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DESCRIPCION
Preparacién de una bebida estable

La presente invencién se refiere a un proceso de preparacion de una bebida que es estable durante un periodo
prolongado de tiempo

Antecedentes

La turbiedad es un fenémeno bien conocido en la industria de las bebidas. La turbiedad puede estar presente en la
cerveza, el vino y el zumo de fruta. La formacién de turbiedad puede producirse en diferentes fases durante un
proceso de fabricacion. En "Enzymes in food processing" editado por T. Nagodawithana y G. Reed, 3.2 edicién,
Academic press Inc., San Diego, capitulo V, pag. 448-449, se ha propuesto que la turbiedad en la cerveza es el
resultado de interacciones entre proteinas de la cerveza y procianidinas polifenélicas. Se explica que en la cerveza
la turbiedad se forma a menudo tras refrigerar la cerveza. La cerveza se fermenta, madura, estabiliza en frio y
finalmente se envasa a menudo en condiciones refrigeradas. Para conseguir claridad, la cerveza a menudo se filtra
mientras esta fria. A pesar de la filtracion, la cerveza a menudo puede quedar turbia después de envasarse y
distribuirse a los usuarios y refrigerarse de nuevo antes de servirla. Finalmente, la turbiedad puede incluso formarse
en cerveza cuando no esta refrigerada o ya no estéa refrigerada y se puede desarrollar sedimento. La formacién de
turbiedad es indeseable porque el enturbiamiento causado por la formacion de turbiedad se parece al enturbiamiento
producido por contaminaciéon microbiana, que es indeseable, especialmente para las cervezas brillantes

El documento WO 2002/046381 divulga un proceso para la reduccién de turbiedad en una bebida afiadiendo una
endoproteasa especifica de prolina a la bebida. EI documento WO 2002/046381 divulga ademéas que reduciendo la
turbiedad con endoproteasa especifica de prolina, aun hay presente un alto contenido de antioxidantes, tales como
polifenoles en la bebida. Estos polifenoles antioxidantes se consideran valiosos como ingrediente que mejora la
salud.

El documento WO 2003/104382 divulga que ademas de afadir endoproteasa especifica de prolina para reducir la
turbiedad en una bebida, la solubilidad de los péptidos puede aumentarse afiadiendo una exo- y/o endoproteasa
auxiliar a la bebida, por lo que se postula que la interaccion entre los polipéptidos restantes con los polifenoles se
reduce mas.

Aparte de las proteinas, los polifenoles también se consideran implicados en la formacion de turbiedad. La
precipitacion de proteinas se considera estimulada por pequefias cantidades de polifenoles (Minussi et al., Trends in
Food Science and Technology 2002, Vol. 13, pag. 205-216). El documento US 4411914 divulga que la estabilidad
coloidal de la cerveza puede mejorarse anadiendo una polifenoloxidasa para oxidar polifenoles y después retirando
el precipitado resultante.

Se descubrié que después de afadir endoproteasa especifica de prolina o polifenoloxidasa en solitario, aun puede
formarse turbiedad en una bebida tal como cerveza después de almacenamiento prolongado.

El objetivo de la presente invencion es producir una bebida estable.
Sumario de la invencién

La presente invencion se refiere a un proceso para la preparacion de una bebida, que comprende afiadir una
proteasa especifica de prolina y una polifenoloxidasa a la bebida, y preparar la bebida.

De forma ventajosa, se descubri6 que también después de almacenamiento prolongado se formaba menos
turbiedad en una bebida, tal como cerveza, que se tratd con una proteasa especifica de prolina y una
polifenoloxidasa en comparacién con una bebida producida con una de las enzimas en solitario.

Descripcion detallada

La presente divulgacion se refiere a un proceso para la preparacion de una bebida, que comprende afadir una
proteasa especifica de prolina y una polifenoloxidasa a la bebida, y preparar la bebida.

Como se usa en este documento, la palabra "bebida" incluye bebidas en todas las fases de su preparacion. Una
bebida no es solamente una bebida lista para su consumo, sino que también puede ser cualquier forma intermedia
de una bebida. Una forma intermedia de una bebida puede no ser completamente liquida. Por ejemplo, el mosto que
se usa en la preparacion de cerveza esta abarcado por la palabra "bebida".

