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RESUMEN

Se han descrito por primera vez métodos espectrofotométricos simples, rapidos y sensitivos para la determinacion
de farmacos anticancerigenos: el sulfato de vinblastina y €l sulfato de vincristina. El primer método esta basado en
la reaccién de copulacion de los componentes azoicos del sulfato de vinblastina y e sulfato de vincristina con 4-
nitroanilina, que tiene como resultado la formacion de productos de color amarillo con una absorbencia maxima de
440 nm y 430 nm respectivamente. Los productos amarillos del VBS y VCS son estables durante una hora a
temperatura ambiente y cumplen la ley de Beer, con un intervalo de concentracion de 0.5-18 mg en el caso del VBS
y un intervalo de 0.5-10 mg ml*en el VCS. El segundo método describe la reaccién del VBS 'y VCS con el hierro
(1) y 2,4,6- tris (2-piridil)-1,3,5- triazina (TPT) para producir productos de color parpura que presentan una
absor cion maxima de 590 nm y permanecen estables durante 48 horas. En este método la ley de Beer se cumple en
un intervalo de concentracion de 0,2 a 4,0 mg mlt en el caso del VBSy de 0,2 a 5,0 mg ml* en el VCS. Ambos
métodos se han empleado con éxito en la determinacién del VBS y VCS en preparaciones farmacéuticas y los
resultados obtenidos presentan una comparacién favorable respecto al método oficial. L os excipientes cominmente
utilizados como aditivos no interfieren en el andlisis. Se han observado algunos datos de precision y caracteristicas
Opticas.

PALABRAS CLAVE: Sulfato de vinblastina. Sulfato de vincristina. 2,4,6-Tris (2-piridil)-1,3,5-triazina. Espectrofotrometria.

ABSTRACT

Sensitive, rapid and simple spectrophotometric methods for the determination of anticancer drugs, vinblastine sulphate
(VBS) and vincristine sulphate (VCS) have been described for the first time. The first method is based on the azo
coupling reaction of VBS and VCS with diazotised 4-nitroaniline (4-NA) resulting in yellow coloured products having
absorbance maxima at 440 nm and 430 nm respectively. The yellow products of both VBS and VCS are stable for 1h
at room temperature and Beer’s law is obeyed in the concentration range of 0.5-18 mg ml* for VBS and 0.5-10 mg ml-
1for VCS. The second method describes the reaction of VBS and VCS with iron(l11) and 2,4,6-tri(2-pyridyl)-1,3,5-
triazine (TPT) to produce purple coloured products having absorption maximum at 590 nm and the products are stable
for 48h. The Beer’s law for this method is obeyed in the concentration range of 0.2-4.0 mg ml* for VBS and 0.2-5.0
mg mi* for VCS. Both the methods are successfully employed for the determination of VBS and VCS in pharmaceutical
preparations and the results compare favourably with official method. Commonly used excipients as additives do not
interfere in the analysis. Some optical characteristics and precision data have been reported.

KEY WORDS: Vinblastine sulphate. Vincristine sulphate. 2,4,6-Tri(2-pyridyl)-1,3,5-triazine. Spectrophotometry.
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INTRODUCCION

