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ภาคผนวก ก
การศึกษาปริมาณฟรักโทสและแอมโมเนียมซ,ลเฟตทีIหมาะสมในอาหารเพ ือการผลิต (ข ั้นตอนท ี่ 1)

ว ิธ ีการเล ียงเช ือในอาหารเท ือการผล ิตแบบ 2 ข ันตอน เป ็นว ิธ ีซ ึ่งไดร ับการปร ับปร ุงโดย  

D o i และ Sawaguchi (1990) (อางถ ึงใน D o i, 1990) เน ื่องจากการผล ิตโคพอล ิเมอรในระด ับ

อ ุตสาหกรรมประสบป ัญหาในการเตร ียมกล ้าเช ื้อปร ิมาณ มาก เพ ื่อให ้พอเพ ียงสำหร ับการใช ้เป ็น

เซลลเร ิมตนในข ันตอนการผล ิตซ ึ่งใช ื้แหลงคารบอนบางชน ิด เป ็นกรด ด ังน ั้น เพ ื่อ ให ้สามารถใช ้

เซลลเร ิ่มตนปร ิมาณนอยลงจ ึงแบ ่งข ั้นตอนการเล ี้ยงเช ื้อในอาหารเพ ื่อการผล ิตเป ็น 2 ข ั้นตอน โดย 

ข ันท ี่ 1 เป ็นการเพ ิ่มปร ิมาณ เซลลห ้วยการเต ิมฟร ักโทสหร ือกล ูโคส และแอมโมเน ียมช ัลเฟตปร ิมาณ  

ท ี่เหมาะสม (ทำให ้อย ู่ในภาวะการเล ี้ยงเช ื้อท ี่สารอาหารม ีความสมด ุลย) เพ ื่อให ้เซลลใช ้แหลง

คารบอนด ังกลาวเพ ื่อการเจร ิญ เต ิบโตม ิใชเพ ื่อนำไปใช ้ส ังเคราะห PHB (พ บ วาม ีการนำไป ใช ้

ส ังเคราะห PHB แตเป ็นปริมาณห ้อย) เม ื่อเล ี้ยงเช ื้อจนไห ้ปร ิมาณเซลลมากพอ จ ึงเต ิมแหลง

คารบอนและแอมโมเน ียมช ัลเฟตปร ิมาณ ท ี่เหมาะสมสำร ับการผล ิตโคพอล ิเมอร (ทำให ้อย ู่ในภาวะ  

การเล ี้ยงเช ื้อท ี่สารอาหารขาดความสมด ุลยกลาวค ือ ม ีปร ิมาณ แหลงคารบอนมากเก ินพอในขณะท ี่

แหลงไนโตรเจนถ ูกจำก ัด ) โดยม ีการศ ึกษาแล ้ววา PHB ท ี่ถ ูกสร ้างข ึ้น ในข ั้นตอนแรกของการเล ี้ยง  

เช ือ จ ะถ ูก น ำ ไป ใช เม ื่อ เล ีย ง เช ือ ให อ ย ู่ภ าว ะส ารอ าห ารแ ล ะ โค พ อ ล ิเม อ รจ ะค ูก ส รางข ึน ม าแ ท น  

ด ังป ันงานว ิจ ัยน ีจ ึงศ ึกษาว ิธ ีการเล ียงเช ือในอาหารเพ ื่อการผล ิตแบบ 2 ข ันตอน โดยใชว ิธ ีก ารด ังท ี่ไห  ้

กลาวมาแลวขางตน เป ็นแนวทางในการศ ึกษา จ ึงศ ึกษาหาปร ิมาณ ฟร ักโทส และแอมโมเน ีย

มช ัลเฟตท ี่เหมาะสมตอการเล ี้ยงเช ื้อข ั้นตอนท ี่ 1 ว ิธ ีการค ือ จากร ูปแบบการเต ิบโตของ

A lc a l ig e n e s  sp. A -04  ท ี่เล ี้ยงในอาหารเล ี้ยงกล ้าเช ื้อช ุดควบค ุม (ด ังแสดงในร ูปท ี่ 12) เลือกกล้าเชื้อ 

อาย ุตางๆมาเล ี้ยงในอาหารเพ ื่อการผล ิต (ตามว ิธ ีการทดลองในช ้อ 4.3) ซ ึ่งม ีปร ิมาณแอมโมเน ียม  

