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RESUMEN

La desnaturalizacion de antibidticos del grupo de las tetraciclinas es un hecho conocido casi |
desde su introduccion en erapéutica. En el presente trabajo estudiamos las modificaciones
de la concentracion de la oxitetraciclina (OTC) «in vitro» disuelta en plasma bovino y tampon |
fosfato a las temperaturas de 15, 25, 30, 37 y 42°C y durante diferentes tiempos. Los procesos |
de madificacidon de la concentracion se producen principaimente durante la primera hora y son
tanto mas manifiestos conforme menor es la concentracion del antibidtico. En plasma, ademas,
estos procesos tienden a ser mayores conforme menor es la temperatura del ensayo, mientras
gue en tampdn ocurre lo conirario. La congelacion durante tiempos prolongados permite
obtener recuperaciones muy altas en concentraciones bajas y algo menores para las concen-
traciones mas elevadas.

SUMMARY

The denaturalization of the antibiotics belonging to the tetracycline group has been a well-known
fact since its discovery. The «in vitro» modification of the concentration of oxytetracycline in
bovine plasrna and phosphate buffer at temperature of 15, 25, 30, 37 and 42 degrees Celsius
at different times has been investigated in this study. The modification of the concentration
was found {e occur mainly during the first hour and o be more manifest at lower concentrations
of the antibiotic. Is was also found to be greater at lower temperatures in de case of the bovine
plasma, and at higher temperatures in the case of the phosphate buffer. Aditionaly, the per-
centage of recuperation obtained after freezing for prolonged periods of time were higher for
low concentrations of the antibiotics.

INTRODUCCION vitro» a 37°C y a pH neutro o ligeramente
alcahino. La disminucion de 1a estabilidad es

Los procesos de desnaturalizacion de dependiente de la temperatura y deif pH, va
antibioticos del grupo de las tetraciclinas que el deterioro es mas rapido a temperatura
comienzan a estudiarse desde su descubri- mas alta y a mayor duracion del calenta-
miento a finales de la decada de los cuaren- miento por una parte y en solucion alcalina

ta. Asi, Bliss y Chandler (1), Dornbush vy que acida por otra {2, 3, 5). Regna vy
Pelcak {(2), Paine et al. (3} y Price at al. (4) Solemons (6) y Finland et al. (7} sefialan gue
sefialan que la clortetraciclina {CTC) o este mismo hecho se presenta con otros
aureomicing, sufre un rapido detericro «in antibidticos del mismo grupo como ocurre
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con la oxitetraciclina (OTC). Sin embargo, se
comprobd gue la oxitetraciclina era mas
estable en miel gue en solucicnes acuosas
tamponadas a diferentes valores de pH vy
temperatura (8) v gue la inaclivacién de
clortetraciclina y oxitetraciclina en leche in-
cubada a 37°C durante 12 horas fue mini-
ma (9}

Womack et al. (5) dermuestran gue la
yema de huevo contiene una o varias sus-
tancias gue evitan el deterioro de la CTC a
37°C. Pruebas realizadas con albdmina de
huevo vy con seroalbdmina humana demes-
traron que estas fracciones carecian de
factores protectores. El estudio de |a sustan-
cia encontrada en la yema de huavo demos-
tré que ésta resistia el calentamiento a una
temperatura de 60°C durante 80 minutos, a
100°C durante una hora vy, bajo ciertas con-
diciones, a 120°C en autoclave durante 15
minutos. Ademas la concentracién en la
yema de huevo era tal que incluso diluida a
la cuarta parte seguia manteniendo su ac-
cion protectora sin una disminucion signifi-
cativa. Con postericridad se demostro que
el componente protecior estaba estrecha-
mente relacionada con la fraccion polisa-
carida de la yema de huevo {10).

Fstos estudios, de gran importancia far-
maceéutica debido a gue pueden informar
schre las diferentes posibilidades de prepa-
racion de los productos comerciales no
abordan el problema de la determinacion y
cuaniificacion de antibidticos desde una
perspeciiva clinica en la que las matrices
plasmatica y/o tisular pueden incidir en la
estabilidad junto con las condiciones de
almacenamiento. Por tal motivo, en el pre-
sente trabajo estudiamos «in vitro» las mo-
dificaciones de ta concentracion de oxite-
traciclina en plasma bovino para establecer
el papel que juegan las variaciones de tem-
peratura y el tiempo de almacenamiento,
partiendc de diferentes conceniraciones
iniciales. Fllo podria permitirnos proponer
unas recomendacicnes de almacenamienio
0 bien la posible correccién, o no, de los
datos de concentracion plasmatica gue se
obtengan en los diferentes estudios.
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MATERIAL Y METODOS

El plasma bovino se obtuvo por centri-
fugacion a 3000 r.p.m. durante 15 minutos
de sangre heparinizada. Posteriormente fue
dividido en fracciones alicuotas de aproxi-
madamente 100 ml v se congeld a 18-20°
bajo cero hasta el momento de su utilizacion.