En una realizacion, una bebida es una cerveza. Una cerveza en un proceso como se divulga en este documento
puede ser una cerveza preparada a partir de pulpas de cereales sin maltear, asi como cereales malteados, o de
pulpas preparadas a partir de una mezcla de cereales malteados y sin maltear. Ejemplos de cereales a partir de los
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que puede prepararse cerveza son cebada y trigo. Ademas, la cerveza puede prepararse con complementos tales
como maiz, arroz o cassava. La cerveza, como se usa en este documento, puede tener todos los contenidos
alcohdlicos posibles, por ejemplo, entre un 0 y un 12 % v/v, tal como entre un 1 y un 10 % v/v o de un 2 a un 8 % Vv/v.
Hay una gran diversidad en los procesos para preparar cerveza, que son conocidos para los expertos en la materia.
Tipicamente, un proceso para preparar cerveza comprende una fase de preparacién de una pulpa y de separacion
de mosto de la pulpa, una fase de fermentacién, una fase de maduracion y una fase de estabilizacién. Algunos
procesos para preparar cerveza comprenden una fase de filiracion de la cerveza. En algunos procesos, la
fermentacion se conoce como fermentacion primaria. La fase de fermentacion es la fase en la fabricacién de cerveza
destinada a fermentar los azlcares disponibles en alcohol mediante levadura anadida. La fase de maduracion
también se conoce como fermentacién secundaria y esta destinada a convertir los componentes aromaticos
indeseables tales como dicetonas en componentes de mejor sabor. La estabilizacion esta destinada a promover la
formacion de agregados de polifenol-proteina y posibilitar la precipitacién. Opcionalmente, un proceso para preparar
cerveza comprende una etapa de filtracion, por ejemplo, después de estabilizacién. Habitualmente, la cerveza se
envasa después de la estabilizacién y/o filtracion, por ejemplo, en botella, bote o barril.

En general, durante la fabricacién de cerveza, pueden comprobarse varios parametros. El final de la fase de
fermentacion puede determinarse, por ejemplo, midiendo la densidad de la cerveza que se esta preparando. El final
de la fase de fermentacién en general se considera el inicio de la fase de maduracién. El final de la fase de
maduracion y, por lo tanto, el inicio de la fase de estabilizacion puede determinarse midiendo la cantidad del
contenido de diacetilo presente en la cerveza. Sin embargo, en la practica, el contenido de diacetilo puede variar
dependiendo del tipo de cerveza deseado.

En otra realizacién, una bebida en un proceso como se divulga en este documento es un vino o zumo de fruta. El
vino se prepara habitualmente a partir de uvas. El zumo de fruta puede ser zumo obtenido de, por ejemplo, frutos
rojos, fresas, manzanas, peras, tomates, citricos, hortalizas, etc.

Una proteasa especifica de prolina y una polifenoloxidasa puede afadirse a una bebida durante cualquier fase
adecuada en una preparacion de una bebida. La proteasa especifica de prolina y polifenoloxidasa no tienen que
anadirse al mismo tiempo, pero pueden afadirse en una fase diferente durante la preparacion de una bebida. Como
la polifenoloxidasa requiere oxigeno para su actividad, es esencial que haya oxigeno presente en la bebida durante
al menos una determinada fase en la preparacién de una bebida. En el caso de que la bebida sea cerveza, la
proteasa especifica de prolina y/o polifenoloxidasa puede anadirse durante la fase de fermentacion en un proceso
para preparar cerveza. Como alternativa, la proteasa especifica de prolina y/o polifenoloxidasa puede anadirse antes
de la fase de fermentaciébn en un proceso para preparar cerveza. La proteasa especifica de prolina y/o
polifenoloxidasa también puede anadirse a la cerveza después de la fase de fermentacion, por ejemplo, durante o
después de una fase de estabilizacion en frio, en un proceso para preparar cerveza.

En una realizacién del proceso como se divulga en este documento, la bebida es un zumo de fruta o vino.

En un proceso para la preparacion de un zumo de fruta, la proteasa especifica de prolina y polifenoloxidasa pueden
anadirse durante la maceracion o despectinizacion.

En un proceso para preparar vino, la proteasa especifica de prolina y polifenoloxidasa pueden afadirse durante o
después de la fermentacion alcohélica o después de la fermentacion malolactica.

