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RESUMEN

El estudio de estabilidad de proteinas es un proceso indispensable en la actualidad para el desarrollo de
productos vacunales que contienen a éstas como principio activo. El presente trabajo se realizd en el
Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia de Camaguey, en el cual actualmente en el area de
Desarrollo Tecnoldgico se trabaja en el disefio de una vacuna contra las garrapatas. El objetivo de este
trabajo consistié en determinar el tiempo de inactivacion de la proteina Bm86 portadora del péptido PO,
aplicando para ello estudios acelerados de estrés térmico con el fin de predecir la estabilidad de la vacuna
contra las garrapatas, tomando como base la ecuacion de Arrhenius. Se realizaron ademas diferentes
estudios para analizar las posibles vias de inactivacion de la proteina Bm86. Los resultados obtenidos
indicaron que a una temperatura de almacenamiento entre 2 °C y 8 °C la proteina, como ingrediente
farmacéutico activo, posee un tiempo de duracion predictivo de aproximadamente 2,5 afios antes que se
inactive un 10 % de la misma.

Palabras claves: Ecuacion de Arrhenius; Estabilidad acelerada; Proteina Bm86; Temperatura; Tiempo de
duracion.

ABSTRACT

The study of protein stability is currently an essential process for the development of vaccine products that
contain these as an active ingredient. This work was carried out at the Center for Genetic Engineering and
Biotechnology of Camaguey, where the Technological Development area is currently working on the
design of a vaccine against ticks. The objective of this work was to determine the inactivation time of the
protein Bm86 carrying the peptide PO, applying accelerated studies of heat stress in order to predict the
stability of the vaccine against ticks, based on the Arrhenius equation. Different studies were also carried
out to analyze the possible inactivation pathways of the Bm86 protein. The results obtained indicated that
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at a storage temperature between 2 °C and 8 °C, the protein, as an active pharmaceutical ingredient, has a
predictive duration time of approximately 2.5 years before 10% of it is inactivated.

Keywords: Arrhenius equation; Accelerated stability; Bm86 protein; Temperature; Shelf life.
1. INTRODUCCION

Las vacunas, las cuales se definen en (Brandau et al., 2003) como cualquier agente incluyendo péptidos,
proteinas, polisacaridos, polinucledtidos, bacterias y virus que son usadas para generar un estado inmune
profilactico, representan el méas grande logro de la medicina moderna en la prevencion de enfermedades.
La habilidad de una vacuna para poseer sus propiedades fisicas, quimicas, microbioldgicas y bioldgicas en
los limites especificos durante el tiempo de vida definido se refiere como estabilidad. EI tiempo de vida es
el periodo de tiempo en el cual una vacuna se mantiene estable bajo las condiciones de almacenamiento
recomendadas (Sarmad et al., 2019).

Existen dos categorias principales de muestreo de la estabilidad para determinar el tiempo de vida de
vacunas, la estabilidad en tiempo real y la estabilidad acelerada. EI almacenamiento de vacunas bajo
condiciones de almacenamiento recomendadas se refiere como la estabilidad en tiempo real o en
condicion real, mientras que en la estabilidad acelerada el producto es almacenado bajo condiciones de
elevado estrés (Fox & Haensler, 2013). La estabilidad en tiempo real y acelerada es empleada para definir
el patrén de degradacion que ocurre cuando una vacuna falla en lograr sus resultados potenciales. La
estabilidad térmica acelerada de vacunas durante su tiempo de vida tiene un impacto vital en su potencia,
debido a que la temperatura afecta directamente su estabilidad, mientras que la degradacion del
inmundgeno depende de las condiciones medioambientales y de almacenamiento (Sarmad et al., 2019).

En la actualidad existen diferentes procedimientos en el estudio predictivo acelerado de la estabilidad de
proteinas. Una de estas formas es a partir de la inactivacion de muestras proteicas por accion del calor,
determinandose cuantitativamente las proteinas inactivadas, para predecir el tiempo que demora en
inactivarse a determinada temperatura de almacenamiento y conservacién. Esto es posible mediante el
empleo de la ecuacion de Arrhenius, a partir de la dependencia de la velocidad de inactivacion con la
temperatura de almacenamiento del ingrediente farmacéutico activo (IFA).

