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RESUMEN

Los biorreactores son una de las soluciones que propone la ingenieria de tejidos para las principales enfermedades
en México. Las matemdticas pueden determinar parametros biocinéticos, que crean mecanismos para optimizar
las condiciones de operacidn. Por lo tanto, la presente investigacion tiene como objetivo disefiar un modelo mate-
matico dinamico que describa el comportamiento de las células hepaticas, la produccién del sustrato y proteinas
en un biorreactor. Como resultado, se obtuvo que el modelo propuesto puede predecir a través del tiempo el com-
portamiento de las variables. Algunos de los pardmetros biocinéticos encontrados son Yxs = 2.94 g/g, Yps = 5.46
8/8, ¥ Umax = 1.84 1/h. A su vez, se empled un andlisis paramétrico de sensibilidad para encontrar los parametros
que tuviesen el mayor efecto en las concentraciones de biomasa y producto. Los parametros son Y, a y 8 para
la concentracién de biomasa y pmax Yxs, Kps para la concentraciéon de producto. Como parte del estudio, varias
simulaciones se emplearon para determinar el comportamiento en distintas concentraciones iniciales de sustrato.
Los resultados arrojaron que entre mas grande sea la concentracion inicial de sustrato, menor sera el rendimiento
dentro de los primeros ocho dias. Después de ese tiempo, los rendimientos son similares para todas las concentra-
ciones iniciales de sustrato.

PALABRAS CLAVE: biomasa; biomatematicas; hepatocitos; producto; sustrato.

ABSTRACT

Bioreactors are one of the greatest solutions to the main diseases in Mexico in tissue engineering applications, they
are used as a tool to propose different cell reproduction techniques as they provide different parameters. Biokinetic
parameters are dictated by mathematics to provide operating conditions. This paper proposes a dynamic math-
ematical model design to determine the behavior of liver cells, protein and substrate production in a bioreactor.
The proposed model returns as a result the prediction of performance of different variables over time. Relevant
biokinetic parameters found are Yys = 2.94 g/g, Yps = 5.46 g/g, and pims = 1.84 1/h. Additionally, a parametric sen-
sitivity analysis was executed to detect parameters that retain effects on biomass and product concentrations. The
parameters are Yys, &, and f3 for biomass, and g Yxs, and Kps for product concentrations. As an element of this
study, diverse simulations were employed to determine performance at different initial substrate concentrations.
The results establish that, the higher initial substrate concentration is, the lower the yield within the first eight days.
Afterward yields are almost identical for all initial substrate concentrations.

KEYWORDS: biomass; biomathematics; hepatocytes; product; substrate.
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l. INTRODUCCION

En la dltima década, las enfermedades hepaticas fueron
la sexta causa de muerte en México. La gente mayor de
25 afos de edad es mds propensa a sufrirlas y estd mas
expuesta a empeorar su situacion hasta llegar a la muer-
te. Adultos mayores (mads de 65 afios de edad) suelen ser
los mas afectados y los hombres son mas predispuestos
a sufrir por estas enfermedades en comparacién con las
mujeres (73.03 % y 26.97 %, respectivamente) !/,

Las enfermedades hepdticas son una de las principa-
les causas de muerte en adultos y los jovenes también
son afectados debido al consumo excesivo de alcohol.
Frecuentemente, los trasplantes de higado suelen ser la
unica opcién para recuperarse. Sin embargo, en el tltimo
cuatrimestre de 2021 la lista de espera para dichos tras-
plantes fue de 238 pacientes en México. En 2021, 135 pa-
cientes fueron tratados, de los cuales 124 recibieron con
éxito el trasplante y continuaron vivos, mientras que 11
fallecieron.

Se ha demostrado que inicamente ciudades grandes tie-
nen la infraestructura necesaria para tratar enfermeda-
des agudas y trasplantes hepaticos (86 Ciudad de México,
23 Jalisco, 17 Nuevo Ledn, 6 Sonora, 2 Estado de México
y 1 Querétaro) mientras que las ciudades mas pequenias
han sido dejadas a un lado !?. Esto representa un reto
que, a su vez, crea una carga en el sistema nacional de
salud publica que, a pesar de que en la mayoria de los ca-
sos es gratuita, estas situaciones se vuelven decisivas para
saber si un paciente recibe un tratamiento o no debido a
las largas listas de espera y a la situacion econdmica, for-
zando a las personas a buscar sistemas de salud privados
de forma nacional e internacional cuando el recurso estd
disponible para las familias.