La vinblastina y la vincristina forman parte
de un tipo de alcaloides bis inddlicos que contie-
nen un nacleo de indol en la mitad superior de
la estructura de la vinblastina y un nicleo de
indol dihidro en lamitad inferior de la estructura
de la molécula ((Neuss et al., 1964). Tanto €l
VBS como el VCS se utilizan en el tratamiento
de la enfermedad de Hodgkin, el linfoma linfo-
citico, el linfoma histiocitico, el cancer de testi-
culos en estado avanzado, €l cancer de mama en
estado avanzado, €l sarcoma de Kaposi y la en-
fermedad de Letterer-Wise (Hesse, 1981; Good-
man et al., 1990). Dado que las enfermedades
neoplasicas de |os seres humanos representan un
reto paralos cientificos de todo el mundo, resul-
ta de gran importancia desarrollar métodos sen-
sitivos y precisos para determinar estos farma-
cos antineoplésicos VBS y VCS en varias
aplicaciones biolégicas y clinicas. Entre los
métodos desarrollados hasta ahora para la deter-
minacion de estos compuestos se incluyen cro-
matografias liquidas de ato rendimiento, (Van
Tellingen et al., 1991; Volkov et al., 1994; Vo-
Ikov, 1996; Embree et al., 1997; Chu et al., 1997),
polarografias (Kovbuz et al., 1995), radioinmu-
noensayos (Langone et al., 1979; Sethi et al.,
1980; Huhtikangas et a., 1987), métodos elec-
troanaliticos, (Rusling et al., 1984; Temizer, 1986;
Kamau et al., 1994; Chu et al., 1996), cromato-
grafia de capa fina (Horvath et al., 1982; Kale-
agasioglu, 1992) y espectrofotometria ultravio-
leta (Sapunova et al., 1982). El sulfato de
vinblastina 'y el sulfato de vincristina son oficia-
les en la farmacopea britanica (B.P., 1998), far-
macopea europea (E. P., 2002), farmacopea in-
dia(l.P., 1996) y lafarmacopea de Estados Unidos
(U.S.P., 2000). La 4-nitroanilina se ha utilizado
en varias investigaciones espectrofotométricas (Ra
jeswari et al., 1984; Rahim et al., 1986; Ernst,
1990; Raju et al., 1992; Wei et al., 1997; Nagar-
ja et al., 2001). 2,4,6,-tris(2-piridil)-1,3,5-triazi-
na se utiliza en la determinacion de varios com-
puestos (Tabacco et al., 1980; Sastry et a., 1992;
Benzie, 1996).

Un estudio de la bibliografia revela que no se
han desarrollado reactivos cromogénicos para la
determinacién de estos farmacos. Volviendo a
nuestro trabajo sobre la determinacion espectro-
fotométrica de los compuestos organicos de ac-
tividad biolégica e importancia farmacéutica
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INTRODUCTION

Vinblastine and vincristine are representati-
ves of a class of bisindole alkaloids containing
indole nucleus at the upper half of the vinblas-
tine structure and dihydro indole nucleus at lo-
wer half of the structure of the molecule (Neuss
et a., 1964). VBS and VCS are used for treating
hodgkin’s disease, lymphocytic lymphoma, his-
tiocytic lymphoma, advanced testicular cancer,
advanced breast cancer, kaposi’'s sarcoma and
letterersiwe disease (Hesse, 1981; Goodman et
a., 1990). Since, the neoplastic disorders in human
beings are posing challenge to the scientists of
the world, it is of great importance to develop
sensitive and precise methods to determine these
antineoplastic drugs VBS and VCS in various
clinical and biological applications. The methods
that have been developed for the determination
of these compounds include high performance
liquid chromatography (Van Tellingen et d., 1991;
Volkov et al., 1994; Volkov, 1996; Embree et
al., 1997; Chu et al., 1997), Polarography (Kov-
buz et al., 1995), radio-immuno assay (Langone
et al., 1979; Sethi et al., 1980; Huhtikangas et
al., 1987), electroanalytical methods (Rusling et
al., 1984; Temizer, 1986; Kamau et al., 1994;
Chu et al., 1996), Thin-layer chromatography
(Horvath et al., 1982; Kaleagasioglu, 1992) and
uv spectrophotometry (Sapunova et al., 1982).
VBS and VCS are official in British Pharmaco-
poeia (B.P., 1998), European pharmacopoeia (E.
P., 2002), Indian Pharmacopoeia (I.P., 1996) and
United States Pharmacopoeia (U.S.P., 2000). 4-
Nitroaniline has been used in various spectro-
photometric investigations (Rajeswari et al., 1984;
Rahim et al., 1986; Ernst, 1990; Raju et al., 1992;
Wei et al., 1997; Nagarja et a., 2001). 2,4,6,-
tri(2-pyridyl)-1,3,5-triazine is used for the deter-
mination of several compounds (Tabacco et al.,
1980; Sastry et al., 1992; Benzie, 1996).

The literature survey reveals that there are no
chromogenic reagents developed for the deter-
mination of these drugs. In continuation of our
work on the spectrophotometric determination of
organic compounds of biological activity and
pharmaceutical importance (Nagaraja et al., 1996;
2000; 2001; 2002), the present paper describes
for the first time, two new spectrophotometric
methods for the determination of VBS and VCS.