Se considera que las predicciones de la estabilidad a largo plazo a partir de datos de estabilidad acelerada
son usualmente imposibles de realizar para compuestos bioldgicos debido a las modificaciones
dependientes de la temperatura, tiempo y concentracion. Durante el estudio de la agregacién, los
investigadores han encontrado ya sea comportamientos que no siguen el perfil de Arrhenius (Brummitt et
al., 2011; Kayser et al., 2011; Wang & Roberts, 2013) o que siguen el perfil de Arrhenius pero que estan
limitados a intervalos de concentracion y temperatura estrechos (Paborji et al., 1994; Borgia et al., 2013).
Sin embargo, estudios recientes indicaron la posibilidad de predecir perfiles de agregacion a largo plazo a
partir de datos de estabilidad acelerada y ciertos parametros biofisicos seleccionados mediante modelos no
lineales, esto es, redes neurales artificiales (Gentiluomo et al., 2020) u otros métodos multivariados
(Gentiluomo et al., 2020; Gentiluomo et al., 2020). El perfil de Arrhenius fue también demostrado para la
potencia de la vacuna para ser utilizado con el fin de manejar la estabilidad después de un cambio de
proceso (Egan & Schofield, 2009), y para predecir con exactitud la estabilidad a largo plazo (Clénet,
2018). Los perfiles de largo plazo de antigenicidad que fueron predichos mediante un analisis de la
cinética de Arrhenius para seis meses de datos de estabilidad acelerada fueron verificados con datos
experimentales de estabilidad de hasta tres afios (Clénet, 2018). Otros autores (Kuzman et al., 2021)
demostraron la prediccion exacta de la estabilidad a largo plazo (hasta tres afios) para varios anticuerpos
monoclonales terapéuticos y proteinas de fusion a partir de la datos de estabilidad acelerada de corto plazo
(hasta seis meses) mediante la aplicacién de la modelacion cinética usando la ecuacion de Arrhenius.
Ademas, los autores (Moriconi et al., 2020) emplearon la modelacion cinética basada en Arrhenius para
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disefiar el proceso de envejecimiento de vacunas hechas a la medida bajo investigacion con un nivel
predefinido de O-acetilacion para obtener las especificaciones clinicas verificadas.

La cuantificacion de proteina es a menudo necesaria para la investigacion bioldgica, bioquimica, clinica,
farmacéutica, y de tecnologia alimenticia, asi como también para aplicaciones industriales (Goldring,
2019). Entre los métodos mas utilizados y novedosos para el estudio cuantitativo y estructural de proteinas
se encuentra el ensayo del &cido bicinconinico (ABC) (Cortés-Rios et al., 2020). Otro método de estudio,
en este caso estructural y de fragmentacion, es la electroforesis para, a partir de las estructuras de las
proteinas, determinar sus fragmentos (Olichon et al., 2007). Estos métodos mencionados pueden ser
utilizados para determinar la degradacién producto de la inactivacion de la proteina a diferentes
temperaturas y con ello llegar a predecir su posible estabilidad.

Para la elaboracién de las vacunas veterinarias se emplean proteinas extraidas de diversas muestras
bioldgicas, las que proveen la actividad farmacoldgica necesaria para el tratamiento o cura de las
principales enfermedades que afectan a las diferentes especies de animales.

En el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB) de Camagtey, se realiza la produccion de
vacunas Yy bioproductos de uso veterinario y agricola. Actualmente en el area de desarrollo tecnoldgico del
CIGB se trabaja en el disefio de una vacuna contra las garrapatas. Dicha vacuna posee como principio
activo el conjugado entre la proteina Bm86 y el péptido PO (pP0). El pP0 es un componente estructural de
los ribosomas de todos los organismos y es fundamental para la viabilidad celular. Aparte de su funcién
estructural en los ribosomas, existen evidencias que indican que la proteina PO desfosforilada interviene en
la reparacion del ADN en el nicleo (Gong et al., 2008).

Sin embargo, los péptidos son generalmente malos inmundgenos y son rapidamente aclarados del torrente
sanguineo. Es por ello que, en vacunas, se usan conjugados a proteinas altamente immunogénicas que
mejoran su presentacion al sistema inmune del individuo vacunado. Considerando las propiedades
adyuvantes descritas para las nano particulas de Bm86 producidas por la levadura P. pastoris en el CIGB,
esta proteina es la candidata mas adecuada y factible para la presentacion eficiente del pPO al sistema
inmune del hospedero, porque ademas esta proteina es en si misma un inmundgeno contra garrapatas
(Rodriguez-Mallon et al., 2020).