Para la realizacion de los ensayos se
prepararon diferentes disoluciones de OTC
{Clorhidrato de OQxitetraciclina -Pfizer S.A.)
en plasma a las concentracionas de 2,5; b;
10; 20; 40; 80; 80 y 100 micromolesiliiro.
ldénticas conceniracicnes se realizaron en
una solucion tamponada de pH =74 v con
una concentracién de fosfatos de 65 mili-
moles/litro. Los ensayos con plasma se hi-
cieron por triplicado, en tanto que los de
solucian tamponada fueron simples.

El proceso se llevé a cabo en oscuridad
introduciendo los tubos con las diferentes
concentracionas de O1C correspondientes
a las tres series de plasma y a la del tampodn
en un bafio termostatizado con agitacion,
L as temperaturas constantes que se mantu-
vieron en el bafio, y a las que se realizaron
los ensayos, fueron 15, 25, 30, 37 y 42°C.

La determinacion de la concentracion de
OTC se realizd mediante lectura espectrofo-
tométrica, en un espestrofotdmetro Perkim-
Elmer modele 558, a 352 nanometros, don-
de ta OTC presenta un maximo de absor-
cion, Las lecturas se realizaron siempre
transcurridas 1, 2, 4, 6, 18, 24 y 48 horas
desde que se comanzd la termostatizacion,
ademas de una fectura inicial en el momento
2n que se prepararon las series e inmediata-
mente antes de introducir los tubos en el
bafc y que se tomd como lectura a tiempo
cero.

Los valores de concentracion plasmatica
se calcularon a partir de la correspondiente
recta de calibrado que es la obtenida para
cada ensayo a tiempo cero. De similar
manera se procedio para calcular las con-
centraciones en los tampones.

Con estos valores de concentracion
calculados a los diferentes tiempos de
termostatizacion y los de las rectas de ca-




librado establecidas a partir de los datos a
tiempo cero se obtuvieron las rectas de
regresion para cada tiempo y temperatura.

Finaimente, realizamos lambién un ensa-
yo en el que se utilizaron dos series de
soluciones de OTC, una en la que estaba en
solucion acuocsa y otra en plasma bovino a
las concentraciones de 2,5; 5; 10; 20 y 50
micromales/iitro. De las series de la que la
OTC estaba en solucion acuosa se realiza-
ron dos alicuotas, la primera se wtilizd para
cuantificar la OTC en el momento de ia
preparacion, mientras que la otra se congelo
a —18°C. Con respecto a la serie de plasma
bovino se dividid en tres alicuotas de las
cuales, la primera se empled para valorar la
QOTC en el momento de la preparacion, la
segunda se desproteinizé con 4cidoe tricloro-
acético y se congeld el sobrenadante y la
tercera se congeld sin hingUn process previo
a —18°C. Estas series, junte con la de solu-
cion acuosa se mantuvieron durante 5 me-
ses a esta temperatura.

La determinacion y cuantificacion de la
CTC en este cllimo ensayo se realizd por
metodos de cromatografia liquida de alta
presion (HPLC) empleando un equipo
Spectra-Phisics formado por bomba ternaria
modelo SP-8800, detector UV de longitud de
onda variable Spectra-100 e integrador
SP-4400, en el que montamos una columna
de Supelcosi-LC-18-DB con 25 cm de lon-
gitud y 4,6 mm de diametro interno cuya fase
estacionaria es octadecil-dimetil-silicona
con particulas de 5 micras y poros de 100
Angstrom. Para ello nos basamos en el
procedimiento descrito por Knox y Jurand
(11) y el HPLC-Bulletin 834 de Supelco (12).
La preparacion de las muestras de plasma
para su posterior inyeccion en el sistema
HPLC se realizd como indican McElroy et
al. (13), afadiendo 0,25 mi de acido
tricloroacético a 1 mi de plasma y tras agitar
fuertemente se mantenia en hielo durante 15
minutos para después centrifugar durante
10 minutos a 4000 r.p.m. El sobrenadante se
filiraba y posteriormente se inyectaba una
alicucta de 50 pai, La fase mévil con un pH
ajustado a 3,5 y con un flujo de 1.5 mlfmin,
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estaba compuesta por un 30 % de N,N-di-
metil-formamida y un 70 % de tampdn forma-
do por acido citrico 0,05 M, citrato sodico
0,013 M, nitrato potasico 0,01 M v EDTA di-
sodico 0,001 M. La cuantificacion se realizd
relacionando las dreas bajo los picos de
OTC, leidos a una lengitud de onda de
300 nm, con ia recta de calibrado correspon-
diente.