Los biorreactores, que han surgido como una aplicacién
innovadora en la ingenieria de tejidos para garantizar te-
rapias alternativas y una correcta manipulacién de dis-
tintas estructuras bioldgicas (células, cultivos celulares
y descelularizacion), se conforman por un sistema de
condiciones controladas para el desarrollo de reacciones
bioldgicas a través de organismos vivos y de sustancias
bioquimicamente activas (biomiméticas) y trabajan de
la mano con monocultivos y cocultivos celulares. Estos
dispositivos han demostrado ser una opcion viable para
la reproduccion celular con diversos cultivos celulares
en distintos andamios. La evolucion de los biorreactores
en el area es reciente y basa sus principios de distintas
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areas del saber (biotecnologia), con el fin de asegurar la
creacion de aplicaciones adaptadas a tejidos del ser hu-
mano. Sin embargo, los biorreactores producen datos
empiricos que son dificilmente reproducidos y estanda-
rizados, retrasando avances en terapias auxiliares.

A pesar de que los biorreactores producen datos empiri-
cos, las ecuaciones biocinéticas y de balance de materia
brindan los instrumentos necesarios para convertir los
datos empiricos en algo especifico: parametros biociné-
ticos. Los modelos biocinéticos pueden ser parametri-
zados con medidas biocinéticas in vitro para permitir la
extrapolacion in vitro-in vivo para la prediccion de para-
metros del cuerpo (3], Sumado a esto, los datos biociné-
ticos juegan un rol importante en el proceso de obtener
estimaciones potencialmente de humanos, que permi-
ten su propia comparacion para evaluar la exposicion al
riesgo [4l. Este trabajo formula la creacion de un modelo
matemidtico dindmico en un biorreactor de flujo radial
continuo.

El modelo matematico dindmico da a conocer el nume-
ro de células, parametros biocinéticos, comportamiento
celular, predicciones futuras e informacion relacionada
a cudn cerca estd del balance de materia. Esto mejoraria
sustancialmente las interacciones internas en el sistema
a través de las ecuaciones biocinéticas y su balance de
materia, demostrando un impacto en la optimizacién y
disefio de pruebas para el desarrollo de la industria far-
macéutica. Estos modelos permitiran crear conciencia
sobre la relacion entre las condiciones operativas de un
biorreactor y las funciones especificas de las células del
higado .

Cuando se trata de disefiar nuevos biorreactores o siste-
mas bioldgicos, algunos de los mayores obstaculos son
tiempo, costo, proceso de disefio y falta de infraestruc-
tura, lo cual crea una barrera en los investigadores, for-
zandolos a evitar estos enfoques, pues tienen que elegir
entre estudiar cualquier tipo de células en un laboratorio
especializado (sistemas bioldgicos) por cuenta propia o
tomar un trabajo previamente realizado con caracteris-
ticas deseadas. Cuando se escoge la segunda opcidn se
trabaja con un disefio aprobado, se ahorra tiempo, dine-
ro y se vuelve en una opcion sélida cuando no se tienen
dichos laboratorios cerca, lo cual crea alternativas para
el desarrollo de sistemas bioldgicos. Las ecuaciones bio-
cinéticas y de balance de materia toman todos los da-
tos empiricos y crean un modelo matematico dindmico
para que no exista la necesidad de recrear fisicamente
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el biorreactor del autor. Cuando se juntan todos los da-
tos, se obtienen parametros especificos a través de estos
modelos y se generan datos necesarios para la caracteri-
zacion y parametrizacion. Esto resulta ampliamente util
para la proliferacion celular y el estudio de las células.

Por tanto, el objetivo del trabajo es conseguir una simu-
lacién a través del disefio de un modelo matematico di-
namico para el estudio del crecimiento de las células he-
paticas, su produccion y consumo de sustrato basado en
la proliferacion celular, produccién de proteinas y el me-
dio de cultivo de un biorreactor de flujo radial continuo,
lo cual es posible debido a la relacién e implementacion
de las ecuaciones biocinéticas y su balance de materia.
La simulacién de un sistema bioldgico permite encon-
trar los ajustes necesarios de los parametros biocinéticos
para obtener la validacién del modelo con respecto a los
datos experimentales. Cabe resaltar que al momento de
hacer esa investigacion no existia otro modelo dindmico
donde se simulara la proliferacion de células hepaticas
bajo este tipo de biorreactores.