ชัลเฟต 0.1 กร ัมตอล ิตร แปรผ ันปร ิมาณ ฟ ร ัก โทส  5 10 และ 15 กรัมตอล ิตร เพ ื่อหาชวง

ความเช ้มข ั้นของฟร ักโทสท ี่เหมาะสม พบวากล้าเช ื้อ A lc a l ig e n e s  sp. A -04  อายุ 16 ช ั่วโมงเช ื้อ  

ม ีการเต ิบโตในอาหารเพ ื่อการผล ิตด ีท ี่ส ุด  และม ีการเต ิบ โตไห ้ห ้าหน ัก เซลลแห ้งส ูงส ุด ไมแตกตางก ัน  

ในท ุกความเขมขนของปร ิมาณ ฟร ักโทส (1.26 1.30 และ 1.24 กรัมตอล ิตร ตามลำด ับ) ด ังป ันจ ึง  

เล ือกศ ึกษาหาปร ิมาณ ท ี่เหมาะสมของฟร ัก โทสในชวง 5 กรัมตอล ิตร การทดลองตอมาเป ็น

การหาปร ิมาณ แอมโมเน ียมซ ัลเฟตท ี่เหมาะสมตอการเต ิบโตของ A lc a l ig e n e s  sp. A -04  โดยเลือก  

แปรผ ัน ในชวง 0.2 และ 0.3 ตอปร ิมาณ ฟร ัก โทส 3 4 5 และ 6 กรัมตอล ิตร พบวา

A lc a l ig e n e s  sp. A -04  อายุกลาเชือ 16 ช ั่วโมงจากอาหารเล ียงกลาเช ือช ุดควบค ุม เม ื่อนำมาเลียงใน  

อาหารเพ ื่อการผล ิตท ี่ม ีปร ิมาณแอมโมเน ียมซ ัลเฟต 0.3 กร ัมตอล ิตร และเต ิมฟร ัก โทส 5 กรัมตอลิตร
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ม ีการเต ิบโตโดน,าหน ัก เซลลแห ้งส ูงส ุด  1.96 กรัมตอลิตร ใน ช ั่ว โม งท ี่ 36 โดยเป ็นกล ้าเช ื้อท ี่ม ีประ  

ส ิทธ ิภาพในการผล ิต  P H A  50 เปอรเซ ็นตตอนาหน ักเซลลแห ้ง (ในระยะเวลาการผล ิตส ูงส ูดช ั่ว โมงไ ' .  , . . ' "  ̂ : " V  ;
ที 48) และสามารถใชฟ ร ัก โทสจนหมดกอนช ัว โม งท ี 36 ซ ึงทำใหสามารถเต ิมแหลงคารบอน

สำหร ับการผล ิตข ั้นตอนท ี่ 2 ไล ้ในขณ ะท ี่เช ื้อม ีการเต ิบ โตส ูงส ุด  (ใน ช ั่ว โม งท ี่ 36) และกอนถ ึงระยะ  

เวลาการผล ิตส ูงส ุด จ ึงเล ือกปร ิมาณ ฟร ักโทส และแอมโมเน ียมช ัลเฟตด ังกล ่าวให ้เป ็นภาวะท ี่เหมาะ  

สมตอการเล ียงเช ือในอาหารเพ ื่อการผล ิตข ั้นตอนท ี่ 1



ภาคผนวกข
การเตรียมกราฟมาตรฐาน สูตรอาหาร และสารเคมีท่ีใช้ในงานวิจัย

1. การเตรียมกราฟมาตรฐานระหวาง ODeoo กับนำหนักเซลลเปียก และ0 D 600 กับนํ้าหนักเซลล 
แหง (กรัมตอลิตร) ของ A l c a l i g e n e s  sp. A -04  เมือเลิยงในอาหารสำหรับเตรียมกล้าเชื้อ