RESULTADOS

Hemos observadc que a las concentra-
ciones mas bajas apenas existe diferencia
a los distintos tiempos de termostatizacion,
de esas concentraciones entre si y entre las
iniciales, mientras que conforme disminuyen
las concentraciones ensayadas esas dife-
rencias se van haciendo mayores pero en el
sentido de que parece gue aumentan las
concentraciones conforme transcurre el
tiempo.

La desnaturalizacion (o el efecto aparen-
temente contrario), medida por ta variacion
de los valores de absorbancia a 352 nano-
metras en funcion del tiempo, esta relacio-
nada, por consiguiente, con la concentra-
cion de CTC, al menos en el rango que
hemos empleado nosctros, de 2,5 a 100 mi-
cromolas/litro. Debido a ello hemos obtenido
para cada ensayo la recta de regresion
correspondiente entre los valores iniciales
de concentracion vy los determinados a los
distintos tiempos. En todos los casos, y
como era de esperar, los coeficientes de
correlacién y las medidas de ajuste fuercn
altamente significativas, por lo que, para
cada ensayo y para poder realizar las per-
tinentes comparaciones entre ellos, hamos
utitizado los valores de la pendienie de la
recta de regresion. Estos valores fueron, en
todos los casos, proximos a la unidad, de la
que, no obstante, diferian de manera
estadisticamente significativa y, ademas,
iban descendiendo lentamente en funcion
del tiempo transcurrido y de la temperatura
del ensayo. La disminucion de los valores de
las pendientes de |a recta son mas la con-
secuencia del incremento aparente de las
concentraciones mas bajas que la relativa-




Tabla l.—Concentraciones plasmaticas de oxitetracictina a 25°C, medidas por espectroscopia,
pendientes y error estandar a los distintos tismpos de determinacion

inicial 1 h 2 h 4 h 6 h 18 h 24 h 37 h
25 2,83 10,24 11,88 13565 14,41 16,02 15,12 16,32
5 5,99 12,51 14,58 15,88 16,86 18,41 17,61 19,00
0. 11,02 16,65 18,80 20,41 21,25 22,19 21,61 22,66
20 21,24 2477 27,21 28,81 29,70 30,18 29,53 30,32
40 40,11 39,77 4352 4557 46,68 46,66 45,52 45,67
60 i, 62,10 K778 86245 6432 6504 64,23 63,49 63,82
80 . 80,64 73,05 78,34 81,00 81,47 79,08 78,58 78,68
106 ... 97,78 87,53 93,17 96,69 9580 94,62 94,45 94,01
pte. e 0,982 (,7988 08413 0,8598 0,8459 08107 08155 0,7880
=1 G 0,0120 00079 0,0097 00070 00102 00006 00052 00077
mente pequefia disminucion de las concen- o
raciones mas elevadas. Esta circunstancia ok
se aprecia claramente en la Tabla 1 enlaque ' l@\% o
recogemos a ttulo de ejemplo las concen- os i "
traciones equivalentes gue se obtuvieron a os ,Q?.\“';""-‘—-—-f_ﬁ._{H_f’}.;;:;‘_;;;:—iz;—f ——n
los distintos tiempos en el ensayo realizado SN o
en plasma a 25°C junto con las pendientes o7 |- o
calculadas para cada caso. La representa- o L
cion grafica de los valores de las pendientes,

que corresponden a los ensayos realizados
en plasma, a los distintos tiempos de
termostatizacion y a las diferentes tempera-
turas, se recogen en la Figura 1. En ella
observamos gue se produce una rapida
caida de las cltadas pendientes en la prime-
ra hora para, con posterioridad, seguir des-
cendiendo estos valores perc ya de manera
mucho mas suave hasta las 48 horas. Este
hecho se pone de manifiesto cuando reali-
zamos la comparacion de los vaiores de las
pendientes a tiempos conseculivas median-
te la <t de Sludent» como se muestra en la
Takla 2. En efecto, vemos que en todos los
casos, y para una misma temperatura, la
comparacion entre la pendiente de los va-
lores a tiempo cero y a una hora de iniciada
la termostatizaciéon muestra diferencias alta-
mente significativas (p < 0,001), en tanto
que las comparaciones entre otras parejas
de valores de pendientes a tismpos conse-
cutivos no muestran diferencias significati-
vas salvo algunos casos mas espora-
dicos.

