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EINFÜHRUNG

Simvastatin (Abb. 1) ist ein lipidsenkendes Mittel, hergestellt als 

synthetisches Derivat eines Fermentierungsprodukts von Aspergillus 

terreus. Nach der oralen Einnahme wird Simvastatin (ein inaktives 

Lacton) in die entsprechende B-Hydroxyacid-Form hydrolisiert. Dies ist 

ein Inhibitor der 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym A (HMG-CoA) 

Reduktase. Dieses Enzym ist ein Katalysator für die Umwandlung von 

HMG-CoA in Mevalonat, ein früher und ratenbegrenzender Schritt in der 

Biosynthese von Cholesterin.

Simvastatin wird am häufigsten oral in Tabletten mit 5 mg, 10 mg, 20 mg, 

40 mg oder 80 mg des arzneilich wirksamen Bestandteils (Simvastatin) 

sowie den folgenden inaktiven Stoffen verabreicht: Cellulose, 

Hydroxypropylcellulose, Hydroxylpropylmethylcellulos, Eisenoxide, 

Lactose, Magnesiumstearat, Stärke, Talcum, Titandioxid und andere 

Stoffe. Butylhydroxanisol wird als Konservierungsstoff hinzugefügt.

Die Gehaltsgleichförmigkeitsprüfung (Uniformity of Content Assay) für 
Simvastatin wird mit Hilfe der Hochdruckflüssigkeitschromatographie 
(HPLC) mit UV-Detektion (UV) durchgeführt. Je schneller diese Prüfung 
durchgeführt werden kann, desto schneller können das fertige Produkt 
freigegeben und Umsätze erzielt werden.Der gegenwärtig übliche USP 
30-NF 25 Monograph-Assay für Simvastatintabletten erfordert den 
Einsatz der Flüssigkeitschromatographie mit einem 238 nm-Detektor 
und einer 4,6 mm x 25 cm Säule mit L1 Packung bei konstant 45 °C 
und einer Flussrate von etwa 1,5 mL/min. Die Leistungsfähigkeit der 
Methode erfordert einen Kapazitätsfaktor k´ von nicht weniger als 3,0. 

Die Säuleneffizienz sollte nicht geringer als 4 500 theoretische Böden 
betragen mit einem Tailing-Faktor von nicht mehr als 2,0 und einer 
relativen Standardabweichung für Wiederholinjektionen von nicht 
mehr als 2,0%. Die aktuelle HPLC-basierte Methode erfordert eine 
Analysezeit von 12 Minuten mit einer Retentionszeit von 9,28 min für 

den aktiven Wirkstoff Simvastatin.

UltraPerformance LC® ist eine neue Kategorie der Trenntechnologie, 

die auf lang erprobten Prinzipien der Flüssigkeitschromatographie 

basiert und poröse Partikel mit einer Größe kleiner als 2 μm verwen-

det. Diese Partikel werden bei erhöhten linearen Geschwindigkeiten 

der mobilen Phase betrieben und bewirken schnelle Trennungen mit 

erhöhter Empfindlichkeit und Auflösung. Die UPLC® Technologie 

ermöglicht daher eine dramatische Verringerung der Analysezeiten 

bei gleichzeitiger Erfüllung der Probenakzeptanzkriterien hinsichtlich 

Bodenzahl, Auflösung und Analytretention. In dieser Anwendung 

zeigen wir, wie die HPLC-Methode für Simvastatin auf die UPLC über-

tragen wurde. Der UPLC Assay wird hinsichtlich Leistung und Qualität 

mit USP vergleichen.

Abb. 1: Chemische Strukturformel von Simvastatin 

DIE V ERSUCHSANORDNUNG

Eine Simvastatin-Standardlösung wurde entsprechend der USP-Methode 

präpariert und zur chromatographischen Analyse auf 100 μg/ml verdünnt.

HPLC Versuchsanordnung

Sistema LC:   ACQUITY UPLC® System 

Säule:   XBridge™ C18   

   4,6 x 250 mm, 5 μm 

Mobile Phase:   65% acetonitril/35% phosphat  

   puffer, pH 4,5

Flussrate:   1,5 mL/min

Injektionsvolumen:   10 μL

Temperatur:    45 °C

Detektion:   ACQUITY UPLC PDA @ 238 nm



E RG E BNIS S E  U N D D IS K US SIO N

Abb. 2 zeigt die HPLC Trennung von Simvastatin. Es zeigt sich, dass der 

Analyt mit einer Retentionszeit von 9,28 Minuten eluiert wurde. Die 

HPLC Analyse erzeugte einen k´-Wert von 5,5, eine Trennbodenzahl 

von 12.112 und einen Tailing-Faktor von 0,94. Die HPLC-Methode wurde unter Verwendung des ACQUITY UPLC 

Konsolenrechners auf UPLC übertragen. Der Rechner ermöglicht die 

Eingabe der vorhandenen HPLC Versuchsanordnung einschließlich 

Säulenlänge, Zusammensetzung der mobilen Phase und Flussrate. 