The first method involves azo coupling reac-
tion of diazotised 4-nitroaniline with VBS and
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(Nagargja et al., 1996; 2000; 2001; 2002), €l
presente articulo describe por primera vez dos
nuevos métodos espectrofotométricos para la
determinaciéon del VBS 'y VCS.

El primer método implica la reaccion de los
componentes azoicos de la 4-nitroanilina diazo-
tizada con VBS y VCS. El segundo método
muestra que la reaccion del VBS y VCS reduce
el hierro I1l a hierro |l y éste se combina con
2,4,6-tris (2-piridil)-1,3,5-triazina en un medio
neutro. Ambos métodos resultan muy sensitivos,
rdpidos, se pueden reproducir con facilidad y
requieren reacciones simples. Ademas, con los
dos se obtienen reacciones de colores positivas
para la deteccion del VBS y VCS del material
disecado y pulverizado de la planta vinca rosea
(Chu et al., 1997). Ninguna de estas reacciones
requiere extraccion y no interfieren ni desestabi-
lizan las especies de colores.

MATERIALES Y METODOS
Instrumentos

Para todas las mediciones espectral es el ectro-
nicas se ha utilizado un espectrofotometro UV-
VIS Jasco modelo UVIDEC-610 con células de
1cm.

Reactivos

Se han utilizado sulfato de vinblastina y sul-
fato de vincristina (muestras cedidas por Cipla
Limited, India), 4-nitroanilina (E-Merck, Alema-
nia), 2,4,6-tris (2-piridil)-1,3,5-triazina (E-Merck,
Alemania), nitrito de sodio (E-Merck, Alema-
nia), &cido sulfamico (Sigma, Estados Unidos),
cloruro férrico (Sigma, Estados Unidos) y &cido
clorhidrico (AR). Durante el experimento se uti-
liz6 agua desionizaday se adquirieron varios tipos
de dosis comerciales en establecimientos loca-
les.

Disoluciones

Se prepararon soluciones concentradas de VBS
y VBC mediante la disolucion de 100 mg de
cada uno en 100 ml de agua en presencia de 2
ml de é&cido clorhidrico de 5 moles dm para

V CS. The second method reports the reaction of
VBS and VCS which reduces iron (l11) to iron
(1) and this complexes with 2,4,6-tri(2-pyridyl)-
1,3,5-triazine in neutral medium. Both the me-
thods are highly sensitive, rapid, reproducible and
involves simple reactions. Further, both the
methods gave positive colour reactions for the
detection of VBS and VCS from the dried powde-
red vinca rosea plant material (Chu et al., 1997).
Both the reactions does not require extraction
and free from the disadvantages of interference
and instability of the coloured species.

MATERIALS AND METHODS
I nstrument

A Jasco Model UVIDEC-610 UV-VIS spec-
trophotometer with 1.0 cm matched cells was
used for all electronic spectral measurements.

Reagents

Vinblastine sulphate and vincristine sulphate
(gift sample from Cipla Limited, India), 4-ni-
troaniline (E-Merck, Germany), 2,4,6-tri(2-pyri-
dyl)-1,3,5-triazine (E-Merck, Germany), sodium
nitrite (E-Merck, Germany), sulphamic acid (Sig-
ma, USA), ferric chloride (Sigma, USA) and
hydrochloric acid (AR) were used. Deionised water
was used throughout the experiment and com-
mercial dosage forms were purchased from local
sources.

Solutions

Stock solutions of VBS and VCS were prepa-
red by dissolving 100 mg each in 100 ml water
in presence of 2 ml of 5 mol dm3 hydrochloric
acid to dissolve the samples and made upto the
mark with water. Working standards were pre-
pared by suitable dilution. Solutions of 0.5%
sodium nitrite and 5% sulphamic acid were pre-
pared in water. A 0.2 g of 2,4,6-tri(2-pyridyl)-
1,3,5-triazine was first dissolved in 2 ml of 1
mol dm hydrochloric acid and made upto 100
ml in a standard flask with water to get 0.2%
colourless solution. A 0.1% of 4-nitroaniline was
prepared by dissolving the sample in 2 ml of 5
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disolver las muestras y la disolucién se comple-
tdé con agua hasta la marca. Los estandares de
trabajo se prepararon mediante la dilucién ade-
cuada. Se prepararon en agua soluciones del 0,5%
de nitrito de sodio y 5% de &cido sulfamico. En
primer lugar se disolvieron 0,2 g de 2,4,6-tris (2-
piridil)-1,3,5-triazina en 2 ml de &cido clorhidri-
co de 1 mol/dm®y se completé con agua hasta
los 100 ml en una matraz estandar para obtener
una solucion incolora del 0,2%. También se pre-
par6 un 0,1% de 4-nitroanilina a disolver la
muestra en 2 ml de &cido clorhidrico de 5 mol/
dm=y a continuacion diluir en agua. Se prepar6
una disolucién de 0,01 mol/dm de hierro 111 al
disolver cloruro de hierro Il1 en agua en la pre-
sencia de algunas gotas de acido clorhidrico
concentrado.