El conjugado Bm86/pP0 al igual que todas las proteinas puede sufrir un proceso de inactivacién térmica
ya que se componente estructural es la proteina Bm86. Este proceso de inactivacion depende del tiempo
de exposicion de la proteina a determinadas condiciones de temperatura. La inactivacion de la proteina
Bm86 provoca la pérdida de unidades estructurales, lo que causa la disminucién de la actividad
inmunolédgica del conjugado y, como consecuencia, la pérdida de efectividad de la vacuna en el tiempo.
Hasta el momento no se conoce el tiempo de inactivacion, ni el fendémeno mediante el cual ocurre dicha
inactivacién. Para poder determinar qué tiempo tarda la vacuna contra las garrapatas sin perder su
actividad inmunolégica se requiere determinar cuanto demora la proteina Bm86 sin inactivarse a la
temperatura de almacenamiento (2 °C a 8 °C).De esta manera, en el presente trabajo se determina el
tiempo de durabilidad del IFA Bm86 mediante un estudio de estabilidad acelerada basado en la ecuacion
de Arrhenius.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Almacenamiento y toma de las muestras de IFA
Para realizar el estudio de estabilidad mediante el método acelerado de estrés térmico, se emplearon

muestras pertenecientes a tres lotes de produccion diferentes (14P.IFA.2108E, 14P.IFA.2201E vy el lote
14P.IFA.2203E). A continuacion, se describe el procedimiento seguido:
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e Las muestras se almacenaron en bolsas flexboy de la firma Sartorius® de material etilvinilacetato a
una temperatura entre 2 °C y 8 °C.

e Las muestras se incubaron a diferentes temperaturas: 55 °C, 37 °C y 25 °C.

e Teniendo en cuenta que la inactivacién aumenta a mayores valores de temperatura, se fijaron
diferentes tiempos: 24 h, 48 h'y 72 h respectivamente.

2.2. Cuantificacion de proteinas por el método del ABC

La cuantificacion de proteinas en los conjugados se realizé por el ensayo del ABC, siguiendo el protocolo
de ensayo establecido en el Procedimiento Patron de Operacion (PPO) 2.31.282.17 (CIGB, 2017). Se
utilizé un patrén de la proteina ASB (albumina de suero bovina) de concentracion conocida, realizando
diluciones seriadas en el rango de 0,0625 a 1 mg/mL. La observancia fue medida en un espectrofotometro
de placas Multiskan (Thermo Scientific®) a 562 nm de longitud de onda.

2.3. Analisis cualitativo por ensayo de InmunoDot-BLOT
Para el ensayo se realiz6 tipo sandwich siguiendo de ensayo ITD 64.341.02 (CIGB, 2011), en donde se
recubrié la membrana de nitrocelulosa con el propio conjugado Bm86/pP0. El segundo anticuerpo de
acoplamiento a la proteina BM86 fue el CBSSE2.3-HRP, conjugado a la enzima peroxidasa de rabano
picante para el desarrollo de la sefial coloreada.
2.4. Analisis por electroforesis SDS-PAGE del conjugado
Para determinar la posible degradacion del conjugado Bm86/pP0 se realizé un analisis por electroforesis
en gel de poliacrilamida al 8%. Dicho anélisis se le realizé a las muestras al inicio y al final del estrés
térmico para cada una de las temperaturas. Para ello se siguié el método reportado en el PPO 4.09.004.91
(CIGB, 1991).

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Determinacion del tiempo de durabilidad del IFA BM86 mediante el estudio de estabilidad acelerada
Para la prediccion de la estabilidad de la proteina BM86 se empled el método de estabilidad acelerada
basado en la ecuacidn de Arrhenius. El primer paso del estudio consiste en la determinacién del orden de
reaccion.
3.2. Determinacion del orden de reaccion
Una vez que el conjugado fue sometida a diferentes temperaturas y tomadas las muestras segln los

intervalos de tiempo descritos para cada temperatura, se procedié a su cuantificacion mediante el ensayo
de ABC usando para ello la curva de calibracion de BSA (Figura 1).
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Concentracién de proteinas

Figura 1. Curva de calibracién usada en la técnica de ABC.
Fuente: Elaboracion propia.

A partir de los valores de concentracién de la proteina Bm86 en los lotes de conjugados (datos no
mostrados), los cuales fueron graficados y presentados en la Figura 2, se calcularon los parametros
siguientes para determinar el orden de la reaccion:

e ¢(Bm86/c(Bm860)

e In(c(Bm86/c(Bm860)
e 1/(c(Bm86/c(Bm860)
e 1/(c(Bm86/c(Bm860)?