Como la formacién de turbiedad a menudo se produce en bebidas acidas tales como cerveza, zumo de fruta y vino,
la proteasa especifica de prolina y polifenoloxidasa tienen de forma ventajosa un pH 6ptimo para la actividad a un
pH por debajo de pH 7, pero esto no es esencial. Por ejemplo, la proteasa especifica de prolina tiene un pH 6ptimo
entre 3 y 7. La polifenoloxidasa puede tener un pH 6ptimo entre 4 y 7. Los éptimos de pH de actividad proteasa
especifica de prolina y/o polifenoloxidasa se miden de acuerdo con los procedimientos resumidos en la seccién de
materiales y métodos.

En un proceso para preparar cerveza, el pH en la cerveza al inicio de la fase de fermentacion puede ser de
aproximadamente 5 a 6 y durante la fermentacion el pH habitualmente disminuye hasta aproximadamente pH 4.

La cantidad de proteasa especifica de prolina y polifenoloxidasa que se afade a la bebida puede variar entre
amplios limites y depende, entre otros factores, de la cantidad de proteinas y polifenoles presentes en el material de
partida, tal como cebada, trigo en caso de cerveza, o frutas de las que se prepara una bebida. Una cantidad
adecuada de proteasa especifica de prolina y polifenoloxidasa que se afade a una bebida puede ser entre 0,1 mg/l y
200 mg/l, tal como entre 0,5 mg/l y 100 mg/l, tal como entre 1 y 50 mg/l, de 0,05 mg/l a 10 mg/I.

En esta descripcidn, las palabras turbiedad, turbidez y enturbiamiento se usan indistintamente. La turbiedad, turbidez
o enturbiamiento puede formarse como resultado de interacciones de proteina-polifenol o polifenol-polifenol.

Un polifenol se define como un compuesto que tiene una estructura quimica, cuya estructura contiene al menos dos
anillos aromaticos sustituidos con al menos un grupo hidroxilo o que tiene una estructura quimica que contiene al
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menos un anillo aromatico sustituido con al menos dos grupos hidroxilo. Ejemplos de polifenoles son taninos y
flavonoides, por ejemplo, catequinas, flavonoles y antocianina.

Las palabras péptido o proteina se usan indistintamente en este documento. Los péptidos o proteina son polimeros
de mondémeros de aminoacido.

Una endoproteasa especifica de prolina se define en este documento como una endoproteasa que corta proteinas o
péptidos en lugares donde la proteina o péptido contiene un resto de prolina en su cadena.

Los esquemas reconocidos internacionalmente para la clasificacion y nomenclatura de todas las enzimas de la
Unioén Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (IUBMB) incluye proteasas. El texto de la IUBMB actualizada
para los nimeros EC de proteasa puede encontrarse en el sitio web de IUBMB. En este sistema, las enzimas se
definen por el hecho de que catalizan una Unica reacciéon. El sistema clasifica las proteasas en endo- y
exoproteasas. Las endoproteasas son aquellas enzimas que hidrolizan enlaces peptidicos internos, las
exoproteasas hidrolizan enlaces peptidicos adyacentes a un grupo a-amino terminal ("aminopeptidasas") o un
enlace peptidico entre el grupo carboxilo terminal y el pendltimo aminoacido ("carboxipeptidasas"). Las
endoproteasas se dividen en subsubclases basandose en el mecanismo catalitico. Hay subsubclases de serina
endoproteasas (EC 3.4.21), cisteina endoproteasas (EC 3.4.22), aspartico endoproteasas (EC 3.4.23),
metaloendoproteasas (EC 3.4.24) y treonina endoproteasas (EC 3.4.25). El documento WO 2002/046381 divulga
una endoproteasa especifica de prolina que se puede obtener se Aspergillus niger. La endoproteasa especifica de
prolina pertenece a la subclase de serina endoproteasas (EC 3.4.21). Una endoproteasa especifica de prolina en un
proceso de la presente invencidn pertenece a la clasificacién enzimatica EC 3.4.21.26.