Il. METODOLOGIA
BIORREACTOR

El biorreactor se encarga de crear un sistema biomi-
mético adecuado para el cultivo celular de los hepato-
citos y, por tanto, para esta investigacién se selecciond
un biorreactor de flujo radial continuo que cuenta con
resultados precisos y deseados para la simulacion del
modelo matematico dindmico y el cual ya ha sido pu-
blicado [°!. En el presente estudio no se creé un biorre-
actor nuevo, sino que los datos empiricos de ! fueron
convertidos en un modelo matemadtico dinamico con la
intencidén de asegurar los datos de la biomasa, el sus-
trato y el balance de producto con la finalidad de que
se establezca una asociacion dinamica, transformando
resultados empiricos en ecuaciones biocinéticas y de
balance de materia.

El biorreactor de flujo radial esta compuesto por una
camara cilindrica que fue llenada con un medio de cul-
tivo al 80 % de su capacidad y cuyas células fueron sem-
bradas en los andamios. El biorreactor se colocé dentro
de una incubadora estandar (5% CO,, 37 °C) (¢,

El andamio con hepatocitos fue colocado dentro del
biorreactor con un flujo constante de medio de cultivo
a 7 mL/min. La confluencia celular se midi6 al tomar
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una muestra del medio de cultivo (8 mL). Al voltearse
el andamio, la cdmara de cristal se posicion6 horizon-
talmente para sostener la esponja y el soporte central. El
medio de cultivo especifico fue utilizado para las células
hepaticas y endoteliales en una proporcion 50 % - 50 %
durante los primeros 15 dias, abastecido con 10 % de
suero fetal bovino para los primeros 8 dias del cultivo.
La densidad celular, la produccidn de albimina y la se-
crecion total de proteinas fueron evaluadas después de
21 dias del cultivo 1©.

DESARROLLO DEL MODELO

Con el fin de conseguir modelos matematicos, se nece-
sitan distintas suposiciones para su desarrollo:

a) El contenido del biorreactor estd uniformemente
bien mezclado.

b) Los tipos y procesos de secuencia son considera-
dos conocidos y constantes.

c) La agitacion es constante.

d) Los parametros biocinéticos son constantes en el
dominio del tiempo.

e) La temperatura y la composiciéon son propieda-
des fisicoquimicas independientes.

f) En cuanto a la presiéon parcial de oxigeno, se
considera la presion atmosférica y esta unifor-
memente bien mezclada.

g) Las capas de HepG2 ubicadas en el fondo del
contenedor son tratadas como condiciones de
frontera debido a su grosor, el cual es mucho me-
nor que la longitud de la escala del biorreactor.

Las ecuaciones biocinéticas 7! utilizadas en el presente
estudio son las siguientes:

Ecuaciones constitutivas:

_ !’lméxc
U _KS + CSS (1)
C
rp= (ap + f) (Cs +sts) (2)

Ecuaciones diferenciales:

dC 1 1 F
d_tS:_(Y_)—F‘u—FCX_(Y_PS)rP—F CX_mSCX-I—v

+(Cy - Cy)

3)
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o [B) e
()]
F=V (6)

Las ecuaciones mostradas representan la diferencia mi-
nima dada a los pardmetros iniciales para su aproxima-
cion al balance de materia principal y cuyas variables
estan definidas en la Tabla 1. Se obtuvieron a través de
la producciéon de albumina y proteinas en un periodo
de 21 dias, datos recopilados y establecidos por el bio-
rreactor [°/. Se recomienda utilizar datos empiricos y
parametros racionales basados en ecuaciones biologi-
cas que, precisamente, dan informacion sobre el estu-
dio de las variables que se muestran en la Tabla 2. El de
Monod fue el primer modelo empirico con relacién al
crecimiento cinético microbiano [*).

En cuanto a las condiciones iniciales y operativas, en la
Tabla 2 se enlistan las utilizadas para el estudio de las
variables dindmicas tomadas en consideracion y en la
Tabla 3 las seleccionadas para el estudio del biorreactor.