เตร ียมห ัวเช ือของ A lc a l ig e n e s  sp. A-04 ใหม ีความเขมขนเร ิ่มต ้น  โดยวัดคา 0 D (1110 ะ=
0.35-0.40 นาโนเมตร ถายเชือ 1 มิลล ิล ิตร (2% ตอปริมาตรอาหารเล ี้ยงเช ื้อ) ลงในอาหารสำหรับ 
เล ียงกลาเช ือปริมาตร 50 มิลล ิล ิตร ซ ึ่งบรรจ ุอย ู่ในขวดทดลองปร ิมาตร 250 มิลล ิล ิตร เล ี้ยงเช ื้อจนไต้ 
อายุเช ื้อท ี่ต ้องการ ตวงน ื้าหม ักปร ิมาตร 10, 20, 40, 60, และ 80 มิลล ิล ิตร ห ันแยกเซลลออกจาก  

นำหมักที่ 5,000 รอบต ่อนาท ี นาน 10 นาที นำเซลลมาละลายในน ื้ากล ั่นปร ิมาตร 40 มิลล ิล ิตร ผสม  

ให้เป ็น!นื้อเด ียวก ัน นำแตละต ัวอยางมาเจ ือจางให ้ไต ้ค ่า O D (S00 ในช ่วง 0.1-0.6 บ ันท ึกผลการทดลอง 
ป ิเปตตัวอยาง 10 ม ิลล ิล ิตร กรองผ ่านเมมเบรน 0.45 ไมครอนท ี่ท ราบนำหน ัก เป ียกและแห้งแลว 
นำมาชั่งหานำหน ักเซลลเป ียก (กร ัมตอล ิตร) แลวนำไปอบแหงจนนำหน ักคงท ี่ เพ ื่อหานำหน ัก เซลล 
แหง (กร ัมตอล ิตร) นำคาท ี่ไดสรางกราฟมาตรฐานระหวาง O D 600 ก ับนำหน ักเซลลเป ียก (กร ัม ตอ 
ล ิตร) และ O D (S00ก ับนำหน ักเซลลแหง (กร ัมตอล ิตร)

2. การเตรียมกราฟมาตรฐานระหวาง OD600 ก ับน ํ้าหนักเซลล์แห้ง (กรัมตอลิตร) ของ
A l c a l i g e n e s  sp. A -04  เมื่อเลี้ยงในอาหารเพื่อการผลิต M SM

กายเชื้อ A lc a l ig e n e s  sp. A -04  จากอาหารสำหรับเตร ียมกล้าเช ื้อ 1 ม ิลล ิล ิตร (2%  ตอปริมาตร 

อาหารเล ี้ยงเช ื้อ) ลงในอาหาร M S M  ปริมาตร 50 ม ิลล ิล ิตร ซ ึ่งบรรจ ุอย ู่ในขวดทดลองปร ิมาตร 250 

มิลล ิล ิตร เล ียงเชือเป ็นเวลา 60 ช ั่ว โม ง ตวงนำหม ักปร ิมาตร 10, 20, 40, 60 และ 80 ม ิลล ิล ิตร หัน 
แยกเซลลออกจากนำหม ักท ี่ 5,000 รอบตอนาท ี นาน 10 นาที นำเซลลมาละลายในนำกล ั่นปร ิมาตร  

40 ม ิลล ิล ิตร ผสมให ้เป ็นเน ื้อเด ียวก ัน นำแต ่ละต ัวอย ่างมาเจ ือจางให ้ไต ้ค ่า O D 600ในชวง 0.1-0.6  

บ ันท ึกผลการทดลอง ป ีเปตตัวอย่าง 10 ม ิลล ิล ิตร กรองผานเมมเบรน 0.45 ไมครอนท ี่ทราบ

น ื้าหน ักแห ้งแล ้ว  น ำไปอบแห ้งจนน ื้าหน ักคงท ี่ เพ ื่อหาน ื้าหน ักเซลลแห ้ง (กร ัมตอล ิตร) น ำคาท ี่ไต ้ 

สรางกราฟมาตรฐานระหวาง O D 600 ก ับน ื้าหน ักเซลลแห ้ง (กร ัมตอล ิตร)



