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complete reaction, and stability of the formed color. Stoichiometry of 
the  reactions  between  RPG  and  RGZ  with  p‐chloranilic  acid  was 
studied by applying Job’s method 18, 19.   

Method validation 

Linearity 

Aliquots from standard solutions equivalent to (1 – 5) and (1 – 8) mg 
of RPG and RGZ; respectively, were separately  transferred  into  two 
series of 10 mL volumetric flasks. 3 mL of p‐chloranilic acid solution 
was added  to each of  the RPG  flasks, while 1 mL was added  to  the 
RGZ series. The volume was completed to 10 mL with methanol for 
RPG  and  ethanol  for  RGZ.  Absorbance  was  measured  at  530  nm 
against  reagent  blank.  Calibration  curves  were  plotted  relating 
absorbance  at  530  nm  to  the  corresponding  concentration  of  the 
analyzed  drug  (RPG  and  RGZ)  and  regression  equations  were 
computed. 

Accuracy 

Aliquots from the RPG and RGZ standard solutions equivalent to 
(1 – 5) and (1 – 8) mg, respectively, were separately transferred 
into  two  series  of  10‐mL  volumetric  flasks  and  the  analysis 
described  under  linearity  were  followed.  Absorbance  was 
recorded  at  530  nm  and  used  for  calculating  the  recovery 
percentage  of  each  drug  applying  the  corresponding  regression 
equation. 

Precision (Repeatability) 

Six  samples of RPG and RGZ each of  final  concentration 300μg/mL 
were analyzed for testing the repeatability of the assay and the SD of 
the analytical response (absorbance at 530 nm) was calculated 20. 

Limit of detection (LOD) and Limit of Quantitation (LOQ) 

LOD and LOQ were calculated based on the standard deviation of the 
analytical  response  (absorbance  at  530  nm)  and  the  slope  of  the 
calibration  curve using  the equations LOD = 3.3 σ/S and LOD = 10 

σ/S,  where  σ  is  the  SD  of  the  response  and  S  is  the  slope  of  the 
calibration curve 20. 

Determination of RPG and RGZ in commercial tablets  

Twenty tablets of Novonorm® 2 mg (RPG) and Rosizone® 4 mg (RGZ) 
were separately weighed and powdered. Weight equivalent to 25 mg 
of  the  powdered  tablets  were  separately  transferred  into  two 
separating funnels each containing 20 mL water and extracted with 
chloroform  (10  mL  X  4)  for  15  min.  The  combined  chloroform 
extracts were  collected  in  a  separate  beaker  after  passing  through 
calcium sulphate and evaporation in a water bath. The  residues was 
re‐dissolved  in  (3 mL  X  3) methanol  for RPG  and  ethanol  for RGZ, 
separately  transferred  into  two  25‐mL  volumetric  flask  and  the 
volume was completed to 25 mL with the corresponding solvent for 
each  drug.    1  mg/mL  solutions  of  RPG  in  methanol  and  RGZ  in 
ethanol  were  obtained.  Procedures  were  completed  as  described 
under  accuracy.  Recovery  study  was  performed  using  standard 
addition technique. 

 RESULTS AND DISCUSSION 

The  solution  of  p‐chloranilic  acid  in  methanol  or  ethanol  exhibits 
λmax  at 435 nm. The addition of either RPG solution  in methanol or 
RGZ  solution  in  ethanol  to  these  solutions  produced  an  immediate 
change  of  the  orange  color  of  p‐chloranilic  acid  into  violet  color 
which  can  be measured  spectrophotometrically  at  530  nm  (Figure 
3). The  addition of p‐chloranilic  acid  (π‐acceptor)  to  either RPG or 
RGZ which  have  a  lone  pair  of  electrons  (n‐donors)  results  in  the 
formation of charge transfer complexes. 

Figures 4A  and  5A  show  that  the  addition  of  3 mL  and 1 mL  of  p‐
chloranilic  acid  (0.0189  M)  solution  to  RPG  and  RGZ  solutions, 
respectively, produced the maximum color intensity at 530 nm 

 

 

 

Fig.3: Absorbance spectra of RPG and RGZ. A) 1: Reagent blank (3.96 mg/mL); 2: Pure drug (200 µg/mL) in methanol; 3: pchloranillic acid 
(3.96 mg/mL)RPG (200 µg/mL ) charge transfer complex. B) 1: Reagent blank (1.18 mg/mL); 2: Pure RGZ (100 µg/mL) in ethanol; 3: p

chloranillic acid (1.18 mg/mL)RGZ (100 µg/mL) charge transfer complex. 
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Fig.4: Optimization of reaction conditions for RPG. A) Effect of volume of the pchloranillic acid (3.96 mg/mL) on its reaction with RPG 
(400 µg/mL). B) Time of the reaction of RPG 400 µg/mL with pchloranilic acid (3.96 mg/mL). C) Stability of the formed RPG (400 

µg/mL)/pchloranillic acid (3.96 mg/mL charge transfer complexes. D)  Determination of the stoichiometry of the reaction of RPG and p
chloranilic acid by the continuous variation method using 2 mM solutions. 