TABLA 1
VARIABLES DE ECUACIONES BIOCINETICAS
PARAMETRO NOMENCLATURA
Cs Concentracion de sustrato
Cyx Concentracion de biomasa
Cp Concentracion de producto
F Flujo de alimentacién
\% Volumen del medio de cultivo
rp Tasa de formacion del producto
U Tasa de crecimiento especifico
Pmix Tasa maxima de crecimiento especifico
K Constante de afinidad de la fuente del sustrato de
carbono
o Coeficiente asociado al crecimiento para la sintesis
de producto
B Coeficiente asociado al decrecimiento para la sintesis
de producto
Kps Constante de afinidad del producto
Yxs Rendimiento biomasa/sustrato
Yps Rendimiento producto/sustrato
mg Consumo especifico de sustrato para conservacion
Csr Concentracion de alimentacion de sustrato
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TABLA 2
CONDICIONES INICIALES Y OPERATIVAS PARA UN
BIORREACTOR DE FLUJO RADIAL CONTINUO

PARAMETRO NOMENCLATURA

Cs Concentracion de sustrato

Cyx Concentracién de biomasa

Cp Concentracién de producto

F Flujo de alimentacién

\% Volumen del medio de cultivo

Tp Tasa de formacion del producto
TABLA 3

CONDICIONES INICIALES Y OPERATIVAS PARA UN
B1oRREACTOR DE FLUJO RADIAL CONTINUO

PARAMETRO | VALOR | UNIDAD NOMENCLATURA
Cso 2 g/L | Concentracidn inicial de sustrato
Cxo 5 g/L | Concentracién inicial de biomasa
Cpo 0.001 g/L | Concentracion inicial de produc-
to
Csr 1.15 g/L | Concentracién de alimentacion
de sustrato
p 1.013 bar | Presion
h 3.2 h Tiempo del primer flujo
t 12.4 h Tiempo del segundo flujo
F, 0.022 | L-h |Primer flujo de alimentacién
F, 0.175 | L-h |Segundo flujo de alimentacién
Vv 0.25 L Volumen maximo del biorreactor

Ill. RESULTADOS Y DISCUSION
VALIDACION DEL MODELO

La estimacion de los parametros del modelo biocinético
mencionado en las ecuaciones (1)-(6) se resuelve utili-
zando el método de los minimos cuadrados, ya que este
optimiza una funcién objetivo para que la diferencia
sea minimizada entre los valores del modelo propuesto
para este estudio y el comportamiento correspondiente
a los datos experimentales. Este método es incluido en
el software Berkeley Madonna, el cual fue utilizado en
el presente estudio. Los valores de los parametros opti-
mizados se encuentran en la Tabla 4.

A su vez, se empled un andlisis paramétrico de sensi-
bilidad en el que se considera el modelo matematico
para determinar los pardmetros que tienen un mayor
efecto en Cyy Cp. El analisis de sensibilidad fue obteni-
do al incrementar cada parametro del modelo con un
porcentaje dado, dejando todos los demas parametros
constantes y cuantificando el cambio en las salidas del
modelo.
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TABLA 4
PARAMETROS DEL MODELO
PARAMETRO | VALOR |UNIDAD NOMENCLATURA
Yxs 2.94 g/g | Rendimiento biomasa/sustrato
Yps 5.46 g/g | Rendimiento producto/sustrato
Pmax 1.84 1/h | Tasa méaxima de crecimiento es-
pecifico
Ks 9.50 g/L | Constante de afinidad de la
fuente del sustrato de carbono
Kps 53.89 g/L | Constante de afinidad del pro-

ducto

mg 1.29x1077| g/L | Consumo especifico de sustrato

para conservacion

o 0.27 g/g | Coeficiente asociado al creci-
miento para la sintesis de pro-
ducto

B 0.17 g/gh | Coeficiente asociado al decreci-

miento para la sintesis de pro-
ducto

Un andlisis de sensibilidad se emplea por diversas razo-
nes, entre ellas la necesidad de determinar cuales para-
metros requieren una mayor investigacion experimental
con el objetivo de mejorar la comprension del proceso,
cuales parametros son insignificantes y cudles pueden
ser eliminados del modelo, cudles estan altamente co-
rrelacionados con la salida y, una vez que el modelo esté
en un proceso de produccién, qué consecuencia resul-
taria en el cambio de un parametro de entrada estable-
cido Y. En la Figura 1 se muestra la respuesta del efecto
que cada de los parametros tienen en Cs y en Cp cuando
se varia en un 15 % todos los parametros mencionados
en la Tabla 4.

