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RESUMEN

Se ha desarrollado un nuevo método de cromatogr afia de capa fina de alto rendimiento (HPTL C) sencillo, preciso,
réapido y selectivo para el andlisis de la simvastatina en preparaciones farmacéuticas. En este método se utiliza la
fexofenadina como estandar interno. La fase estacionaria era gel de silice 60 F,, prelavado con metanol; como fase
movil se utilizé solucion de acetato de etilo, metanol y amoniaco al 25% (7:1,5:0,5 v/v). Ladeteccion y la cuantificacion
se realizaron densitométricamente a A = 220 nm. El rango lineal del andlisis fue 0,08 - 0,8 Mg y la recuperacién
porcentual 100,7 %.

PALABRAS CLAVE: HPTLC. Simvastatina. Fexofenadina y comprimidos.

ABSTRACT

A new simple, precise, rapid, and selective high-performance thin layer chromatography (HPTLC) method has been
developed for the analysis of simvastatin in pharmaceutical preparations. The method uses fexofenadine as an internal
standard. The stationary phase was silica gel 60 F,, prewashed with methanol; ethyl acetate - methanol - ammonia
solution 25% (7:1.5:0.5, v/v) was used as mobile phase. Detection and quantification were performed densitometrically
a A = 220nm. The linear range of the analysis was 0.08 - 0.8 ug and the percentage recovery was 100.7 %.

KEY WORDS: HPTLC. Simvastatin. Fexofenadine. Tablets.

INTRODUCCION

Lasimvastatina éster del (1s-[1a,3a,7[3,803 2s*,
4s*} ,8af3])-2,2-acido dimetil butanoico-1,2,3,7,8,8
ahexa hidro-3,7-dimetil-8-[ 2-(tetrahidro-4-hidroxi-
6-oxo-2H-piran-2-yl)etil]-1-naftalenil es un agente
antihiperlipidémico. Se encuentra en la lista de
la farmacopea estadounidense (United States
Pharmacopoeia, USP)!; para su andlisis se han
publicado cromatografias de gases (GC)%4, y
cromatografias liquidas de alto rendimiento
(HPLC)5®.

En este articulo publicamos un nuevo método
de HPTLC para la determinacion de la fexofena-
dina a partir de formas farmacéuticas de dosifi-

INTRODUCTION

Simvastatin is (1s-[1a,3a,7(3,83{ 2s*,4s*},
8af3])-2,2-dimethyl butanoic acid-1,2,3,7,8,8a-hexa
hydro-3,7-dimethyl-8-[ 2-(tetrahydro-4-hydroxy-6-
0x0-2H-pyran-2-yl)ethyl]-1-napthaleny! ester is
an anti-hyperlipidemic agent. It is listed in the
United States Pharmacopoeia (USP)*; Gas chro-
matographic (GC)?*, High-performance liquid
chromatographic (HPLC)>® have been reported
for its analysis.

In this paper we report a new HPTLC method
for determination of simvastatin from pharma-
ceutical solid dosage forms. The method is sim-
ple, precise, rapid, and selective.
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cacion solida. El método es simple, preciso, rapido
y selectivo.

MATERIALES Y METODOS
Disolventes y productos quimicos

Los estandares de referencia de simvastatina
(99,52%) y fexofenadina (IS) fueron proporcio-
nados por Artemis Pharmaceuticals (Hyderabad,
India) y Biochem Pharmaceuticals (Mombai, India)
respectivamente. Las formulaciones en compri-
midos se adquirieron de las disponibles comer-
cialmente. El acetato etilico, metanol y amonia-
co (AR) de calidad cromatografica fueron
proporcionados por Merck (India).

Soluciones estandar y de muestra

2.2.1 Soluciédn estandar: La simvastatina (50
mg) se pesO con precisiéon en un matraz volumeé-
trico de 50 ml, disuelto en metanol (25 ml), y la
solucién se diluyé hasta volumen con el mismo
disolvente para conseguir una solucion de traba-
jo estandar (1 mg mL™1).