0.5 L
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Figura 1.—Valores de las pendientes frente al
tiempo en los ensayos en piasma a las diferentes
termperaluras.

También se aprecia en la Figura 1 que la
disminucidon de la pendiente s mayor, en
general, a las temperaturas mas bajas en-
sayadas (15 y 25 grados), en tanto gue se
produce el efecto contrario a temperaturas
mas elevadas, sobre todo a 42°C. Cuande
comparamos las pendientes, a los mismos
tiempos pero entre temperaturas ensayadas
contiguas (Tabla 3), vemos que no se ma-
nifiestan diferencias significativas entre los
valares correspondientes a tiempo cero,
como era de esperar, en tanio que en los
demas casos si se producen diferencias
importantes salvo en algunas de las compa-
raciones. En efecto, entre 15 y 25 grados
centigrados las diferencias encontradas son
de menor intensidad y en menor cantidad
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Tabla ll.—Valores de la «t de Student» obtenidos de la comparacién de las pendientes entre

tiempos consecutivos a la misma temperatura

Horas 15°C 25°C 3orC 370 4220
Ni- T, 5,690™ 12,760 5,5437 9,432 7,864
T- 2 2,120 3,398” 0,832 2,315 3.9417
2o d 2,082 1,506 1,104 0,337 1,929
A- B 1,063 1,084 0,446 2,393 1,814
B-18 o, 1,074 2,887 2,409 2,014 6,745™
18-24 1,236 0,540 0.806 2,239 1,799
24-48 0,292 1,807 0,132 3,701 5,084™

* Nivel de significacion superior al 95 % {p < 0,05).
= Nivel de significacion superior al 99 % {p < 0,01},
#+ Nivel de significacién superior al 99,9 % {p <0,001).

Tabla lli.—Valores de la «t de Student» obtenidos de la comparacién de las pendientes entre
temperaturas ensayadas consecutivas a los mismos tiempos

Comparacion 15-25 25-30 30-37 37-42

Nicial ..o 0,512 1,207 0,418 0,064

1T hOA o 2,755 11,564 7,440 11,714
2 horas....cccoovecii 2,114 8,870™ 13,801 16,592™
4 BOTAS ... 7.2737 8,633 10,692 12,5977
B NOTas ..o 3,445 6,386 11,1207 17,2977
18 horas ..o, 3.681" 5,081 6,385™ 6,664
24 hOras.....ccoocveceiiiiiini e 2,143 0,076 0,677 17,582
A8 horas ..o 4,9697 4,653™ 10,7717

* Nivel de significacion superior al 95 % (p < 0,05).

** Nivet de significacion superior al 99 % (p < 0,01).
** Nivel de significacion superior al 99,9 % (p < 0,001).
gue en las comparaciongs entre otras tem-
peraturas. De igual manera, en las ccmpa-
raciones realizadas a las 24 horas no se
manifiestan diferencias salvo en la compa-
racion entre 37 y 42 grados centigrados.

La Figura 2 nos muestra la representacion
grafica de los valores de las pendientes co-
rrespondientes a los ensayos realizados en
el tampdn a los distintos tiempos vy tempe-
raturas. Vemos en ella que también se pro-
duce un hecho similar durante la primera
hora de termostatizacion, aungue es menot,
en términos generales, al gue se producia
en plasma. A partir de este momento el
comportamiento es diferente, y casi contra-
rio, al que se preducia en el plasma ya que
los procesos son proporcionales a las tem-
peraturas, siendo mayores a 37 y 42 grados
y menores a las temperaturas mas bajas.
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La Tabla 4 recoge los valores de la «t de
Student» antre las pendientas a las distintas

Pendianta

L{h
¥ 156 0260 X 30C - I7C  a 42C

Figura 2.—Valores de las pendientes frente al
termpo en los ensayos realizados en tampon a las
diferentes temperaturas.




