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con Sulfobutil- eter-3-ciclodextrina como Selector Quiral
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RESUMEN. En este trabajo se presenta €l desarrollo y validacion de un método simple y rapido para la
resolucion quiral del racemato de ofloxacina por electroforesis capilar y su aplicacion a la industria far-
maceéutica. Los mejores resultados fueron obtenidos en un sistema electr ofor ético constituido por un buf-
fer de fosfato, 75 mM, pH 2,5 con 0.9 mM de sulfobutil eter-B-ciclodextrina (ciclodextrina anioénica). El
voltaje aplicado fue de 13 kV, la deteccion a 280 nm, la temperatura 25 °C y la inyeccion hidrostética (10
cm de altura) durante 3s. Lainfluencia de difer entes variables analiticas como naturaleza, concentracién y
pH del electrolito de corrida, tiempo de inyeccion y dimensiones del capilar fueron evaluados durante la
optimizacion del método. La validacién comprendié la determinacion de la linealidad, precision, limite de
deteccion y cuantificacion y exactitud. La aplicabilidad del método fue demostrada en el control de pureza
enantiomérica dela levofloxacina y en €l andlisis de sus for mas far macéuticas como comprimidos, inyecta-
bley gotas ¢ticas.

SUMMARY. “Evaluation of the Enantiomeric Purity of Levofloxacine and its Quantitation in Pharmaceutical
Forms by Capillary Zone Electrophoresis modified with Sulfobutyl ether-B-cyclodextrin as quiral selector”. In
this work an optimized, validated, simple and rapid method for the enantiomeric resolution of the racemic form
of ofloxacine by capillary electrophoresis is presented. The method was applied to evaluate the chiral impurity
profiling of levofloxacine and the quantitation of this drug in pharmaceuticals. The thorough optimization al-
lowed to obtain the best results using an electrophoretic system containing sulfobutyl-ether-3-B-cyclodextrin 0.9
mM in a 75 mM phosphate buffer at pH 2.5. The voltage applied was 13 kV, the detection was set at 280 nm,
temperature at 25 °C and the sample was hydrostatically introduced (10 cm height) for 3 s. The effect of different
parameters such as nature and concentration and pH of the running electrolyte, injection time and capillary di-
mensions was evaluated during the optimization of the method. For the method validation the analytical parame-
ters included were linearity, precision, limit of detection and quantitation, accuracy and robutness. The applice-
bility of the method was demonstrated both by evaluating the purity profiling of the levofloxacine and by quanti-
fying this drug in pharmaceutical products.

INTRODUCCION

La calidad de los activos y excipientes que
componen las formas farmacéuticas es un as-
pecto prioritario en su producciéon. En conse-
cuencia, los laboratorios de control de calidad
deben disponer de herramientas analiticas ade-
cuadas no solo para la identificacion y cuantifi-
cacion de los componentes terapéuticos sino
también para las impurezas relacionadas o no
en el orden de trazas. Especial atencion merece
el andlisis enantiomérico de las drogas racémi-
cas pues es muy frecuente que uno de los dos

isbmeros Opticos sea inactivo o posea diferentes
propiedades farmacoldgicas y toxicas. Es por
ello que agencias regulatorias internacionales en
Estados Unidos, Europa, Japon, etc. han formu-
lado ciertas guias para el mercado de una droga
quiral indicando que solo el enantiémero activo
0 eutdmero deberia ser usado a menos que la
mezcla racémica sea segura. Si bien lograr la de-
terminacion de enantiomeros requiere una ins-
trumentacion analitica sofisticada, la electrofore-
sis capilar (CE) basada en la separacion de ana-
litos por electromigracion, especialmente, en el
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area del analisis quiral constituye un método
competitivo con respecto al HPLC convencional.
Sus ventajosas y destacables caracteristicas co-
mo son su alta eficiencia y resolucién , rapidos
analisis con minimo consumo de muestra y re-
activos van convirtiendo a la CE en el método
de eleccién. Gran nimero de publicaciones han
aparecido sobre las aplicaciones de la CE en el
analisis quiral de drogas farmacéuticas 15.