Der Rechner gibt folgende drei Ergebnisse aus: 1.) die Bedingungen 

für “Equal Efficiency” (gleiche Effizienz), 2.) die Bedingungen für 

“Maximum Efficiency” (maximale Effizienz) und 3.) die Bedingungen 

für “Shortest Analysis Time” (kürzeste Analysezeit). Die HPLC 

Bedingungen für Simvastatin wurden eingegeben; die Ergebnisse 

werden in Abb. 3 unten dargestellt.

Die Ergebnisse der Kalkulation enthalten drei potentielle UPLC 

Bedingungen. Der Rechner überträgt die HPLC-Bedingungen auf UPLC 

und berücksichtigt bei der Berechnung der Flussrate die Veränderungen 

in Säulendurchmesser und Partikelgröße. Um der Säulengeometrie 

Rechnung zu tragen, werden die entsprechenden Bedingungen durch 

Anpassung der Flussraten im Verhältnis 2,12/4,62 berechnet, und 

dann mit 5/1,7 multipliziert, um die Verkleinerung der Partikel zu 

berücksichtigen.
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Abb. 2: HPLC Trennung von Simvastatin.

Abb. 3: ACQUITY UPLC Konsolenrechner.
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UPLC Versuchsanordnung

LC System:  ACQUITY UPLC System 

Säule: ACQUITY UPLC BEH C18

 2,1 x 100 mm, 1,7 μm und

 2,1 x 30 mm, 1,7 μm 

Mobile Phase:  65% acetonitrile/35% wässrige lösung

Flussrate:  0,56 mL/min

Injektionsvolumen:  0,8 μL

Temperatur: 45 °C

Detektion:  ACQUITY UPLC PDA bei 238 nm
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UPLC Analysen 

Das Injektionsvolumen wurde skaliert, um die Änderung des 
Gesamtsäulenvolumens zu berücksichtigen. 

Die übertragenen Bedingungen der “Equal Efficiency” legen die 
Verwendung einer Säule der Größe 2,1 x 100 mm, 1,7 μm C18 nahe, die 
mit einer Flussrate von 766 μL/min und einem Injektionsvolumen von 
0,8 μL arbeitet. Wegen des sehr niedrigen Injektionsvolumens wurde 
eine 2 μL Injektionsschleife im Autosampler installiert. Die mit dieser 
Anordnung erhaltenen Ergebnisse werden in Abb. 4a dargestellt.

Die Ergebnisse zeigen eine Analysezeit von 1,41 min. Das ACQUITY 
UPLC System erreichte eine Effizienz von 12,874, einen k´ Wert von 
4,88 und einen USP Tailing-Faktor von 1,10. Diese Werte fallen im 
Vergleich mit den ursprünglichen HPLC-Werten von 12.112 für Effizienz, 
5,5 für k´ und einem Tailing-Faktor von 0,94 sehr günstig aus. 

Die “Maximum Efficiency” erforderte den Einsatz einer Flussrate von 
560 μL/min und eine Analysezeit von 1,92 min. Die unter diesen 
Bedingungen erhaltenen Daten werden in Abb. 4b unten dargestellt. 
Es ist erkennbar, dass die Retentionszeiten der Peaks gegenüber der 
“Equal Efficiency”-Anordnung leicht erhöht waren. Die chromatogra-
phischen Leistungsberechnungen zeigten, dass die chromatographische 
Effizienz sich auf einen Wert von 17.685, einen k´-Faktor von 5 und 
einen Tailing-Faktor von 1,10 erhöhte.

Die Bedingungen der “Shortest Analysis Time” wurden mit einer Säule 
der Größe 2,1 x 30 mm, 1,7 μm C18 bei einer Flussrate von 1,5 mL/min 
erreicht. Die gewonnenen Daten werden in Abb. 4c dargestellt. Unter 
den gewählten Bedingungen konnte eine Analysezeit von lediglich 
0,23 min realisiert werden. Die Effizienzrate dieser Trennung lag 
jedoch unterhalb der für USP gültigen Akzeptanz für diese Analyse.

L/dp Methodentransfer

Der Methodentransfer wurde bei konstantem L/dp Wert erreicht. 
In der ersten Anordnung wurde eine Säule von 250 mm und ein 
5 μm Partikel verwendet, was einen L/dp Wert von 50 (250/5) ergab. 
Mit einer Säule von 2,1 x 100 mm, 1,7 μm C18 erhöhte sich der L/dp 
Wert auf 59. Als jedoch die Säule der Größe 2,1 x 30 mm, 1,7 μm 
C18 verwendet wurde, reduzierte sich der L/dp Wert auf 29. Dabei 
entsprach die chromatographische Effizienz nicht den für USP gültigen 

Akzeptanzkriterien.