2.2.2 Solucién de muestra: Se pesaron y
molieron finos veinte comprimidos, y el polvo
equivalente a 100 mg de fexofenadina pesado
con exactitud se transfirié a un matraz volumé-
trico de 100 ml, se disolvié en metanol (50 ml)
y se agitd en un agitador mecanico durante 15
minutos. A continuacion, la solucion se diluy6
hasta volumen con el mismo disolvente, se mez-
clé y, por ultimo, se filtré con papel Whatmann
N° 42. Se diluy6 una muestra de 5 ml del filtra-
do hasta 10 ml con metanol en un matraz volu-
métrico; esta solucion se utilizé para el andlisis.

Cromatografia

La cromatografia se realiz6 sobre placas de
gel de silice 60 F,,, HPTLC con revestimiento
de aluminio prelavadas con metanol; las placas
se desarrollaron con solucién de acetato de etilo,
metanol y amoniaco a 25% (7:1,5:0,5 v/v) en
una camara Camag de doble compartimiento.

Las soluciones estdndar de simvastatina se
transfirieron a distintos matraces volumeétricos
de 10 ml y se diluyeron hasta volumen con el
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MATERIALS AND METHODS
Solvents and Chemicals

Reference standards of Simvastatin (99.52%)
and Fexofenadine (1S) were procured from Ar-
temis Pharmaceuticals (Hyderabad, India) and
Biochem Pharmaceuticals (Mumbai, India) res-
pectively. Tablet formulations were procured
commercially. Chromatographic grade ethyl ace-
tate, methanol and ammonia (AR) were obtained
from Merck (India).

Standard and sample Solutions

2.2.1 Standard solution: Simvastatin (50mg)
was accurately weighed into a 50-ml volumetric
flask, dissolved in a methanol (25 ml), and the
solution was diluted to volume with the same
solvent to furnish a working standard solution
(Img mL?).

2.2.2 Sample solution: Twenty tablets were
weighed and finely powdered and accurately
weighed powder equivalent to 100mg of simvas-
tatin was transferred to a 100-ml volumetric flask,
dissolved in methanol (50 ml), and shaken on
mechanical shaker for 15 minutes. The solution
was then diluted to volume with the same sol-
vent, mixed, and finally filtered through What-
mann No. 42 filter paper. A sample (5ml) of the
filtrate was diluted to 10 ml with methanol in a
volumetric flask; this solution was used for analy-
sis.

Chromatography

Chromatography was performed on aluminum
- backed silica gel 60 F,,, HPTLC plates prewas-
hed with methanol; plates were developed with
ethyl acetate - methanol - ammonia solution 25%
(7:1.5:0.5, v/v) in a Camag twin - trough cham-
ber.

Standard solutions of Simvastatin were trans-
ferred to different 10-ml volumetric flasks and
diluted to volume with the methanol such that
the final concentrations of Simvastatin were 0.08
- 0.8 pg pL* containing 0.8 pg Fexofenadine
(IS) each. Both standards and samples (1 pL
simvastatin containing 0.8ug Fexofenadine (1S))
were applied to the plates as 6-mm bands by
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metanol de manera que las concentraciones fina-
les de simvastatina fueran de 0,08 - 0,8 pg pL-
!, conteniendo cada una de ellas 0,8 pg de fexo-
fenadina (1S). Ambos estandares y muestras (1
pL de fexofenadina conteniendo 0,8ug de fexo-
fenadina (1S)) se aplicaron a las placas en ban-
das de 6 mm mediante un aplicador de muestras
Camag Linomat V.

Tras €l desarrollo y secado de las placas, la
evaluacion de ambos farmacos se reaizd me-
diante densitometria de barrido a A = 220 nm
mediante un escaner Camag TLC Scanner 11l
controlado mediante el software CATS.V.4.06
(Camag). Se registraron las éreas pico de todos
los picos. La cantidad de simvastatina se calculé
a partir del area pico mediante la siguiente for-
mula:

Cantidad de simvastatina (mg) = (Rmuest x
C x D x Peso medio) / (Restand x W)

Donde Rmuestr es el érea del pico de la si-
mvastatina de muestra, Restand es el area del
pico de la simvastatina estandar, C es la concen-
tracion de la solucién estandar (mg mL™), D es
el factor de dilucién y W es el peso del compri-
mido (en mg).