Las quinolonas y fluoroquinolonas constitu-
yen un importante grupo de antibioticos sintéti-
cos. La ofloxacina (OFLX), (x)-9-fluoro-2,3-dihi-
dro-3-metil-10-(4- metil-1-piperacinil)-7-oxo-7H-
pirido [1,2,3-de]-1,4-benzoxacina-6- acido carbo-
xilico es una fluoroquinolona sintética con dos
isbmeros 6pticos. Sin embargo, la actividad anti-
bacteriana de la S-(-)-ofloxacina, conocida como
levofloxacina, resulta ser 8-128 veces mayor que
la forma R-(+)-ofloxacina (Figura 1).

Varios métodos , empleando diferentes se-
lectores quirales 612 han sido propuestos por
electroforesis capilar para la resoluciéon enantio-
mérica de la (£)-OFLX .

Las ciclodextrinas en sus formas nativas (a,
B, y) o derivadas que pueden ser neutras o car-
gadas han resultado ser los selectores quirales
mas empleados por la versatilidad, simplicidad
de manejo y alta selectividad que presentan pa-
ra un gran namero de analitos cuando son in-
corporadas al electrolito de corrida. Estos selec-
tores quirales actuando como pseudofases esta-
cionarias establecen un mecanismo de interac-
cién con el analito basado en la formacion de
complejos de inclusién que permiten la enantio-
separacion . Pero diferentes interacciones elec-
trostaticas , dipolo- dipolo, i6n- dipolo, unién
hidrégeno, hidrofébicas, de Van der Waals e im-
pedimento estérico afectan la afinidad en el re-
conocimiento enantiomérico, contribuyendo a la
fuerza de unién del analito con las ciclodextri-
nas (CDs). Ademas, la diferencia de las movili-
dades electroforéticas de los complejos enantio-
méricos- agente quiral influye también en la se-
lectividad. En este aspecto la movilidad propia
de las CDs como en el caso de las cargadas o
anionicas resulta ventajosa.

El objetivo de este trabajo ha sido optimizar
y validar un método por CE para cuantificar los
enantiémeros de la (x)-OFLX, y especialmente,
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B Figura 1.
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determinar la forma R a nivel de trazas (menor
al 1%) en presencia de la forma levo e impure-
zas relacionadas como la desfluoroofloxacina
codificada en la USP. Un estudio preliminar de
los factores que pueden influir en las movilida-
des electroforéticas de las formas S y R fue reali-
zado evaluando, especialmente, el efecto de la
naturaleza y concentracion del selector quiral,
fuerza ionica y valor del pH del electrolito de
corrida.

La aplicabilidad del método fue demostrada
en el control de pureza enantiomérica de la le-
vofloxacina y en el analisis de sus formas farma-
céuticas como comprimidos, inyectable y gotas
Oticas.

MATERIALESY METODOS
Equipos

Sistema de Electroforesis Capilar. Capillary
lon Analyzer (Waters Corp., Milford, MA, USA)
con programa de computacion- Millennium™
(Waters).

Materiales

Capilar de silica fundida (Polymicro Techno-
logies, LLC, USA) de 35 cm de largo (28 cm al
detector) y 50 um de d.i. Filtros para centrifugas
Spin-X (Corning Incorporated, Corning, NY)
0.45 pm de nylon y membranas de filtracion
(Osmonics, Mst. Westboro, MA) 0.45 pum de ny-
lon. Levo S (-)-ofloxacina (OFLX), dextro R (+)
OFLX, racemato (x)-OFLX (Laboratorio Pablo
Cassara y Laboratorio Janssen, Argentina). Des-
fluoroofloxacina (DF-OFLX) (Laboratorio Jans-
sen, Argentina). Sulfobutil- eter- B-ciclodextrina,
7, sal sodica (SB-B-CD). (Advasep® AVD 7, Cy-
Dex, Inc., KS, USA). Hidroxipropil-p-ciclodextri-
na y dimetil-B-ciclodextrina (Sigma-Aldrich St.
Louis, MO, USA), metanol y dihidrégeno fosfato
de sodio monohidratado, calidad HPLC y &cido
fosforico 85% (Merck Darmstadt, Germany). El
agua calidad HPLC fue obtenida utilizando un
equipo EASYpure™ RF (Barnstead, Dubuque,
10, USA).