Una proteasa especifica de prolina adecuada en un proceso de la presente invencién puede ser una endoproteasa
especifica de prolina o una oligopeptidasa especifica de prolina, preferiblemente una endoproteasa especifica de
prolina. Los endoproteasa especifica de prolina adecuada o una oligopeptidasa especifica de prolina puede
obtenerse de cualquier microorganismo adecuado, por ejemplo, Flavobacterium meningosepticum, Sphingomonas
capsulata, Penicillium sp., por ejemplo, Penicillium chrysogenum o Aspergillus sp. por ejemplo A. niger.

Una polifenoloxidasa en un proceso de la invencién pertenece a la clasificacion EC de enzimas E.C 1.10.3.1 (catecol
oxidasa), EC 1.10.3.2 (lacasa) o E.C. 1.14.18.1 (monofenol monooxidasa). La polifenoloxidasa es un grupo de
enzimas que oxidan mono- o difenoles o derivados de los mismos. Las polifenoloxidasas estan extendida en la
naturaleza y se producen en plantas, bacterias y hongos. La polifenoloxidasa en un proceso como se divulga en este
documento puede obtenerse de Trametes sp. tal como Trametes versicolor, y Trametes villosa, Agaricus bisporus,
Streptomyces coelicolor, Pleurotus sp. tal como P. ostreatus, Pycnoporus, Polyporus, Myceliophthora thermophilia,
Aspergillus sp, Neurospora, y Bacillus sp.

Las enzimas proteasa especifica de prolina y polifenoloxidasa como se divulgan en este documento pueden
producirse por un proceso de fermentacién de acuerdo con métodos conocidos en la técnica. Para maximizar la
produccion, las enzimas pueden expresarse en un organismo hospedador adecuado tal como Bacillus, Pichia o
Aspergillus sp., tal como Bacillus subtilis, Pichia pastoris, Penicillium chrysogenum, Aspergillus niger o Aspergillus
oryzae. La enzima puede recuperarse del caldo de cultivo por métodos bien conocidos, tales como precipitacion en
sulfato de amonio o etanol, extraccién con &cido o cromatografia de intercambio aniénico o catiénico. Puede
emplearse cromatografia de liquidos de alto rendimiento (HPLC) para la purificacion.

Con la presente se describe una bebida que se puede obtener por un proceso como se divulga en este documento.
Se descubrié ventajosamente que la bebida era estable, es decir, durante almacenamiento se formaba menos
turbiedad en comparacion con una bebida que se preparaba con proteasa especifica de prolina o polifenoloxidasa
en solitario.

Descripcion de las figuras

Figura 1. Turbiedad en cerveza a 20 °C medida a un angulo de dispersion de H25 después de almacenamiento
de hasta 6 meses. Se prepard cerveza en presencia de endoproteasa especifica de prolina (Brewers Clarex™),
polifenoloxidasa (Laccase M120), Brewers Clarex y Laccase M120 o sin enzimas afadidas (referencia).

Figura 2. Turbiedad en cerveza a 20 °C medida a un angulo de dispersion de H90 después de almacenamiento
de hasta 6 meses. Se prepar6 cerveza en presencia de endoproteasa especifica de prolina (Brewers Clarex™),
polifenoloxidasa (Laccase M120), Brewers Clarex y Laccase M120 o sin enzimas afadidas (referencia).

Figura 3. Turbiedad en cerveza a 0 °C medida a un angulo de dispersién de H25 después de almacenamiento de
hasta 6 meses. Se prepard cerveza en presencia de endoproteasa especifica de prolina (Brewers Clarex™),
polifenoloxidasa (Laccase M120), Brewers Clarex y Laccase M120 o sin enzimas afadidas (referencia).
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Figura 4. Turbiedad en cerveza a 0 °C medida a un angulo de dispersién de H90 después de almacenamiento de
hasta 6 meses. Se prepard cerveza en presencia de endoproteasa especifica de prolina (Brewers Clarex™),
polifenoloxidasa (Laccase M120), Brewers Clarex y Laccase M120 o sin enzimas afadidas (referencia).

Ejemplos
Materiales y métodos

Endoproteasa especifica de prolina de A. niger

Se usd una muestra comercial de endoproteasa especifica de prolina de A. niger, Brewers Clarex™ (5 PPU/g de
producto). La actividad de endoproteasa especifica de prolina se midi6é en el péptido sintético Z-Gly-Pro-pNA a 37 °C
en un tampon de citrato/fosfato de disodio pH 4,6.