RESULTADOS Y DISCUSION
Cromatografia

La fase movil resolvio los dos farmacos muy
eficazmente, como se muestra en la Figura 1.
Los valores del factor de retardo (Rf) de simvas-
tatina y fexofenadina (1S) fueron 0,89 y 0,20
respectivamente.

Los espectros de absorcion tipicos de la si-
mvastatina y la fexofenadina (1S) se muestran en
las Figuras 2 y 3; para realizar la deteccion se
selecciono la longitud de onda de 220 nm por-
gue la sensibilidad de deteccién era similar para
ambos farmacos. El valor A, de la simvastati-
na obtenido con el instrumental de HPTLC Ca-
mag fue 233 nm, y con el espectrofotometro de
UV Shimadzu fue 238 nm. El valor A . dela
fexofenadina obtenido con el instrumental de HP-
TLC Camag fue 212 nm, y con el espectrofoté-
metro de UV Shimadzu fue 215 nm. El valor del
coeficiente de extincién molar (€) de la simvas-
tatina obtenido mediante fotodensitometria HP-
TLC fue 2,2134 x 10* y el obtenido mediante
espectrofatometria UV fue 2,1539 x 10* El método

means of a Camag Linomat IV sample applica-
tor.

After development and drying of the plates,
evaluation of both drugs was performed by scan-
ning densitometry at A = 220 nm by means of a
Camag TLC Scanner Il controlled by
CATS.V.4.06 software (Camag). Peak areas were
recorded for all the peaks. The amount of Si-
mvastatin was computed from the peak area by
use of the formula:

Amount of Simvastatin (mg) = (Rspl x C x D
x Average wt) / (Rstd x W)

Where, Rspl is the area of the Simvastatin
sample peak, Rstd is the area of the Simvastatin
standard peak, C is the concentration of standard
solution (mg mL™?), D is the dilution factor, and
W is the weight of tablet (mg).

RESULTS AND DISCUSSION
Chromatography

The mobile phase resolved the two drugs very
efficiently, asisshown in Figure 1. The Rf values
of Simvastatin and Fexofenadine (I1S) were 0.89
and 0.20, respectively.

Typical absorption spectra of Simvastatin and
Fexofenadine (IS) are shown in Figure 2 and 3;
the wavelength 220 nm was selected for detec-
tion because this resulted in similar detection
sensitivities for both drugs. The A obtained for
simvastatin by using HPTLC Camag instrument
was 233 nm and by using UV Shimadzu spectro-
photometer was 238 nm. The A__ obtained for
fexofenadine by using HPTLC Camag instrument
was 212 nm and by using UV Shimadzu spectro-
photometer was 215 nm. The values of the mo-
lar extinction coefficient (g) obtained by HPTLC
photodensitometry for the simvastatin was 2.2134
x 10* and by UV spectrophotometry was 2.1539
x 10% The method was used to determine the
Simvastatin content of three commercial brands
of tablets; the results are shown in Table 1. The
low RSD values are indicative of the high accu-
racy and precision of the method.
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se utilizé para determinar el contenido de si-
mvastatina de tres marcas comerciales de com-
primidos; los resultados se muestran en la Tabla
1. Los bajos valores de desviacion estandar rela-
tiva (DER) son indicativos del ato grado de exac-
titud y precision del método.
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FIGURA 1. Cromatograma de HPTLC de la simvastatina y la fexofenadina (1S).

FIGURE 1. Typical HPTLC chromatogram of Simvastatin and Fexofenadine (1S).
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FIGURA 2. Espectro de absorcion de UV tipico de la simvastatina mediante el uso de HPTLC.
FIGURE 2. Typica UV Absorption spectra of Simvastatin by using HPTLC.
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FIGURA 3. Espectro de absorcién de UV tipico de la fexofenadina (IS) mediante el uso de HPTLC.

FIGURE 3. Typical UV Absorption spectra of Fexofenadine (1S) by using HPTLC.
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TABLA 1. Linealidad y rango de la simvastatina.