3 20-

& 15JC ] -015%

g 10{[C1+0.15%

2 5] o

_g‘ 0_ T T T T T T T T
: -5 mg Yos o B Ks Kps Yo Pmix
£10]

2 -15]

S 201

3 207

= 154 -015%

% 10JC1+0.15%

g V7

£ 59 [ |

:g 0- T T T T T T T T
'L'; -5 mg Kops Y Pmix K; B o Yis
2 -10

£ -15

S -204

Figura 1. Andlisis paramétrico de sensibilidad.

De acuerdo con este analisis, los pardmetros que tienen
un mayor efecto en la salida en Cgson Yxs, & y 3, ya que
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ellos pueden lograr un cambio en la concentracién en
un 14.5 %, 4.0 % y 3.9 %, respectivamente, mientras que
los parametros que mas destacan en Cp son fmsx Yxs ¥
Kps, logrando un efecto del 19.6 %, 15.8 % y 16.8 %, res-
pectivamente. Vale la pena mencionar que unicamente
ms, Yps y & son parametros que no muestran algin cam-
bio considerable en el efecto de Cp, un efecto que no
esta presente en Cs ya que el resto de los parametros en
Cp muestran un cambio en el efecto, significativamente.

ANALISIS DINAMICO DE UN BIORREACTOR

En los resultados mostrados en la Figura 2 es posible
apreciar la similitud del comportamiento dindmico con
respecto a los datos experimentales, donde las concen-
traciones del comportamiento dinamico (sustrato, pro-
ducto y biomasa) son comparadas en un flujo continuo
utilizando las siguientes condiciones iniciales: Csy = 2
g/L, Cp =5g/LyCpy =0 g/L, junto a los parametros
mostrados en la Tabla 4.

4.0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 100
»
FA ® Exp Cg "
3.5 ‘s " A ExpGC
[ = ExpC, - 80
3.0 | =---SimG, _m—
P Sim C, e
i : L—meeSim Gy
- 2.5 : | :/,/ L] a 60
=) \ e o
=209 ' oo " 2
IS \\ .: .“ //' &)
54N 7 o A 4 140
“ 'l ’ \‘ = A
Lo \‘ ', /_/" . [ ]
NS S . 4 20
0.5 Vo BRE T .
. _ -7 T TTe=eeo____ [
L. °
0.0 T T T T 0
0 5 10 15 20 -

Tiempo (dias)

Figura 2. Validacion del modelo para la proliferacion de células
hepéticas y su respuesta dindmica.

La prueba de la simulacién concluyé en el dia 21 cuando
las concentraciones maximas de las células y sus produc-
tos son alcanzadas, logrando una concentracién de 91
g/Ly 1.76 g/L, respectivamente. A pesar de que la prue-
ba fue simulada por varios dias, la respuesta dindmica
ain mostrd perturbaciones para el estudio de las tres
variables. El error porcentual absoluto medio (MAPE)
para Cx, Csy Cp fue de 10.6679 %, 41.1139 % y 20.7302
%, respectivamente. Se requiere de un mayor periodo
de estudio para identificar el comienzo del estado esta-
cionario debido a que se trabaj6 con un biorreactor de
flujo radial continuo. La variable que mostré una mayor
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perturbacion es Cs, ya que al comienzo de la prueba no
hubo concentraciones celulares requeridas para que el
comportamiento se comience a desnivelar. En este caso,
es recomendable decrementar el flujo de entrada de Cg
o Csp para obtener un comportamiento mas estable. El
sustrato es una condicién inicial y no esta influencia-
do por otras entradas durante el periodo de la prueba.
Segun lo previsto, un punto de decremento seria notable
para Cs, ya que las células se alimentan con el sustrato
a pesar de estar en un estado estacionario. No obstante,
una ecuacion dinamica de producto refleja el comporta-
miento entre la concentracion de la biomasa y la tasa de
formacién de producto (elaborado por las células) para
que estén directamente relacionados. El biorreactor de
flujo radial es alimentando a través de sus entradas in-
ternas por el medio de cultivo y de oxigenacion, mien-
tras que el producto es generado por las células.