Abb. 4: Die UPLC-Analyse von Simvastatin unter Verwendung von 4a.) einer “Equal Effi ciency”-Anordnung, 
4b.) einer “Maximum Effi ciency”-Anordnung und 4c.) einer “Shortest Analysis Time”-Anordnung wie vom 
ACQUITY UPLC Konsolenrechner angegeben.



M E T HO D EN T R A NS F E R  F Ü R D I E  US P-A S SAY F Ü R S IM VA S TAT IN  AU F  U P L C

 [ APPLICATION NOTE ]

FAZIT

Die USP HPLC-UV-Methode für die Analyse des Cholesterin senken-

den Medikaments Simvastatin wurde erfolgreich auf eine ACQUITY 

UPLC-Methode übertragen. Bei der endgültigen Anordnung wurde 

die Analysezeit von einer Retenstionszeit von 9,28 min mit HPLC auf 

lediglich 1,41 min mit UPLC reduziert, was einer Versiebenfachung 

des Durchsatzes entspricht. Für die problemlose Vorgabe der 

Übertragungsmethode auf ACQUITY UPLC unter Verwendung von 

Partikeln kleiner als 2 μm wurde der ACQUITY UPLC Konsolenrechner 

verwendet. Der Rechner ermittelte drei separate Optionen für 

UPLC-Methoden: “Equal Efficiency”, “Maximum Efficiency” und 

“Shortest Analysis Time”. Die Berechnungen unter “Equal Efficiency” 

ergaben eine fast genaue Übertragung der chromatographischen 

Leistung im Vergleich zur ursprünglichen HPLC-Anordnung. Sowohl 

bei Equal- als auch bei Maximum-UPLC-Bedingungen wurden die 

USP-Analysekriterien für Effizienz, k´ und Tailing erreicht oder über-

troffen. Die Reproduzierbarkeit der Analyse wurde für die “Equal 

Efficiency”-Methode für sechs Wiederholinjektionen mit weniger als 

1% RSA ermittelt. Schließlich wurde die Analyse mit der Methode 

“Shortest Analysis Time” auf das ACQUITY UPLC System übertragen. 

Die Analysezeit betrug dabei 0,3 min bei einer Retentionszeit von 

0,23 min, was eine 40-fache Erhöhung der Durchsatzrate ergab. 

Wir haben gezeigt, dass der Methodentransfer von HPLC auf UPLC 

problemlos durchführbar ist und dass für Labors, bei denen es auf Zeit, 

Ressourcen bzw. Umsatz ankommt, UPLC erhebliche Vorteile in Form 

hochqualitativer Ergebnisse bei signifikant erhöhten Durchsatzraten 

erzielt. Eine Vielzahl von ACQUITY UPLC BEH-Säulengrößen gibt 

Wissenschaftlern überdies die Flexibilität, ihre UPLC-Trennungen auf 

die jeweiligen Analyseziele hin abzustimmen.

P EAK NAM E : SIMVASTAT IN
INJ EK T. P EAK NAM E RT BE R E IC H % BE R E IC H HÖH E

1 1 Simvastatina 1,374 388681 100,00 234823

2 2 Simvastatina 1,374 389533 100,00 235199

3 3 Simvastatina 1,374 383973 100,00 231690

4 4 Simvastatina 1,375 380276 100,00 229737

5 5 Simvastatina 1,375 386983 100,00 233379

6 6 Simvastatina 1,375 386800 100,00 233178

MIT T E L 1,375 386041

STANDA RDABW 0,000 3410

% RSD 0,03 0,833

Tab. 1: Reproduzierbarkeit der UPLC Analyse von Simvastatin unter 
Verwendung der “Equal Effi ciency”-Methode.
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Analyseleistung

Zur Durchführung und Auswertung der Probe wurde die Analyse unter 

“Equal Efficiency”-Bedingungen ausgewählt, da diese bei Einhaltung 

der Akzeptanzkriterien die höchste Durchsatzrate erzielte. Die 

Reproduzierbarkeitsleistung wurde unter den vom Konsolenrechner 

entwickelten Bedingungen ausgewertet. Die erzielten Ergebnisse 

werden in Tabelle 1 aufgeführt. Bei dieser Methode konnte für sechs 

Wiederholinjektionen der Simvastatin-Standardlösung bei einem 

Injektionsvolumen von jeweils 0,8 μL ein %RSA von 0,883 erzielt 

werden. Die Ergebnisse lagen weit innerhalb der USP-Akzeptanzkriterien 

für diese Methode. 