TABLE 1. Linearity and range of Simvastatin

Concentracion (ng pL ™) Areapico
Concentration Peak Area
80 300.4
100 334.3
200 521.2
400 984.4
800 1721.2

Idoneidad del sistema

Las pruebas de idoneidad del sistema son parte
integral de un analisis de cromatografiay se deben
utilizar para verificar que la resolucion y repro-
ducibilidad del sistema cromatogréfico son las
adecuadas para €l andisis. Para determinar la
efectividad del método desarrollado en este es-
tudio se realizaron pruebas de idoneidad del sis-
tema en una solucién de simvastatina de ama-
cén estandar recién preparada.

3.2.1 Linealidad y limites de cuantificacion y
deteccion

L os trazados de calibracion de area pico fren-
te a concentracion fueron lineales en el rango de
0,08 — 0,8 ug de la simvastatina, y los valores de
interceptacion no fueron significativamente dis-
tintos de cero. Las lineas de calibrado calibra-
cion se representaron mediante la ecuacion li-
neal Ysim= 142,2X+1,99; en esta ecuacion, €
coeficiente de correlacion lineal r fue 0,99.

El limite de cuantificacion (LDC) y el limite
de detecciéon (LDD) se calcularon mediante las
ecuaciones LDD =3 x N/By LDC = 10 x N/B,
donde N es la desviacion estandar de las areas
pico de los farmacos (n = 3), tomada como medida
del ruido, y B es la pendiente de la curva de
calibracién correspondiente. El limite de cuan-
tificacion fue 0,20 pg y el limite de deteccién
0,04 pg.

3.2.2 Exactitud y precision

La exactitud y precision del método se estu-
diaron realizando experimentos mediante |a téc-
nica de adicion estandar. A la muestra analizada
anteriormente se afadieron tres niveles distintos
de los estandares (seccion 3.1.1), cada uno de
los cuales se repitio tres veces. La cantidad de
farmaco (en mg) detectada mediante el método
(eje'y) se determind en funcién de la cantidad de
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System suitability

System suitability tests are an integral part of
a chromatographic analysis and should be used
to verify that the resolution and reproducibility
of the chromatographic system are adequate for
the analysis. To ascertain the effectiveness of
the method developed in this study system sui-
tability tests were performed on freshly prepared
standard stock solution of Simvastatin.

3.2.1 Linearity and Limits of Quantification
and Detection

Calibration plots of peak area against con-
centration were linear in the range 0.08 — 0.8 g
for Simvastatin and the intercept values were not
significantly different from zero. The calibration
lines were represented by the linear equation
Ysim= 142.2X+1.99; for this equation the corre-
lation coefficient, r, was 0.99.

The limit of quantification (LOQ) and limit
of detection (LOD) were calculated by use of
the equations LOD = 3 x N/B and LOQ = 10 x
N/B Where N is the standard deviation of the
peak areas of the drugs (n = 3), taken as a mea-
sure of the noise, and B is the slope of the co-
rresponding calibration curve. The limit of quan-
tification was 0.20 pg and the limit of detection
was 0.04 pg.

3.2.2 Accuracy and Precision

The accuracy and precision of the method were
studied by performing experiments by the stan-
dard addition technique. Three different levels
of the standards were added to a previously analy-
zed sample (Section 3.1.1), each level being re-
peated thrice. The amount (mg) of drug found
by the method (y axis) was plotted against the
amount of the standard drug added (x axis). The
intercept on the y axis indicates the amount of
the drug (mg) present per tablet. The percentage
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farmaco estandar afiadida (gje x). La intersec-
cion en el ge y indica la cantidad de farmaco
(en mg) presente en cada comprimido. El por-
centagje de recuperacion se calcul6 a partir de la
cantidad de farmaco detectada mediante la si-
guiente férmula:

% de recuperacion = [n (ZXY) — (2X) (ZY)]
/ [n (ZX?) = (ZX)3 x 100

donde X es la cantidad de farmaco estandar
anadida, Y la cantidad de farmaco detectada
mediante el método propuesto y n es el nimero
de observaciones.

La recuperacion de simvastatina obtenida fue
del 100,7%, como se muestra en la Tabla 2.
Esto indica que |os excipientes de los comprimi-
dos no interfirieron.