Tiempo (dias) Tiempo (dias)

6

Tiempo (dias)

©
Figura 2. Comportamiento de la concentracién de la proteina Bm86 en el tiempo. (a) Lote 14P.IFA.2108E. (b) Lote
14P.IFA.2201E. (c) Lote 14P.IFA.2203E.

Fuente: Elaboracion propia.
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Las variaciones de los parametros calculados se correlacionaron linealmente con respecto al tiempo (en
dias). En la Figura 3 se muestran los graficos obtenidos para determinar el orden de nuestro sistema para
la temperatura de 55 °C del lote 14P.IFA.2208E. El resto de los gréaficos se muestran en los Anexos del 1
al 8. El mejor ajuste se obtuvo para el orden cero de reaccion.

12 Orden 1
| Orden 0

LN/(C/Co)

02 | y=-0.0723x+1.0626
R2=0.9851

2 | y=-0.1434x+0.2616
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1/(c/Co)
1/(c/co)?

0 2 4 6 8 10 12 14
tiempo (dias) Tiempo (dias)
. © , Q)
Figura 3. Orden de reaccién con respecto al tiempo a 55 °C de temperatura para el lote 14P.IFA.2108E. (a) Orden
0. (b) Orden 1. (c) Orden 2. (d) Orden 3.

Fuente: Elaboracion propia.

Por otro lado, también se calculd el coeficiente de determinacion para cada una de las curvas
anteriormente mencionadas, con el fin de determinar asi el orden de reaccion (Tabla 1). Los mayores
valores se obtuvieron para el orden de reaccion cero, que corresponden a la curva de C/Co vs. tiempo. Este
resultado indica que la reaccion es de orden cero y, por tanto, la velocidad instantanea de reaccion de
dicha proteina, en las condiciones experimentales utilizadas en este estudio, es directamente proporcional
a la concentracion.

Tabla 1. Coeficientes de determinacion para las diferentes temperaturas de los lotes.

Lote 14P.IFA.2108 Lote 14P.IFA.2201 Lote 14P.IFA.2203
Pardmetros 55°C 37°C 25°C 55°C 37°C 25°C 55°C 37 °C 25°C
(CICo) 0,9851 10,9860 0,9939 0,9899 0,9883 0,9333 09786 0,9721 0,9954
In (C/Cy) 08679 09437 09801 09789 09627 08722 0,9337 0,9461 0,9919
1/(CICy) 0,6547 10,8892 09325 0,927 09146 0,7975 0,8279 0,9062 0,9830
1/(C/Co)? 0,469 06784 08629 08454 10,7864 0,7222 0,7018 0,7447 0,9692

Fuente: Elaboracién propia

Basado en la ecuacion de orden cero obtenida se obtiene que:

C=Co—k-t 1)
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Donde C es la concentracion en el tiempo de la proteina, Co es la contraccidn inicial de la proteina, k es la
constante de velocidad y t es el tiempo.

A partir de cada curva de orden cero (ver en la seccién de Anexos) se obtuvieron las constantes de
velocidad para cada temperatura, los cuales se expresan en la Tabla 2.

Tabla 2. Valores de la constante cinética k para cada temperatura en los tres lotes

Temperatura Lote Lote Lote
14P.IFA.2108 14P.IFA.2201  14P.IFA.2203

55 °C 0,0723 0,0616 0,0541

37 °C 0,0526 0,0509 0,0494

25 °C 0,0456 0,0487 0,0276

Fuente: Elaboracién propia
3.3. Determinacion de la energia de activacion (Ea) y el factor pre-exponencial de Arrhenius (A)
Segun la expresion de Arrhenius:

@)
k = AeRT

Al linealizarla aplicando logaritmo neperiano en ambos miembros de la ecuacion (2) se obtiene la
siguiente expresion:

Ea (3)
R-T

Ink =In A—

Graficando los valores del In k correspondientes a cada temperatura para los 3 lotes contra el inverso de la
temperatura (Tabla 3), se obtiene una curva cuyo intercepto es el In A y la pendiente es Ea/R.