3. สูตรอาหารเพ ื่อการผลิตตามรายงานของ Doi และคณะ (1992)
อาหาร 1 ล ิตรประกอบด ้วย

ไดโปแตสเช ียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 5.8 กรัม

โปแตสเช ียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 3.7 กรัม

แมกน ีเซ ียมช ัลเฟต 0.12 กรัม

ซิเตรต 5 กรัม

สารละลาย trace element 1 มิลลิล ิตร

สารละลาย trace element ใน IM  H C l 1 ล ิตรประกอบด ้วย

แคลเซ ียมคลอไรด 1.67 กรัม

ช ิงคซ ัลเฟตเฮปตะไฮเดรต 2.78 กรัม

เฟอรร ัสซ ัลเฟตเฮปตะไฮเดรต 0.29 กรัม

แมงกาน ีสไดคลอไรดเตตระไฮเดรต 1.98 กรัม

คอปเปอรไดคลอไรดไดไฮเดรต 0.17 กรัม

แยกละลาย เกลือ , แมกน ีเซ ียมซ ัลเฟตเฮบตะไฮเดรต และ trace element เม ื่อละลายแลว

จ ึงนำมารวมก ัน  ปรับ pH  เป็น 7.0 โดยใช ้สารละลายโซเด ียมไฮดรอกไชดเข ้มข ้น  3.0 โมลาร

น ึ่งฆาเช ื้อแบบมาตรฐาน

4. ว ิธ ีเตร ียมสารละลายกรดไดไนโตรซาล ิไซล ิก (DNSA reagent)
โดยละลาย 1.0 ก ร ัมของกรด ได ไน โต รซาล ิไซล ิก  ในสารละลายโซเด ียมไฮดรอกไชด

ความเฃมขน 2.0 โมลาร ปริมาตร 20.0 ม ิลล ิล ิตร ผสมใหเขาก ันแลวเต ิมนำกล ั่น  50 ม ิลล ิล ิตร เติม 

โปแตสเช ียมโซเด ียมตารเตรต 30.0 กรัม ปร ับปร ิมาตรส ุดท ้ายเป ็น 100 ม ิลล ิล ิตร ด ้วยท ้ากล ั่น  เก็บ 

ในขวดส ีชา

5. การเตรียมสารละลายที่ใช้ในการวิเคราะหหาปริมาณแอมโมเนียม
สารละลายโปแตสเช ียมคลอไรดความเขมขน 2 โมลาร เตร ียมโดยละลายโปแตสเช ียม

คลอไรด 150 กร ัมในท ้ากล ั่นปลอดประจ ุปร ิมาตร 800 ม ิลล ิล ิตร ปร ับปร ิมาตรส ุดท ้ายเป ็น  1,000 

มิลลิล ิตร
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สารสะลายไนโตรพัสซายด เตรียมโดยละลายฟืนอล 7 กรัมและโซเดียมไนโตรพัสชายด 34 
มิลลิกรัมในนํ้ากลั่นปลอดประจุปริมาตร 80 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรสุดทายเป็น 100 มิลลิลิตร เก็บ 
ในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 ๐ซ

สารละลายบัพเฟือรไฮโปคลอไรท เตรียมโดยละลายโซเดียมไฮดรอกไชด 1.480 กรัมในห้า 
กล่ันปลอดประจุปริมาตร 70 มิลลิลิตร เติมไดโซเดียมโมโนไฮโดรเจนฟอสเฟต 4.98 กรัม และเติม 
สารละลายโซเดียมไอโปคลอไรท (5-5.25%) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ปรับคา pH ให้อยู่ในชวง 
1 1.4-12.2 ห้วยโซเดียมไฮดรอกไซด ปรับปริมาตรสุดห้ายเป็น 100 มิลลิลิตร

สารละลาย EDTA เตรียมโดยละลายเกลือของ EDTA ไดโซเดียม (EDTA disodium salt)
6 กรัมในห้ากล่ันปลอดประจุปริมาตร 80 มิลลิลิตร ปรับ pH เป็น 7.0 ปรับปริมาตรสุดห้ายเป็น 100 
มิลลิลิตร
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ภาคผนวก ค 
สูตรคำนวณ

1. การคำนวณนำหนักเซลลเปียก (กรัมตอลิตร)
สูตร นำหนักเซลลเปียก (กรัมตอลิตร) = ความชัน X 0D600 X คาการเจือจาง

2. การคำนวณนำหนักเซลลแหง (กรัมตอลิตร)
สูตร นำหนักเซลลแหง (กรัมตอลิตร) = ความชัน X 0Df1110 X คาการเจือจาง