3.2.3 Resistencia y robustez

Laresistencia es una medida de la reproduci-
bilidad del resultado de una prueba en las con-
diciones normales esperadas con distintos ins-
trumentosy analistas. Los resultados de las pruebas
de resistencia se indican en la Tabla 3. La ro-
bustez es una medida de |a capacidad de un método
para no verse afectado por variaciones pequefias
pero deliberadas en las condiciones del método,
y es indicativa de la fiabilidad del mismo. Los
resultados de los estudios de robustez se mues-
tran en la Tabla 4.
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recovery was calculated from the amount of the
drug found by use of the formula:

% Recovery = [n (ZXY) — (ZX) (ZY)] / [n
(ZX?) — (=X)3 x 100

Where X isthe amount of standard drug added,
Y the amount of drug found by the proposed
method, and n is the number of observations.

The recovery obtained for Simvastatin was
100.7%, as is shown in Table 2. This shows that
there is no interference from the excipients in
the tablets.

3.2.3 Ruggedness and Robustness

Ruggedness is a measure of the reproducibi-
lity of a test result under normal, expected ope-
rating conditions from instrument to instrument
and from analyst to analyst. The results of rug-
gedness testing are reported in Table 3. Robust-
ness is a measure of the capacity of a method to
remain unaffected by small but deliberate varia-
tions in method conditions, and is an indication
of the reliability of the method. Typical results
from robustness studies are shown in Table 4.

TABLA 2. Resultados del ensayo de HPTLC de la simvastatina.
TABLE 2. Results from HPTLC assay of Simvastatin

Marca Componente Indicado (mg)  Detectado por RSD[%)](n=3)
Brand Component Labd claim el método propuesto (mg)

Amount found by

proposed method
Marcal simvagtatina 5 4.95 0.44
Brand | sinvastatin
Marcall smvastaina 10 9.89 0.72
Brand |1 Snvadatin
Marcalll  simvastatina 20 20.2 0.60
Brand Il sinvastatin
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TABLA 3. Resultados del andlisis de recuperacion.

TABLE 3. Results from recovery analysis

Marca Componente Cantidad afiadida ~ Cantidad recuperada
Brand Component Amount added Amount recovered
0 4.95
Marca l simvastatina 1 6.14
Brand | simvastatin 2 7.08
3 8.20

Recuperacion media = 101,4% (n=3)
Mean recovery =101.4% (n=3)

0 9.89
Marcall simvastatina 1 11.15
Brand Il simvastatin 2 12.08
3 13.16
Recuperacion media = 100,8% (n=3)
Mean recovery = 100.8% (n=3)
0 20.20
Marcallll simvastatina 1 21.10
Brand I11 simvastatin 2 22.32
3 23.04

Recuperacion media = 99,9% (n=3)
Mean recovery = 99.9% (n=3)
Promedio de la media de recuperacién = 100,7 %

Average mean recovery = 100.7 %

Tabla 4. Resultados de los estudios de resistencia.

TABLE 4. Results from ruggedness studies.

Marcal Marcall Marcalll
Simvastatina® Simvastatina ~ Simvastaina
Brand | Brand I Brand I11
Simvastatin ? Simvastatin Simvastatin
Analistal 101.4 100.8 99.9
Analyst 1
Analista2 101.1 101.6 1004
Analyst 2

© 3 Todos los valores indican recuperaciones porcentuales.
3 All values are percentage recoveries.
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TABLA 5. Resultados de los estudios de robustez.
TABLE 5. Results from robustness studies.

Ensayo de simvagtatina [ %]
Simvastatin assay [%]

Distancia de desarrollo Marcal Marcall Marcalll

Devel opment distance Brand | Brand I Brand II1
[cm] [5mg] [10 mg] [20 mg]
7.0 98.5 99.0 100.8
75 99.2 99.6 101.9
8.0 100.4 100.6 102.2
CONCLUSION CONCLUSION

El método de HPTLC propuesto para la de-
terminacion de la simvastatina en formas de
dosificacién solidas es exacta, precisa, répida y
selectiva. Por tanto, se puede adoptar facilmente
y con comodidad para la redizacion de andlisis
de control de calidad rutinarios.
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