El modelo matematico representa el estudio del com-
portamiento de las variables dentro de un biorreactor
de flujo radial continuo y ahora, con el modelo valida-
do, diferentes simulaciones se llevan a cabo al variar el
flujo, condiciones iniciales, concentraciones de alimen-
tacidn, y se obtienen diversos resultados que pueden no
necesariamente ser logrados al momento de ser proba-
dos en un biorreactor. Como parte de la investigacion,
se toman distintas pruebas en diferentes simulaciones
al modificar Csy, donde se desea reportar resultados
expresados en términos del rendimiento de la bioma-
sa por cantidad de sustrato. La respuesta dinamica de
la concentracion inicial del sustrato y criterios técnicos
son mostrados en la Figura 3.
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Figura 3. Rendimiento del comportamiento (Yys) con respecto a
la variacién del sustrato.

DOI: 10.20983/culcyt.2023.1.2.3

CULCYT. Cultura Cientifica y Tecnolégica .
Vol.20 | no.1 | Enero-Abril 2023 CULCW#

La respuesta dinamica se simula en distintas concen-
traciones iniciales de sustrato (1-4 g/L) para descifrar el
desempeno de su comportamiento con respecto al tiem-
po. Los primeros dias se muestra que entre mayor sea la
cantidad de la concentracién de sustrato mayor sera el
rendimiento logrado. Sin embargo, las variaciones de los
resultados comienzan a ser muy similares a partir del dia
8. De este modo se muestra que, bajo este rango de va-
lores, la cantidad de la concentracion de sustrato inicial
realmente no impacta sustancialmente, unicamente si el
periodo de estudio se lleva por mas de 8 dias. El mayor
rendimiento encontrado bajo este periodo es presentado
con Csy = 1.0 g/L. Por otro lado, el menor rendimiento
ocurre cuando se emplea Csp = 4.0 g/L. Se mostraron
resultados diferentes a lo que se esperaba, ya que entre
mayor sea la concentracién menor seria el rendimiento.
Estos resultados indican que, en concentraciones mas
elevadas, la perturbacion para alcanzar un rendimiento
estable es minimo.

IV. CONCLUSIONES

En esta investigacion se obtuvieron resultados con base
en un biorreactor de flujo radial continuo que se im-
plementa para estudiar diferentes variables tales como
la concentracion celular, de producto y de sustrato a lo
largo del tiempo. Estos resultados demostraron que al
utilizar un modelo matematico, estas variables pueden
ser mayormente predichas y estudiadas en profundidad
con herramientas de simulacion. Por tal motivo se em-
ple6 un analisis paramétrico de sensibilidad y se con-
cluye que los pardmetros que representan una mayor
relevancia para Cx son Yys, a y 3, mientras que, por otro
lado, los parametros que tienen el mayor efecto en Cp
SON Umaw Yxs ¥ Kps. Estos resultados pueden ayudar a
reducir el mismo modelo matematico para futuras pro-
puestas de control y monitoreo.

Como parte de este estudio, se emplearon diferentes si-
mulaciones en las que se encontré que el rendimiento
no presenta variaciones después del dia 8 en la variedad
de concentraciones de sustratos. Por consiguiente, las
simulaciones y los modelados pueden ser empleados
para procesos y sintesis de optimizacion, monitoreo y
control de los procesos tendientes a mantener el nivel
de produccioén y calidad del producto, asi como para
detectar de fallas, entre otros.

La necesidad imperante de crear alternativas para el
estudio del comportamiento de la proliferacion de cé-
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lulas hepaticas, como es el caso de los biorreactores; la
generacion de una antesala para aplicaciones médicas
con el fin de resolver las enfermedades de los pacientes
y el gran impacto que genera no tener infraestructuras
especializadas, han sido objeto de estudio en la presen-
te investigacion. Las ecuaciones dindmicas biocinéticas
son utiles para el proposito de este enfoque y es prome-
tedor para distintos proyectos de la ingenieria biomédi-
ca, ya que podria impactar a la hora de analizar distin-
tos trabajos justo en el comienzo, en la etapa del disefio,
dado que cualquier parametro puede ser una entrada
y, en consecuencia, brindar eventos futuros precisos y
conocidos.
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