Tabla IV.—Vzalores de fa «t de Student» obtenidos de la comparacion de las pendientes enire
los ensaycs en tampon y en plasma a los mismos tiempos vy temperaturas

Comparacion 15°C 25C 30:C 37°C 422C

Inicial ... 0,611
T 2,110
R 5,843
Ao, 11,429
B 5,371
18 16,244
A 3,815
A 12,682

0,597 0,031 0,410 1,351
6,160 33717 10,882 0,432
4,6529™ 1,494 14,087 1,860
3,083" 1,600 8,726™ 6,372
3,095 1,972 4,547 10,336™
37127 0,893 1,975 29,389
2,964 0,064 2,711 38,6647
2,541 0,441 9,005™ 31,801

* Nivel de significacién superior al 95 % (p < 0,08),
= Nivel de significacién superior al 99% (p < 0,01).

*** Nivel de significacion superior al 92,9 % (p < 0,001).

horas y tiempos entre los ensayos en plasma
y en tampon. En ellz observamos que la
comparacion realizada a tiempo cere no
muestra diferencias como era de esperar, en
tanto que en la comparacion realizada a la
primera hora de termostatizacion ya mani-
fiesta diferencias significativas a 25, 30 v
37°C. A partir de la comparacion realizada
a las dos horas se aprecian diferencias sig-
nificativas practicamente en tcdos l0s casos
salvo a 30°C que no muestra ninguna dife-
rencia Mmas y en las comparaciones reatiza-
das a 42°C en ia segunda hora y a 37°C en
la decimoctava hora de termostatizacion.
Finaimente, en la Figura 3 y la Tabla 5 se
muestran ios valores correspondiente al
ensayo realizado con ias soluciones some-
tidas a congetlacion durante 5 meses y a las
determinaciones iniciales en el momento de
la preparacion. Observamos gue los valores
correspondientes a la solucién acuosa, ini-
ciales y tras la congelacion, son muy simi-
lares, aunque cuando realizamos la compa-
racidn de sus pendientes mediante la «1 de
Studeni», obtenemos un valor de 3,117 cuyc
nivel de significacidon es del 95 % (p < 0,05).
Diferencias mayores se observan en las
series de plasma bovino, En ambos casos
existe una pérdida aparente de OTC tras la
congelacion, aunque ésta es diferente se-
glin se trate de los plasmas congelados y
después procesados o bien de aquellos que
se desproteinizaron antes de la congelacion.
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Figura 3.—Valores de concentracion de las distintas
series en el ensayo realizado a —18°C.

En todos los casos hemos cbtenide valores
altamente significativos (p < 0,001) en la
comparacion de las pendientes mediante la
«t de Student».

DISCUSION

Como méetedo de determinacion y cuanti-
ficacion de la OTC hemos empleado el
método espectrofotométrico basado en el
méaximo de absorcidn que presenta este
antibidtico a 352 nanometros. Ello nos per-
mite realizar la determinacion de manera
directa sobre el plasma o la matriz liquida
que contenga al antibidtico en solucién, lo
gque es de suma importancia ya gue los
méiodos fluorimétricos o cromatograficos
producen modificaciones del medio matriz
comao precipitaciones vy fuertes cambios de




Tabla V.—Valores de concentracion milimolar de oxitetraciclina, medidas por HPLC, en so-
lucion acuocsa y en plasma, iniciales y tras congelacion a —18°C durante 5 meses

INICIALES CONGELADOS
Plasma
Solucion acuosa Plasma Solucion acuosa
entero desprotein.

50,00 . 47,81 50,02 49,64 37,04 25,89
2500 23,47 15,90 11,03
2000 ..., 18,54 20,29

10,00 ... 9,74 10,06 10,73 7,97 9,20
500 5,29 4,55 5,19 513 5,54
250 63,04 2,62 3,10 2,50 2,60

pH, o del antibidtice como transformaciones
en epitetraciclinas y ctros derivados. Gon la
determinacion espectrofotométrica directa
no ocurren estos cambios {salvo la posible
interaccion entre matriz y antibiotico) ya gue
dicha matriz no se somete a ningln proce-
dimiento quimico gue la modifigue como en
los procedimientos anteriores. Otro hecho
importante es gue la lectura se realiza de
manera inmediata y no requiere espacios de
tiempo mas o mencs largos gue puedan dar
lugar a diferencias. Estas diferencias pue-
den ser debidas, en ocasiones, a los tiem-
pos variables que se necesitan para proce-
samiento de las diferentes muestras segun
el orden que se siga en dicho procesamien-
to, o bien porque puedan originar incluso
procesos de desnaturalizacion de la matriz
o del antibidtico coma puede ocurrir con las
métodos microbioldgicos que requieren la
permanencia del antibidtico en un medio
acuoso, a una femperatura y durante un
tiempo determinados (generalmente 37°C
durante 24 heras al menos). En estas cir-
cunstancias, el deterioro o desnaturalizacion
de los antibidticos del grupo de las
tetraciclinas en solucién acuosa en funcion
de la temperatura del ensayo ya fue puesto
de manifiesto por diferentes autores (2, 10,
7). Vemos pues que cualquiera de los mé-
todos citados, puede conllevar procesos
gue modifiquen la medida de la concentra-
cion o de la actividad del antibidtico, si bien
la medicion espectrofotométrica directa
parece sobrevalorar la concentracion cuan-
do ésta es baja. No abstants, esta sobreva-