Sistema electroforético

El electrolito de corrida utilizado estaba com-
puesto por un buffer de fosfato dihidrogeno de
sodio 75 mM, ajustado a pH 2.5 con &cido fosfo-



rico 85 % diluido (1:5) y SB-B-CD 0.9 mM. La
solucion fue filtrada a través de una membrana
de nylon 0.45 um y desgasificada con ultrasoni-
do antes de ser utilizada. El electrolito de corri-
da fue preparado diariamente.

Soluciones estandar

Las soluciones madres de S (-)-OFLX, (*)-
OFLX racemato, R(+)OFLX y DF-OFLX en con-
centraciones de 1,0 mg/ml se prepararon cada
una por separado en metanol. Las soluciones
estandar de trabajo fueron obtenidas por dilu-
cion de las soluciones madres en el buffer de
fosfato diluido, 1: 5 para obtener una concentra-
cion final de 200 pg/ml de cada uno de los ana-
litos.

Acondicionamiento del capilar

El capilar fue acondicionado por lavado con
hidroxido de potasio 0,1M durante 5 min, luego
con agua durante 10 min, &cido fosférico 0,03 M
durante 5 min, nuevamente con agua por 5 min
y, finalmente, con el electrolito de corrida por
20 min. Entre las corridas de andlisis el capilar
fue reacondicionado con el electrolito durante 2
min. Al fin del dia el capilar fue lavado con hi-
droxido de potasio 0,1 M durante 5 min y luego
con agua durante 10 min.

Preparacion de las muestras de las formas
farmacéuticas de levofloxacina

Comprimidos. A 20 comprimidos conte-
niendo 250 o 500 mg de S(-)-OFLX se les deter-
mino el peso promedio, luego fueron llevados a
polvo fino en mortero de porcelana. Una canti-
dad de polvo exactamente pesada equivalente a
un comprimido fue extraido cuantitativamente
con 40 ml de metanol, en un matraz de 50 ml,
utilizando un bafio de ultrasonido durante 15
min. Se completd a volumen y luego de homo-
geneizar una porcién de la suspension se centri-
fugd durante 10 min a 3000 rpm. Una alicuota
del sobrenadante, segun la dosis, se diluyo en
matraz de 50 ml con el buffer de fosfato diluido
1:5 conteniendo un 10% de metanol obtenién-
dose una concentracion final de 200 pg/ml de
levofloxacina.

Inyectable. Una alicuota de 1,0 ml de la so-
lucion inyectable de levofloxacina (25 mg/ml)
se diluyé en un matraz de 100 ml con el buffer
fosfato diluido 1:5 conteniendo 10% de metanol
obteniéndose una concentracion final de levo-
floxacina de 250 pg/ml.

Gotas dticas. Una alicuota de 2,0 ml de la
solucién de gotas 6ticas de ofloxacina (3
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mg/ml) se diluyé en un matraz de 25 ml con el
buffer fosfato diluido 1:5 conteniendo 10% de
metanol obteniéndose una concentracion final
de ofloxacina de 240 pg/ml.

Procedimiento analitico utilizado
por electroforesis capilar

Las muestras fueron introducidas por el mo-
do de inyeccidn hidrostatica (10 cm de altura)
durante 3 s (1,3 nl). La temperatura utilizada fue
de 25 °C y el voltaje aplicado de 13 kV con de-
teccion a 280 nm (lampara de zinc).