Tabla 3. Datos transformados de la velocidad de reaccion en funcidn de la temperatura para confeccion del grafico de

Arrhenius
Lote Lote Lote .
-1
Temp. (K%)  14p|FA2108  14PIFA2201  14P.IFA 2203 Promedio
uT Ink Ink In k In k
0,00304878 -2,62693115 -2,787093408 -2,916921093 -2,77698188
0,00319489 -2,94503916 -2,977892355 -3,007804855 -2,97691212
0,0033557 -3,08784756 -3,022076249 -3,589939506 -3,23328777
Fuente: Elaboracion propia
La ecuacion ajustada fue:
1 4)

Ink =14555- T -1,767

La curva de Arrhenius (Figura 4), present6 un coeficiente de determinacién con valor R2=0,9981, lo cual
evidencia un buen ajuste de los datos al modelo de Arrhenius y pude ser utilizada para estudios predictivos
de estabilidad. Segun la expresion linealizada de Arrhenius, el valor de la pendiente es igual a -Ea/R y el
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intercepto es igual a InA. Empleando el valor de universal de los gases R = 8,314 J/mol.K, se determina
que Ea =12 101,027 J/mol y A =0,1717 dias™

Figura 4. Gréafico de Arrhenius para la inactivacion de la proteina.
Fuente: Elaboracion propia.

Existen diferentes investigaciones realizadas a estabilidades de otras proteinas con resultados cercanos a
los obtenidos para la proteina Bm86. Segun (Torres et al., 2001) la energia de activacion de una proteina
parecida a la nuestra es de 15,17 Kcal/ mol. Otros autores (Schleicher et al., 1989) presentaron para la
proteina rodopsina de peso molecular de 48 kDa, un valor de Ea = 16,5 kJ/mol. Finalmente segun
(Sant'Anna et al., 2012), el péptido P34 presenta inactivacion por accion térmica de primer orden, con un
valor de Ea = 9 kJ/mol en leche descremada y 13,6 kJ/mol en leche entera.

3.4. Determinacion del tiempo de duracién de la proteina Bm86
Empleando la energia de activacion y la constante de Arrhenius se determind la constante de velocidad
cinética para las posibles temperaturas de almacenamientos de la proteina conjugada, las cuales fueron de

4, 8 y 25 °C. En la Tabla 4 se exponen los valores de esta constante cinética segun la temperatura de
almacenamiento evaluada.

Tabla 4: Valores de la constante cinética calculadas para cada una de las posibles temperaturas de almacenamiento

Constante Temperatura
4°C 8°C 25°C
k (dias) 9,17E-04 9,87E-04 1,33E-03

Fuente: Elaboracion propia

Teniendo en cuenta que la proteina conjugada sera el principio activo de varias formulaciones para
vacunas veterinarias, se decidié tomar como criterio una degradacién maxima permisible del 10%. Es
decir, el 90% de la proteina debe mantenerse activa, esto es, C/Co = 0,9. Sustituyendo este valor y la
constante de velocidad determinada para las 3 posibles temperaturas de almacenamiento en la ecuacion de
orden cero descrita anteriormente, se obtiene el tiempo que la proteina conjugada se degrada un 10 %.

5
C _ k.t 5)
Co

Se obtuvieron los tiempos de estabilidad a varias temperaturas (Tabla 5). Este resultado es muy positivo
porque permite que se produzcan las vacunas con un margen de tiempo factible para la implementacion de
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las diferentes etapas de produccion de las vacunas. Suministra la capacidad de almacenar el IFA hasta 2
afios.

Tabla 5. Tiempos de estabilidad

Estabilidad Temperatura Temperatura Temperatura
90% 4°C 8°C 25°C
Dias 981 911 678
Afios 2,688 2,496 1,858

Fuente: Elaboracion propia

3.5. Determinacion de la presencia del conjugado Bm86/pP0 por SDS-PAGE

En la Figura 5 se presentan la SDS-PAGE realizadas a muestras el dia cero. Todos los lotes presentaban
bandas de alta pureza sin degradacion. Para el ensayo no se conté con marcador de peso molecular.

Dia O
Lotel Lote2 Lote3

ll' '

Figura 5. SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 8% realizadas a muestras el dia cero. Lote 1 es el 14P.IFA.2108,
lote 2 es el 14P.IFA.2201, el lote 3 es el 14P.1IFA.2203 y el control negativo es la proteina Bm86 lote 14.1903-5.

Fuente: Elaboraci6n propia.

El dia 12 del ensayo se repitio el SDS-PAGE con el objetivo de medir si habia decaido la pureza del
conjugado para los tres lotes evaluados y las tres temperaturas aplicadas (Figura 6).

55:°C 40 °C 25°C
Lote 1 Lote 2 Lote 3 lotel Lote2 Lote3 Lotel Lote2 Lote 3

Figura 6. SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 8% realizadas a muestras el dia 12. Lote 1 es el 14P.IFA.2108,
lote 2 es el 14P.IFA.2201, el lote 3 es el 14P.IFA.2203 y el control negativo es la proteina Bm86 lote 14.1903-5.

