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RESUMEN

Las fluoroquinolonas conforman un grupo de antibidticos sintéticos ampliamente
utilizados en la actualidad, los cuales tienen como finalidad prevenir y tratar
enfermedades bacterianas tanto humanas como veterinarias. Debido a su extendido uso
a nivel mundial, grandes cantidades de estos antibioticos llegan al ambiente a través de
diferentes fuentes. La permanencia de antibidticos en el ambiente puede causar un gran
desequilibrio de los ecosistemas al eliminar o reducir bacterias susceptibles y, por otra
parte, puede conducir al fendbmeno denominado resistencia bacteriana. Por lo tanto, es
de suma importancia conocer el destino de dichos productos una vez desechados, asi
como su comportamiento frente a las diferentes condiciones medioambientales a las que
pueden ser sometidos.

En las etapas iniciales de la presente Tesis Doctoral se estudid la cinética de
degradacion de la fluoroquinolona ciprofloxacina y de sus principales fotoproductos
bajo la influencia de radiacion UV y a diferentes valores de pH. Para el seguimiento de
la reaccién de fotodegradacién se disefié un sistema en flujo continuo de manera de
poder realizar la monitorizacion en linea. Las técnicas de deteccion utilizadas para el
estudio de los procesos quimicos de fotodegradacion fueron espectrometria UV-Vis y
fluorescencia molecular. Los datos espectrales obtenidos fueron fusionados y
posteriormente analizados utilizando diferentes técnicas quimiométricas tales como la
resolucion multivariada de curvas, tanto utilizando modelado suave (MCR-ALS,
Multivariate Curve Resolution-Alternating Least Squares) como combinando modelado
suave y duro (HS-MCR, Hard-Soft Multivariate Curve Resolution). Como resultado del
empleo de dichas técnicas se obtuvieron perfiles de concentracion y espectrales de
ciprofloxacina y de sus productos de degradacién mayoritarios, asi como las constantes

cinéticas del proceso.
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En la segunda etapa de la Tesis se desarrollaron dos métodos de analisis para la
determinacion simultanea de ciprofloxacina y dexametasona (corticoide) en preparados
farmacéuticos. Ambos métodos se desarrollaron en base a sistemas Flow-Batch (FB) y
espectroscopia de absorcion molecular UV-Vis. Dado que ambos analitos presentan
espectros con un marcado solapamiento, fue necesario utilizar diferentes técnicas
quimiométricas para lograr una adecuada cuantificacion. En el primer sistema propuesto
se empled cuadrados minimos parciales (PLS-1, Partial Least Squares) y regresion
lineal multiple (MLR, Multiple Linear Regression) previa seleccion de variables
mediante algoritmo genético y algoritmo de proyecciones sucesivas (SPA, Successive
Projections Algorithm). Por otra parte, en el segundo sistema propuesto (en base a los
conocimientos adquiridos en la primera etapa de la Tesis) se adicion6 un fotorreactor en
linea. Los datos obtenidos tienen una estructura de segundo orden los cuales fueron
analizados mediante MCR-ALS, explotando de esta manera la llamada ventaja de
segundo orden, que permite cuantificar los analitos en presencia de otras sustancias no
modeladas. Los resultados brindados por ambos métodos presentaron una estrecha
concordancia con los obtenidos mediante cromatografia liquida (método de referencia
propuesto por Farmacopea). Los métodos propuestos constituyen una interesante
alternativa a las técnicas de separacion, puesto que no tienen la necesidad de utilizar
solventes o reactivos adicionales (s6lo utilizan agua como solvente) y se usan
volimenes pequefios. Estas caracteristicas estan en concordancia con la llamada

Quimica Analitica Verde.
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ABSTRACT

Nowadays, fluoroquinolones are the most synthetic antibiotics used worldwide for
the treatment of several diseases caused by bacteria in humans and animals. For this
reason, great amounts of these antibiotics reach the environment in different ways. The
presence of antibiotics in the environment causing the removal or reduction of the
susceptible bacteria and, therefore, originate an imbalance in the ecosystem. Also, they
could originate the so-called bacterial resistance. Therefore, it is important to know the
occurrence and fate of these drugs in the environment, as well as their behaviour under
different environmental.

The current Doctoral Thesis is structured in two parts. In the first one, the Kinetics of
ciprofloxacin degradation under UV radiation was studied, at different pH values. The
photodegradation monitoring was carried out on line using a continuous flow system.
UV-Vis spectrometry and molecular fluorescence as detectors were used. Spectral data
obtained from the monitoring of the photodegradation were disposed in matrices and
analyzed by multivariate curve resolution (in modes, soft-modeling (MCR-ALS) and
combining hard and soft-modeling (HS-MCR)), using the ‘data fusion’ strategy. Thus,
concentration and spectral profiles of ciprofloxacin and their main degradation products
were obtained. In addition, the Kinetic rate constants associated to the process were also
obtained.

The second part of this Thesis involves the development of two analytical methods
for the simultaneous determination of ciprofloxacin and dexamethasone (a corticoid) in
pharmaceutical preparations. Both methods were done by Flow-Batch systems with
UV-Vis spectrometry detector. The spectra of ciprofloxacin and dexamethasone show a
severe overlapping and therefore chemometric techniques were required to quantify

both analytes without separating them. In the first system, Partial Least Squares (PLS-1)
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and Multiple Linear Regression (MLR) were used. The selection of variables was
performed by genetic algorithm and the Successive Projections Algorithm (SPA). On
the other hand, the second system proposed (by taking into account the knowledge
acquired in the first part of this Thesis) a photoreactor to perform the on line
photodegradation was connected. The obtained data of the spectroscopic monitoring
throughout the time have a second order structure. By this way, it was possible to
achieve the so-called second order advantage, which allows that the analytes to be
quantified in the presence of other substances, not included in the model. The results
obtained of the both proposed methods were in close agreement with those obtained by
liquid chromatography (the reference method proposed by pharmacopeia). The
developed methods are an interesting alternative to the separation techniques, they not
needed solvents or additional reagents (only water was required) and the volumes of
samples and solutions were reduced. These items are in accordance with the

characteristics of the methods driven by the Green Analytical Chemistry.
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