RESULTADOSY DISCUSION
Desarrollo y optimizacion del método

Durante el desarrollo y optimizacién del mé-
todo para la separacion enantiomérica del race-
mato de ofloxacina varias variables analiticas
fueron evaluadas, como ser: naturaleza, concen-
tracion y pH del buffer, naturaleza y concentra-
cion de las ciclodextrinas, voltaje aplicado, tem-
peratura y dimensiones del capilar.

El buffer de borato de sodio 40 mM o de fos-
fato de sodio 50 mM a valores de pH entre 8.0 y
8.5, no dieron resultados satisfactorios en la se-
paracion quiral mientras que con un buffer de
fosfato a un valor de pH 2,5 y concentracion de
75 mM se obtuvo una buena resolucion para el
par de enantiomeros de ofloxacina luego de
evaluar un rango de concentraciones del buffer
entre 50 y 100 mM. La Figura 2 muestra el grafi-
co de concentracion del electrolito de corrida
versus resolucion (Rs). Si bien la mejor resolu-
cién se obtuvo con una concentracién de 100
mM, se optd por utilizar la de 75 mM pues la
conductividad y los tiempos de migracion eran
menores.

Se estudio también el efecto que producian
selectores quirales como las ciclodextrinas, entre
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Figura 2. Efecto de la concentracion del buffer sobre
la resolucién de los enantiomeros de la OFLX y la
DF- OFLX. (m) Resolucion del par de enantiomeros.
(O) Resolucién entre la forma R y la DF- OFLX. Otras
condiciones indicadas en la parte experimental.
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D tm Areanormalizada Resolucion Factor de
roga RSD RSD (***) asimetria (***)
S(-)-OFLX (*) 0.4 - 1.06
R (+)-OFLX (¥ 0.5 4.05 1.06
DF-OFLX (**) 0.6 4.73 1.30

Tabla 1. Precision intermedia del sistema para la separacion enantiomérica del racemato de (%)-ofloxacina y
desfluoroofloxacina. (*) 200 pg/ml. (*) 100 ug/ml. Valor promedio de ensayos obtenidos en tres dias diferentes con seis
inyecciones consecutivas cada dia, n= 18. (***) Calculados segin USP 25.

ellas, la DM-B-CD en concentraciones de 10 a
45 mM y la mezcla de DM-B-CD e OH-propil-f3-
CD cada una en concentraciones de 20 mM. A
concentracién de 20 mM de DM-B-CD se logra-
ba una aceptable separacién del racemato pero
no era posible resolver la desfluoroofloxacina
(DF-OFLX) sustancia relacionada indicada para
la (£)-OFLX por la USP 25 13, Finalmente, se eli-
gié para ensayar una CD anidnica como es la
SB-B-CD 1415 |a cual se evalud primeramente en
concentraciones comprendidas entre 0,3 y 0,6
mM, no lograndose en este intervalo, la separa-
cion de la DL-OFLX con respecto al racemato
de OFLX. En cambio, con concentraciones com-
prendidas entre 1.0 y 2.5 mM se lograba una
buena separacién de la DF-OFLX con respecto
al racemato pero se observaba un aumento pro-
gresivo de la asimetria del pico de DF-OFLX
(factor de asimetria, As, mayor a 1,5). De modo
que, la concentracién 6ptima de trabajo resulto
0.9 mM de SB-B-CD pues se lograba la mejor se-
lectividad, resolucién y forma de picos no sélo
del racemato de ofloxacina sino también de la
sustancia relacionada DF-OFLX (Tabla 1).

El voltaje 6ptimo fue de 13 kV ya que con
mayores voltajes no se mejoraba la resolucion y
se producia un marcado aumento de la conduc-
tividad y a voltajes menores eran mayores los
tiempos de migracion.