Los productos de reaccion se controlan espectrofotométricamente a 405 nM. Una unidad (1 PPU) se define como la
cantidad de enzima que libera 1 umol de p-nitroanilida por minuto en estas condiciones de ensayo.

Polifenoloxidasa

Laccase M120 (no menos de 108 000 POU/g de producto) es una polifenoloxidasa obtenida de Amano Enzyme
(Chipping Norton, R.U.).

La actividad lacasa se midi6 de acuerdo con las instrucciones de Amano (E211: El método de ensayo para actividad
lacasa = método P-4AA), controlando el aumento de absorbancia de tinte de quinona-imina a 505 nm en las
condiciones de ensayo.

4-amino-antipirina + fenol + Oz — tinte de quinona-imina + HzO.

Una unidad la lacasa (POU) se define como la cantidad de la enzima contenida en 1 ml de la mezcla de reaccion,
cuya absorbancia aumenta a una tasa de 0,1 por minuto en las condiciones de ensayo.

Mediciones de turbidez

La turbidez o turbiedad se mididé con un turbidimetro de angulo doble VOS Rota 90/25 de Haffman o un aparato
equivalente. Los dos angulos, 90 y 25 grados, se indican como H90 y H25.

El calibrado del instrumento se realizé de acuerdo con el método 9.29 de analitica EBC usando patrones AEPA-1. El
resultado de la medicién de turbiedad se expreso en unidades EBC.

Ejemplo 1: Formacion de turbiedad en cerveza tratada con endoproteasa especifica de prolina,
polifenoloxidasa y la combinacion de estas dos enzimas.

Se produce cerveza a una escala de planta piloto. En todos los experimentos el protocolo de macerado es
exactamente igual. Al inicio de la fermentacion, se afaden enzimas. Como una referencia, se usa Brewers Clarex™
y polifenoloxidasa en solitario. Ademas, se ensayan combinaciones de Brewers Clarex™ y polifenoloxidasa. Todos
los experimentos se hacen a una concentracion de oxigeno convencional en el mosto de 12 ppm, asi como a una
concentracién doble de oxigeno de 24 ppm. La fermentacion va seguida por una maduracion en frio/estabilizacion y
posterior filtracién. La cerveza entonces se embotella sin usar PVPP o silice y se almacena a 20 grados Celsius.

La turbiedad de la cerveza se mide a 20 °C y 0 °C y después se fuerza durante 6 dias 60 °C y posterior enfriamiento
durante una noche a 0 °C.

Se mide la vida util en tiempo real después de almacenamiento a 20 °C y 24 horas de refrigeracion a 0 °C durante
varios meses.

La turbidez de la cerveza se mide como se indica anteriormente.

Después de forzarla, la cerveza preparada con una combinacion de endoproteasa especifica de prolina (Brewers
Clarex) y polifenoloxidasa tiene una turbidez menor en comparacion con las cervezas hechas con endoproteasa
especifica de prolina o polifenoloxidasa en solitario.

Ejemplo 2: Formacion de turbiedad en cerveza tratada con endoproteasa especifica de prolina,
polifenoloxidasa y la combinacion de estas dos enzimas.

De acuerdo con un procedimiento de fabricacion de cerveza convencional, se produjo cerveza en una escala de
planta piloto. Se us6 malta Weyermann® Pilsner al 100 % recogida en 2013. Esta malta es presentativa de una
malta de buena calidad. Después de la molienda, la malta se transfiere a un recipiente de conversion de pulpa. La
malta se extrae usando un esquema de macerado convencional que se muestra a continuacion:

62 °C 5 min,

66 °C 30 min,

72 °C 20 min,

separar por macerado a 78 °C durante 5 min.
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Después de la separacidén por macerado, la pulpa se filtré posteriormente sobre una cuba-filtro y el mosto resultante
se hirvié. Se usaron granulos de Hopsteiner® Polaris de tipo 90 calculados a 30 BU. Después de hervirlo el mosto se
enfri6. El mosto de fermentacion fue de 12° P. El nivel de oxigeno se llevd hasta 12 ppm que es un nivel normal para
un mosto de 12° P. La fermentacién se inici6 afiadiendo una levadura de cerveza convencional. La fermentacién se
continué a 12 °C hasta que el exiracto aparente fue de < 3,5 %. Después se aumentd la temperatura hasta
temperatura ambiente para un resto de diacetilo de 2-3 dias hasta que el nivel de diacetilo fuera < 0,1 mg/l. La
posterior fase de maduracion fue una semana a 0 °C. Después de filtrar la cerveza, se carbonatd, embotellé y
pasteurizé.