 

Fig. 5: Optimization of reaction conditions for RGZ. A) Effect of volume of the pchloranillic acid (3.96 mg/mL) on its reaction with  RGZ 
(700 µg/mL). B) Time of the reaction of RPG 400 µg/mL with pchloranilic acid (3.96 mg/mL). C) Stability of the formed RGZ (700 

µg/mL)/pchloranillic acid (3.96mg/mL) charge transfer complexes. D) Determination of the stoichiometry of the reaction of RGZ and p
chloranilic acid by the continuous variation method using 2 mM solutions. 

 

Table 1: Characteristic parameters of the regression equation of pchloranilic acid method for determination of RZG and RPG 
RGZRPGParameter 
100 – 800 100 – 500Calibration range (µg/mL) 
0.999 0.996Correlation coefficient  
1.3 x10‐3 1.6 x10‐3Slope  
‐ 0.03 ‐ 0.04Intercept  
6.2 x10‐3 1.8 x10‐2SE 
20.70 21.20LOD (µg/mL) 
62.73 64.24 LOQ (µg/mL) 
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Table 2: Accuracy of the presented methods(*) and statistical comparison with the reported methods 

  RPG*  Reference method for 
RPG (5)*** 

RGZ*  Reported method for RGZ 
(11)*** 

Accuracy%  100.48 ± 1.01  100.40 ± 1.00 99.83 ± 0.55 100.20 ± 0.77
SD  1.01  1.00 0.55 0.77 
RSD  1.01  1.00 0.55 0.77 
Variance  1.02  1.00 0.30 0.59 
Ftest  1.02(6.39)**  1.97(6.39)**  
ttest  0.13(2.31)**  0.88(2.31)**  

** Values between parentheses represent tabulated F and t at p=0.05; *** The USP HPLC method was applied for RPG and a reported HPLC method 
was applied for RGZ5,11. 

 

Figures 4B and 5B show that a maximum intensity of the violet color 
was obtained  immediately after addition of  the reagent solution on 
solutions of both drugs. The  color  intensity  remained  stable  for 60 
min (Figure 4C and 5 C).  

Job's  method  of  continuous  variation  showed  that  the  reaction 
between  either RPG  or RGZ with p‐chloranilic  acid  occurred  in 1:1 
ratio (Figure 4D and 5D).  

The calibration curves were  linear  for RPG over  the range of 100 – 
500 µg/mL and RGZ over the range of 100 – 800 µg/mL. Regression 
equations  were  computed  and  correlation  coefficients  were  0.996 
and  0.999  for  RPG  and  RGZ;  respectively.  Parameters  of  the 
regression equations are presented in table 1.  

The  method  was  found  to  be  accurate  with  average  accuracy 
percentage  of  100.48  ±  1.01  and  99.83  ±  0.55  for  RPG  and  RGZ; 
respectively  (Table2).    In  the  precision  study,  the  SD  of  the 
analytical  response  (absorbance  at  530  nm)  were  within  the 
acceptable  limits  indicating good precision of  the methods (0.010 
for RPG and 0.008 for RGZ). LOD were 21.20 and 20.70 µg/mL and 
LOQ were 64.24 and 62.73 µg/mL  for RPG and RGZ; respectively. 
Statistical  comparison  between  the  described  methods  and 
reported methods showed no significant difference with respect to 
accuracy and precision (Table2). 

The method was also used for determination of RPG and RGZ in the 
pharmaceutical  dosage  form  (tablets). However,  an  extraction  step 
of the drug from the corresponding tablets was required to remove 
interference of the tablet additives. Average recovery percentages of 
99.2  and  99.3  for  RPG  and RGZ,  respectively were  obtained.  Using 
standard  addition  technique,  the  average  recovery  percentages  of 
pure drug added to tablet extract were 101.02 ± 1.6 and 99.92 ±1.5 
for RPG and RGZ; respectively, indicating no interference from tablet 
matrices.  

CONCLUSION 

We  have  developed  and  validated  simple,  rapid  and  accurate 
spectrophotometric  methods  for  the  quantitative  determination  of 
RPG  and  RGZ  in  bulk  and  in  pharmaceutical  dosage  forms.  These 
methods  are  based  on  the  formation  of  charge  transfer  complexes 
between  RPG  and  RGZ  with  p‐chloranilic  acid  which  can  be 
measured  spectrophotometrically  at  530  nm.  These  methods  are 
simpler and cheaper than other methods including HPLC and can be 
applied for routine quality control applications for both drugs. 
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