Al estudiar la influencia de las dimensiones
del capilar se observé que un capilar de 60 cm
de longitud producia pérdida de resolucién en-
tre los enantidmeros con respecto al capilar de
35 cm. También se observaba una pérdida de
resolucién en la separacion cuando el tiempo
de inyeccion de la muestra se incrementaba de
3s a 6s.

Validacion

La Tabla 1 muestra la precisidon intermedia
del sistema electroforético de separacién obser-
vandose para los tiempos de migracién valores
de RSD comprendidos entre 0,4y 0,6 y entre 2,7
y 3,0 para las &reas normalizadas. La resolucién
entre la S(-)-OFLX y la R(+)-OFLX fue de 4,05y
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entre la R(+)-OFLX y la DF-OFLX de 4,73. La
forma de los picos fue también evaluada dando
resultados que indican picos simétricos estando
los valores de los factores de simetria de los pi-
cos (As) comprendidos entre 1,06 y 1,3 13,

La linealidad del método fue verificada pre-
parando soluciones de S (-)-OFLX (2 mg/mL) a
las cuales se les afiadié R (+)-OFLX 6 DF-OFLX
a 5 niveles diferentes comprendidos entre 5,7 y
88,0 pg/mL para R (+)-OFLX y entre 15,0 y
100,0 pg/mL para DF-OFLX siendo los valores
obtenidos el promedio de 3 inyecciones conse-
cutivas. Ademas, para la S(-)-OFLX se determi-
naron 5 concentraciones comprendidas entre 5,1
y 2.000 pg/mL. En la Tabla 2 se pueden obser-
var las ecuaciones de regresion lineal para cada
analito y sus correspondientes coeficientes de
correlacion. Los limites de deteccion y de cuan-
tificacion fueron calculados segiin una relacion
sefial- ruido igual a 3 y 10, respectivamente (Ta-
bla 2).

La exactitud del método de cuantificacion se
evaluo realizando ensayos de recuperacion a di-
ferentes niveles, para lo cual a un placebo de
excipientes de comprimidos de levofloxacina se
le afiadio la solucion estdndar de S(-)-OFLX a
concentraciones de 75, 100 y 125% . Luego se
procedié a la extraccion del principio activo en
forma similar a las muestras y cada nivel fue
analizado por triplicado con dos inyecciones su-
cesivas para cada muestra. Las recuperaciones
obtenidas estuvieron comprendidas entre el 98.6
y el 102.5% para los diferentes niveles determi-
nados con valores de RSD comprendidos entre
1.0 y 2.8%. Un andlisis de ANOVA demostro la
linealidad en el rango de concentraciones utili-
zadas con un intervalo de confianza del 95%.

Aplicacion al control de pureza
enantiomeérica del racemato de ofloxacina
y de levofloxacina

El racemato de la droga se analiz6 en mate-
rias primas comerciales y la proporcion de cada
uno de los enantiomeros fue determinada por
relacion de las areas corregidas obtenidas (Figu-
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LOD LOQ .
Componente (ug/ml) (ug/ml) Rango lineal
S(-)-OFLX 3.0 51 5.1 - 2000.0
y=15.4 x - 4.0; pendiente: SE, 0.27; intercepto:
SE, 3.54
r=0.9999
R(+)-OFLX 35 5.7 5.7 - 88.0
(0.08%) (0.13%) y= 6.9 x +42.6 ; pendiente: SE, 3.77; intercepto:
SE, 1.30;
r=0.9980
DF-OFLX 9.4 15.0 15.0 - 100.0
(0.10%) (0.16%) y= 258 x +5084 ; pendiente: SE, 4,58; intercepto:

SE, 240;
r=0.9997

Tabla 2. Linealidad y limites de cuantificacion y deteccion de S(-)- ofloxacina y de R(-)- ofloxacina y desfluoro-
ofloxacina como impurezas. Entre paréntesis % m/m de R(+)-OFLX 6 DF-OFLX respecto al componente princi-

pal, S(-)-OFLX.
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Figura 3. Separacion de los enantiomeros S-(-)-OFLX,
R-(+)-OFLX y DF-OFLX (sustancia relacionada) en las
condiciones optimizadas indicadas en el texto: buffer
de fosfato 75 mM, pH 2.5 conteniendo 0.9 mM de
SBE-f3- ciclodextrina. Voltaje aplicado 13 kV , capilar
de silica fundida de 35 cm x 50 um, deteccion a 280
nm, temperatura 25 °C, inyeccién hidrostética, 3s.
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Figura 4. Electroferograma de la S-(-)-OFLX (2.0

mg/ml) con 0.13% (m/m) de R-(+)-OFLX. Condicio-
nes experimentales segun Fig. 3.
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Figura 5. Electroferograma de la S-(-)-OFLX (2.0
mg/ml) con 0.17% (m/m) de DF-OFLX. Condiciones
experimentales segun Fig. 3.

ra 3). Los porcentajes resultaron: 49,1% para la
R(+)-OFLX y 50,9% para la S(-)-OFLX correspon-
dientes a una relacion de areas de 1,04. El anali-
sis se realizd por duplicado inyectandose 3 ve-
ces consecutivas cada muestra con lo que se ob-
tuvo un RSD de 1,3. Para el control de S(-)-
OFLX se analizaron 3 muestras de materias pri-
mas comerciales no identificAndose impurezas
en las mismas. Las Figuras 4 y 5 muestran los
electroferogramas de S(-)-OFLX con R(+)-OFLX
(0,13% m/m) y DF-OFLX, (0,17% m/m).

Aplicacion al analisis de
formas farmacéuticas de levofloxacina
y ofloxacina
El método propuesto se empled para la
cuantificaciéon de la levofloxacina en productos
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L evofloxacina Dosistedrica (mg) Dosis hallada (mg) RSD
Comprimidos:
Laboratorio N° 1 250.0 246.5 (98.6 %) 1.8
500.0 495.5 (99.1 %) 1.3
Laboratorio N° 2 500.0 514.0 (102.8 %) 25
Inyectable:
Laboratorio N° 2 25.0 25.7 (102.8 %) 0.9
Ofloxacina Dosistedrica (mg) Dosis hallada (mg) RSD
Gotas Gticas:
Laboratorio N° 1 3.0 2.98 (99.1) 0.9

Tabla 3. Analisis de levofloxacina y ofloxacina racémica en formulaciones farmacéuticas. Valores promedio de
tres determinaciones en un dia. En paréntesis, por ciento de recuperacion.
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Figura 6. A) Electroferograma de la determinacioén de la S-(-)-OFLX en comprimidos. B) Placebo. Condiciones

experimentales segun Fig. 3.
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Figura 7. Electroferograma de la determinacion de la
(+)-OFLX en una preparacion farmacéutica de gotas
Oticas. Condiciones experimentales segun Fig. 3.

farmacéuticos como comprimidos e inyectable.
Los excipientes empleados no producian interfe-
rencias en la identificacion y cuantificacion (Fi-
gura 6). También se analizaron muestras de go-
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tas oticas que contenian el racemato de ofloxa-
cina como principio activo (Figura 7). La Tabla
3 muestra los resultados obtenidos en el andlisis
de las muestras comerciales procedentes de di-
ferentes laboratorios.

CONCLUSIONES

El método que se propone por electroforesis
capilar zonal (CZE) modificado con sulfobutil-f3-
CD permite determinar y evaluar la pureza
enantiomérica de la levofloxacina asi como su
cuantificacion en formulaciones farmacéuticas.
Resulta ser simple, eficiente y rapido para ser
utilizado como método de control en los labora-
torios farmacéuticos.

Agradecimientos. Los autores agradecen a los Labo-
ratorios Janssen y Pablo Cassard de Argentina por su
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