความแปรปรวน และ
เปรียบเทียบความแตกตางระหวางคาเฉล่ีย โดยวิธี Tukey HSD 

 
3.4 ประสิทธิภาพการใชกาซโอโซนในการกําจัดดวงงวงขาวเพื่อหาการตายอยางสมบูรณใน 
      ภาชนะบรรจุขาวสาร 

หลังจากการศึกษาหาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการใชกาซโอโซนกําจัดดวงงวงขาวท่ีมีการ
ตายนอยท่ีสุดจากการทดลองท่ี 3.3 ในการทดลองนี้จึงเปนการศึกษาหาการตายอยางสมบูรณ
หลังจากผานกาซโอโซนในการใชกําจัดดวงงวงขาวในภาชนะท่ีบรรจุขาวสาร มีวิธีการดังนี้ 
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นําดวงงวงขาวท่ีมีระยะทนทานท่ีสุดหลังจากการผานกาซโอโซนโดยตรง นําไปทดลอง
ผานกาซโอโซนพรอมกับขาวสารปริมาณ 200 กรัม บรรจุอยูในถุงผาไนลอน ขนาด 6x6 นิ้ว โดยใช
กาซโอโซนท่ีระดับความเขมขน 60 ppm โดยนําถุงบรรจุขาวสารพรอมกับแมลงผานกาซโอโซน 
เปนเวลาที่ทําใหแมลงมีการตายอยางสมบูรณ 100% ทําการตรวจนับแมลงท่ีตายหลังการผาน
โอโซนแลวนําไปเปรียบเทียบกับชุดควบคุม ทุกกรรมวิธีทํา 4 ซํ้า 
 
3.5 การศึกษาคุณขาวภาพทางกายภาพและคุณภาพทางเคมีของขาวหลังจากการใชโอโซนกําจัด 
      ดวงงวงขาวในเมล็ดขาวสาร 

การทดลองศึกษาการเปล่ียนแปลงคุณภาพของเมล็ดขาว หลังจากการผานโอโซนในระดับ
ความเขมขนและระยะเวลาท่ีสามารถกําจัดดวงงวงขาวได เปรียบเทียบกับชุดควบคุม โดย
ทําการศึกษาคุณภาพของขาวดังน้ี 

 
3.5.1 การวัดคุณภาพขาวทางกายภาพ 
3.5.1.1 การวัดสีของขาว 
การวัดสีของขาวโดยใชเคร่ืองวัดสี Colorimeter (Color Quest XE, USA) ซ่ึงหลักการของ

เคร่ือง Color Quest XE ใชหลักตกกระเจิงของแสง คาท่ีไดจากเคร่ืองมือเปนคา L*, a*, b* 
คา L* เปนคาท่ีแสดงถึงความสวาง (lightness) ท่ีมีคาเทากับ 0 แสดง ถึง วัตถุเขาใกลสีดํา 

หรือมีสีมืดที่สุด หาก L* มีคาเทากับ 100 วัตถุมีสีขาว หรือสวางท่ีสุด 
คา a*  เปนคาท่ีแสดงความเปนสีแดง หรือความเปนสีเขียว โดยท่ีคา a* เปนบวก แสดงถึง

วัตถุมีสีแดง หากสีมีคาเปนลบ  แสดงถึง วัตถุมีสีเขียว 
คา b*  เปนคาท่ีแสดงความเปนสีเหลือง หรือสีน้ําเงิน โดยท่ีคา b* เปนบวก   แสดงถึงวัตถุ

มีสีเหลือง หากมีคาเปนลบ หมายถึงวัตถุมีสีน้ําเงิน 
โดยคา a* และ b* มีคาอยูระหวาง -60 ถึง +60  
คาดัชนีความขาว (whiteness index) = 100 - [(100 - L*)2 + a*2 + b*2]1/2  

 
3.5.1.2 การวิเคราะหความชื้น (ISTA, 1999) 
วิเคราะหความช้ืนขาวโดยนําตัวอยางขาวมาบดใหกลายเปนแปง นําไปชั่งน้ําหนัก 5 กรัม

แลวทําการอบตัวอยางขาว พรอมกลองอลูมิเนียม (can) ดวยความรอน (hot air oven) ท่ีอุณหภูมิ 
130°C   เปนระยะเวลา 2 ช่ัวโมง คํานวณหาปริมาตรความช้ืนจากสูตร 
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ความช้ืน (%) =  

 AB

CB


 100  

 เม่ือ  A =  น้ําหนกักลองอลูมิเนียมพรอมฝา 
  B =  น้ําหนกักลองอลูมิเนียมพรอมฝา และขาวกอนอบ 
  C = น้ําหนกักลองอลูมิเนียมพรอมฝา และขาวหลังอบ 
 

3.5.2 การวัดคุณภาพขาวทางเคมี 
การวิเคราะหปริมาณสารหอม (2-acetyl-1-pyrroline, 2AP)   
การวิเคราะหปริมาณในขาวสารขาวดอกมะลิ 105 ท่ีผานการกาซโอโซนเปรียบเทียบ

ขาวสารที่ไมผานกาซโอโซน โดยใชเคร่ือง Gas Chromatography ณ หองปฏิบัติการวิจัยเคมขีองขาว 
ภายใตการดํ า เนินงานของศูนยบริการวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี  คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม (ศวท.-มช.) ผลท่ีไดเปนปริมาณของสาร 2-acetyl-1-pyrroline (Tinakorn et 
al., 2006) 