3. การคำนวณปริมาณฟรักโทสในอาหาร (กรัมตอลิตร)
สูตร ปริมาณฟรักโทส (กรัมตอลิตร) = ความชัน X OD540 X คาการเจือจาง

4. การคำนวณปริมาณแอมโมเนียมในอาหาร (กรัมต่อลิตร)
สูตร ปริมาณแอมโมเนียมชัลเฟต (กรัมตอลิตร) = ODwox ความชัน X (1/1000)

X (ค่าการเจือจาง/ร)X (132/28)
หมายเหตุ
28 คือ นํ้าหนักโมเลกุลของธาตุไนโตรเจนในแอมโมเนียมชัลเฟต 
132 คือ นํ้าหนักโมเลกุลของธาตุแอมโมเนียมซัลเฟต

6. การคำนวณปริมาณ PHB โดยวิธีวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 235 นาโนเมตร 
สูตร ปริมาณ PHB (กรัมตอลิตร) = OD235 X 3 X คาการเจือจาง

ความชัน X 10 X 5

7. การคำนวณปริมาณโมโนเมอร (กรัมตอลิตร) จากการวิเคราะหดวยวิธีก๊าซโครมาโครกราฟิ
การคำนวณปริมาณโมโนเมอรของ 3HB, 3HV และ 4HB (กรัมตอลิตรตอ liophilized 

cell 0.02 กรัม) ทำการประมวลผลโดยใชโปรแกรมสำเร็จรูป Star chromatogram : Version 4.02 
ซ่ึงจะทำการคำนวณปริมาณโมโนเมอร (กรัมตอลิตร) เปรียบเทียบกับสารมาตรฐานท่ีทำการวิ
เคราะหในสภาวะเดียวกัน
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การคำนวณปริมาณโมโนเมอรแต่ละชนิด (กรัมตอลิตร)
ปริมาณโมโนเมอร (กรัมตอลิตร) = คาจากการวิเคราะห (g/1) X นํ้าหนักเซลลแหง (g/1)

20 X 1.10

หมายเหตุ คาคงท่ี 1.10 คือคา correlation factor ระหวางนำหนักเซลลแหงโดยการอบ

ตอห้าหนักเซลลแห้งโดยการระเหิดแห้งภายใต้สภาวะสุญญากาศ

(cell dry weight = lyophilized weight xl.10)

ร. การคำนวณสัดส่วน (โมลเปอรเซ็นต) ของแตละโมโนเมอร จากการวิเคราะหต้วยวิธีก๊าซ
โครมาโครกราฟิ

สูตร การคำนวณสัดส่วนองคประกอบของโมโนเมอรในเทอรพอลิเมอร ( mole fraction )

1. คำนวณหาปริมาณของแตละโมโนเมอร (กรัมต่อลิตร)

2. คำนวณหาจำนวนโมลของแตละโมโนเมอร โดยการหารด้วยห้าหนักโมเลกุลของ

แตละโมโนเมอร ( ห้าหนักโมเลกุลของ 3HB 3HV และ 4HB = 86 100 และ 86 ตามลำดับ )
3. คำนวณหาสัดส่วนของแตละโมโนเมอร ( โมลเปอรเซ็นต ) ดังนี

โมลเปอรเซ็นตของแตละโมโนเมอร = จำนวนโมลของโมโนเมอร x ioo
ผลรวมของจำนวนโมลของโมโนเมอรทังหมด



ภาคผนวก ง

กราฟมาตรฐาน

1. กราฟมาตรฐานระหว่าง OD 600 กับ นาหนักเชลล์เปียก (กรัมต่อลิตร)

รูปท่ี 31 กราฟมาตรฐานสำหรับหาปริมาณนาหนักเชลล์เปียก (กรัมต่อลิตร)
ค่าความชัน เท่ากับ 1.069

2. กราฟมาตรฐานระหว่าง OD 600 กับ ห้าหนักเชลล์แห้ง (กรัมต่อลิตร)

รูปท่ี 32 กราฟมาตรฐานสำหรับหาปริมาณนาหนักเชลล์แห้ง (กรัมต่อลิตร)
ค่าความชัน เท่ากับ 0.292
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3. กราฟมาตรฐานของ ฟร ักโทส ควยวิธี DNSA