Se realizaron los siguientes ensayos:

1. Referencia sin enzimas anadidas

2. Brewers Clarex a 3 g/HI

3. Laccase M120 a 0,3 g/HI

4. Brewers Clarex a 3 g/HI mas Laccase M120 a 0,3 g/HI

Las enzimas se anadieron al mosto de fermentacion después de la oxigenacion.

Las botellas se almacenaron a 20 °C y cada mes se midi6 la turbiedad en la cerveza a 20 °C y a 0 °C. Para la
medicién a 0 °C, las botellas se almacenaron primero a 0 °C durante 24 h. Todas las mediciones de turbiedad se
realizaron usando el turbidimetro de angulo doble VOS Rota 90/25 de Haffman como se describe anteriormente. Los
resultados, presentados en las figuras 1 a 4, muestran que la cerveza producida con Brewers Clarex y Laccase
M120 tenia un menor valor de turbiedad durante un periodo prolongado de tiempo en comparacién con el valor de
turbiedad de cervezas producidas con Brewers Clarex o Laccase en solitario.

Ejemplo 3: Polifenoles en cerveza tratados con endoproteasa especifica de prolina, polifenoloxidasa y la
combinacion de estas dos enzimas.

Se produce cerveza a una escala de planta piloto. En todos los experimentos el protocolo de macerado es
exactamente igual. Al inicio de la fermentacion, se afiaden combinaciones de enzimas endoproteasa especifica de
prolina y polifenoloxidasa. Como una referencia, se afiade endoproteasa especifica de prolina o polifenoloxidasa en
solitario a la fermentacién. Todos los experimentos se hacen a una concentracién de oxigeno convencional en mosto
de 12 ppm, asi como a una concentracion de oxigeno doble de 24 ppm. La fermentaciéon va seguida de una
maduracion en frio y posterior filtracién.

Las cervezas se analizan para los polifenoles.

La cerveza hecha con la combinacion de Brewers Clarex y polifenoloxidasa muestra un menor contenido de polifenol
en la cerveza final.
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REIVINDICACIONES

1. Proceso para la preparacion de una bebida, que comprende afiadir una proteasa especifica de prolina y una
polifenoloxidasa a la bebida, y preparar la bebida.

2. Proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la bebida es una cerveza.
3. Proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la bebida es un vino o zumo de fruta.

4. Proceso de acuerdo con la reivindicaciéon 2, en el que la proteasa especifica de prolina y/o polifenoloxidasa se
afnade antes de, durante o después de una fase de fermentacién.

5. Proceso de acuerdo con la reivindicacién 4, en el que la polifenoloxidasa se afiade antes de la fase de
fermentacion.

6. Proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la proteasa especifica de prolina
se puede obtener de Aspergillus sp. preferiblemente A. niger.



ES2717423 T3

Turbiedad a H90 [EBC]

90
80
70
o == Referencia
- 60
Ll
- 1]
& & Brewers Clarex
= o
e 40
E 30 == accase M120
L]
= 20
= 10 —dr—Brewers Clarex mas
0 Laccase M120
Meses
Figura 1

25

20

—fp— Referencia

== Erewers Clarex

== | accase M120

w—pe= Brewers Clarex mas
Laccase M120

Figura 2




ES2717423 T3

70
60
S 50 =g Referencia
&
— 40
- ——Brewers Clarex
N
I 30
()]
® =@=—| accase M120
B 20 el i R
Q2
- :
P 10 , >, A —k—Brewers Clarex mas
0 - i Laccase M120
0 2 4 6
Meses
Figura 3
a0
80
70
— =4#— Referencia
Q 60
@
= 50
o 2 == Brewers Clarex
[<2)
I 40
()]
E 30 —@—Laccase M120
g 20
= 10 =g Brewers Clarex mas
o= Laccase M120

Figura 4




	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