Fuente: Elaboracién propia.
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El resultado obtenido a los 12 dias de iniciado en ensayo se corrobora con la disminucion de la
concentraciéon de proteinas determinado por SDS-PAGE. Los 3 lotes mostraron una disminucién en el
contenido de pPO0 sobre todo a la temperatura de 55 °C. La pureza de las muestras se mantiene invariable,
y aun después de los 12 dias a 55 °C se mantiene el conjugado estable.

3.6. Determinacién de la presencia del péptido pPO
En la Figura 7, se expone el InmunoDot realizado a los tres lotes el dia cero. Todos los lotes mostraron

una alta presencia del pPO0, evidenciando que el aumento del peso molecular de los conjugados se debe a la
incorporacién del péptido.

Figura 7. InmunoDot realizado los lotes de IFA el dia cero. Lote 1 es el 14P.IFA.2108, lote 2 es el 14P.IFA.2201, el
lote 3 es el 14P.1FA.2203. Control positivo lote de 14P.IFA.2202E usado en ensayos de potencia con altos valores de

titulos de anticuerpo, control negativo PBS.
Fuente: Elaboracion propia.

El dia 12 del ensayo se repitid el InmunoDot con el objetivo de medir si habia decaido la presencia del
pPO en el conjugado (Figura 8).

55°C 40 °C 25°C
lotel Llote2 Lote3 Lote 1 lote2 Lote3 Lote 1 Lote 2 Lote 3 C+ C-

Figura 8. InmunoDot realizado a los lotes de IFA el dia 12. Lote 1 es el 14P.IFA.2108, lote 2 es el 14P.IFA.2201,
el lote 3 es el 14P.IFA.2203. Control positivo lote de 14P.IFA.2202E usado en ensayos de potencia con altos

valores de titulos de anticuerpo, control negativo PBS.
Fuente: Elaboracion propia.

El resultado del InmunoDot también indica la disminucién de la estabilidad del conjugado, al presentarse
éste mucho maés claro sobre todo a la temperatura de 55 °C. Sin embargo, ain es visible indicando asi la
presencia del pP0. Estos resultados nos permiten afirmar que el estudio de estabilidad acelerada fue un
éxito y nos da la posibilidad de predecir que el IFA Bm86/pP0 puede ser estable por un periodo de tiempo
de poco mas de 2 afios a 4 °C.
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4. CONCLUSIONES

El método de Arrhenius se ajustd satisfactoriamente al sistema compuesto por el conjugado Bm86/pPO0,
permitiendo realizar predicciones de estabilidad térmica a tiempo real.

Se determind que la estabilidad del IFA Bm86/pP0 puede de ser mayor a 2 afios a una temperatura de 4
°C.
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Anexo 1. Determinacion del orden de reaccion a una temperatura de 37 °C para el lote 14P.IFA.2108E.
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Fuente Elaboracion propia.
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Anexo 3. Determinacion del orden de reaccion a una temperatura de 55 °C para el lote 14P.IFA.2201E. (a) Orden 0.

(b) Orden 1. (c) Orden 2. (d) Orden 3.

Fuente Elaboracion propia.
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Anexo 4. Determinacion del orden de reaccion a una temperatura de 37 °C para el lote 14P.IFA.2101E. (a) Orden 0.

(b) Orden 1. (c) Orden 2. (d) Orden 3.

Fuente Elaboracion propia.
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Anexo 5. Determinacion del orden de reaccion a una temperatura de 25 °C para el lote 14P.IFA.2101E. (a) Orden 0.

(b) Orden 1. (c) Orden 2. (d) Orden 3.

Fuente Elaboracion propia.
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Anexo 6. Determinacion del orden de reaccion a una temperatura de 55 °C para el lote 14P.IFA.2103E. (a) Orden 0.

(b) Orden 1. (c) Orden 2. (d) Orden 3.

Fuente Elaboracion propia.
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Anexo 7. Determinacion del orden de reaccion a una temperatura de 37 °C para el lote 14P.IFA.2103E. (a) Orden 0.
(b) Orden 1. (c) Orden 2. (d) Orden 3.

Fuente Elaboracion propia.
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Anexo 8. Determinacion del orden de reaccion a una temperatura de 25 °C para el lote 14P.IFA.2103E. (a) Orden 0.
(b) Orden 1. (c) Orden 2. (d) Orden 3.

Fuente Elaboracion propia.
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