เปที่ 33 กราฟมาตรฐานสำหรับหาปริมาณฟรักโทสในช่วงความเข้มข้น 0-10 กรัมต่อลิตร
ค่าความซ้น เท่ากับ 3.33 X 10 -4

4. กราฟมาตรฐานของ แอมโมเนียม-ไนโตรเจน

เปที่ 34 กราฟมาตรฐานสำหรับหาปริมาณแอมโมเนียมไนโตรเจน ในช่วงความเข้มข้น 
0-50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร

คาความซ้น เทากับ 0.022



5. กราฟมาตรฐาน PHB

2ปท่ี 35 กราฟมาตรฐานสำหรับวิเคราะห์ปริมาณ PHB ในช่วงความเข้มขน 0-10
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร

ต่าความชัน เท่ากับ 0.22
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รูปท่ี 36 โครมาโตแกรมสารมาตรฐาน 3HB (ก) 3HV (ข) และ 4HB (ค) 
วิเคราะหดวยวิธี GC
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ซ่ึงทำการ
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รูปท่ี 37 ตัวอย่างโครมาโตแกรมของเทอรพอลิเมอร P(3HB-C0-3HV-C0-4HB)
Alcaligenes sp. A-04 ซ่ึงทำการวิเคราะหด้วยวิธี GC

I

จาก
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P (11 % 3 H B -C 0-34 % 3H V -C 0-55 % 4 H B )

รูปที่ 38 โครมาโตแกรมของเทอรพอลิเมอร P(3HB-C0-3HV -C0-4HB จาก A lc a l ig e n e s  sp. 

A -04 ) ที่มีสัดส่วนของแต่ละโมโนเมอรแตกต่างกัน ซึ่งทำการวิเคราะหหานาหนักโมเลกุลเฉลี่ยและ 
คา PDI ควยเคร่ือง GPC



142

I  7P : î <mj

ร. ns» ร; •.ท

io<» i'cü i < '«า I > l ,A.- 11,‘ I 9! 1 1
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P (12 % 3H B -C 0-12 % 3H V -C 0-76 % 4 H B )

รูปที่ 38 (ตอ) โครมาโตแกรมของเทอรพอลิเมอร P(3HB-C0-3HV-C0-4HB จาก
A lc a l ig e n e s  sp. A-04 ) ท ี่ม ีส ัดส ่วนของแตละโมโนเมอรแตกตางก ัน ซึ่งทำการวิเคราะหหานาหนัก 
โมเลกุลเฉลี่ยและคา PDI ดวยเครื่อง GPC
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L o g  t t o l r c n l . j v  พ , '  1 1

P(10% 3H B -C O -6% 3H V -C O -84% 4H B )

L0 9  M<. ะ, , , ;  5 ,)f พ. , !« ,

P (4 % 3 H B -C 0 -3% 3H V -C 0 -93 % 4 H B )

รูปท่ี 38 (ตอ) โครมาโตแกรมของเทอรพอลิเมอร P(3HB-C0-3HV-C0-4HB จาก
Alcaligenes sp. A-04 ) ที่มีสัดส่วนของแต่ละโมโนเมอรแตกต่างกัน ซ่ึงทำการวิเคราะหหานาหนัก
โมเลกุลเฉลี่ยและคา PDI ด้วยเคร่ือง GPC
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ป ระวัตผูเขียน

นางสาวส ุชาดา จ ันทรประท ีป  เก ิดว ันท ี่ 29 ก ันยายน พ.ศ. 2515 ท ี่จ ังหว ัด  

กร ุงเทพมหานคร สำเร ็จการศ ึกษาปริญญาวิทยาศาสดรบ ัณฑ ิต ภาคว ิชาพ ันธ ุศาสดร คณะ

วิทยาศาสดร มหาว ิทยาล ัยเกษตรศาสดร เม ื่อป ีการศ ึกษา 2535 และไดเขาศ ึกษาต ่อในระด ับ

บ ัณฑ ิตศ ึกษา หล ักส ูตรจ ุลช ีวว ิทยาทางอ ุตสาหกรรม คณะว ิทยาศาสดร จ ุฬาลงกรณมหาวิทยาล ัย  

ในป ีการศ ึกษา 2536
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