43

ioracion, consecuencia de un aumento de la
absorcion de luz debido a posibles reaccio-
nes entre OTC y componentes de la matriz
plasmatica, no debe ser un parametro a
considerar, sino gque, por el contrario, cree-
mos que la disminucion de fa pendiente es
el parametro a utilizar como medida de la
peérdida de concentracion o de actividad
global de la OTC por ser proporcional a la
absortividad molar del producto. La disminu-
cion de la pendiente con respecto a la
medicion inicial es préxima, en todos ios
casos, al 80 %. No menos importante, y que
ademas no se puede valorar, es la respuesta
al interrogante gue surge inmediatamente
después de la observacion de los resufta-
dos: ;QOcurren estas modificaciones de la
OFC también «in vivo»?, por el momento no
tenemos respuesta y no sabemos por tanto
si estas posibles modificaciones se suman
a las que se producen de caracter farmaco-
cinético. Regna y Solomons {6) sefalan que
en el proceso de desnaturalizacion de la
oxitetraciclina al representar la concenira-
cion del antibidtico en funcion del tiempo se
chtiene una grafica que puede linealizarse
al ser representada en papel semilo-
garitmico. Nosotros no hemos podido de-
mosirar esta ascveracion ya que si bien los
coeficientes de correlacién lineal son mayo-
res en la regresion exponencial que en la
directa, en ambos casos fueron bastante
bajos. Esta circunstancia tamhbién se nos
manifesto en pruebas previas en las gue se
mantuvo la OTC en solucion acuosa hasta
4 dias,




En sintesis, podemos indicar gue en los
ensayos realizados a temperaturas superio-
res al punto de congelacion parece ser que
el proceso de desnaturalizacion de la OTC
en plasma es tanto mas intenso cuanto
menor es la temperatura, hache contrario al
que se produce en la solucion acucsa
tamponada. También la desnaturalizacion
parece ser proporcional al grado de concen-
tracion del antibidtico, ya que ésta es tanto
mayor cuanto mas elevada es la concentra-
cion de la OTC. Toda ello puede ser debido
a que se favorecen ias posibles interac-
ciones entre la OTC y el plasma bovino con
la temperatura v se obtienen lecturas de
absorbancia mas elevadas a las temperatu-
ras mas altas, dando la apariencia, cuando
relacionamos las pendientes con la desnaty-
ralizacion, del hecho antes citado, el cual no
se produce en tampdn por carecer éste de
proteinas y otros componentes presentes en
plasma. Cuando se procede a la determina-
cion por HPLC tras la congelacion de las
muestras de plasma ¢ desproteinizados de
esta matriz, incluso duranie periodos de
hasta varios mesas, se observa que la
desnaturalizacién también es mayor que en
soluciones acucsas mas simples, si bien
hemos observado en todos los ensayos
realizados que a las concentraciones mas
bajas se encuentran porcentajes de recupe-
racion mas elevados, incluso superiores al
100 %, mientras gue en las concentraciones
mayores los porcentajes de recuperacion
soNn menores y proximos al 70 %.

En consecuencia, dado que en la mayoria
de los casos las concentraciones que se
suelen enconirar en el plasma de ios anima-
les tratados son incluso inferiores a las mas
bajas empleadas por nosotros y por el hecho
de que a temperaturas ambientales los pro-
cesos de desnaturalizacion se producen
principalmente en los primeros momentos,
no estimamos que se deban modificar las
condiciones de almacenamignio de las
matrices en las que de determina normal-
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mente dicho antibidtico, congeladas a
18-20°C bajo cero ya que los tiempos inicia-
les desde la extraccion de sangre hasta la
congelacion de los plasma no pueden redu-
cirse.
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