Procedimiento recomendado

Método del 4-nitroanilino: Se afadieron 3
ml de 4-nitroanilina de 0,1% a una serie de
matraces estandar de 25 ml; a continuacion, las
matraces se enfriaron mediante un bafio en hielo
y posteriormente se afiadieron 0,5 ml de nitrito
de sodio de 0,5%. Las matraces se enfriaron
durante 5 minutos. Se afladieron 0,5 ml de acido
sulfamico y se degj6 enfriar durante 5 minutos en
los que la mezcla de reaccion se agitd ocasional -
mente. Después se agregaron partes alicuotas de
soluciones estandar de (1.25 — 450 mg) y VCS
(1.25 — 250 mg) a las matraces y se sumergieron
en agua caliente durante 10 minutos. A conti-
nuacion se dejo enfriar las matraces y se diluy6
con agua destilada hasta completar la marca. La
absorbencia del producto azoico amarillo resul-
tante del VCSy VBS obtenida fue de 440 nmy
430 nm respectivamente, en comparacion con la
absorbencia nula de los reactivos incoloros. Se
construyeron graficos de calibracion.

Método de TPT: Se transfirieron partes ali-
cuotas de soluciones estandar de VBS (5-100 mg)
y VCS (5-125 mg) a una serie de matraces cali-
bradas de 25 ml. Se afadieron 0,5 ml de 0,01
mol/dm= de hierro 11l y 2 ml de 0,2% de TPT y
se sumergieron en agua hirviendo durante 5
minutos. El contenido de las matraces se dejo en
enfriar y se completé con agua destilada. La
absorbencia de los productos purpuras resultan-
tes de VBS y VCS fue de 590 nm, en contraste
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mol dm™ hydrochloric acid and then diluted with
water. A 0.01 mol dm iron(l1l) solution was
prepared by dissolving iron(l11)chloride in water
in presence of few drops of concentrated hydro-
chloric acid.

Recommended Procedure

4-Nitroaniline method : To a series of 25 ml
standard flasks, 3 ml of 0.1% 4-nitro aniline was
added and the flasks were cooled in an ice bath,
followed by the addition of 0.5 ml of 0.5% so-
dium nitrite. The flasks were cooled for 5 min.
A 0.5 ml of 5% sulphamic acid was added and
cooled for 5 min with occasional shaking of the
reaction mixture. Now aliquots of standard solu-
tions of VBS (1.25 — 450 mg) and VCS (1.25 —
250 mg) were added to the flasks and heated in
a boiling water bath for 10 min. The flasks were
cooled and diluted with distilled water upto the
mark. The absorbance of the resulting yellow
coloured azo product of VBS and VCS were
measured at 440 nm and 430 nm respectively
against the colourless reagent blanks. Calibra-
tion graphs were constructed.

TPT method : Aliquots of standard solutions
of VBS (5-100 mg) and VCS (5-125 mg) were
transferred into a series of 25 ml calibrated flas-
ks. 0.5 ml of 0.01 mol dnr®iron(l11) and 2 ml of
0.2% TPT were added, heated in a boiling water
bath for 5 min. Contents of the flasks were cooled
and made upto the mark with distilled water.
The absorbance of the resulting purple coloured
products of VBS and VCS were measured at 590
nm against corresponding reagent blanks (without
VBS and VCS) which have no absorption at this
wavelength. Calibration graphs were construc-
ted.

Procedure for the assay in commercial samples

10 ml vial containing 10 mg of VBS and 1.0
ml vial containing 1 mg of VCS were transfe-
rred into two separate 100 ml volumetric flasks
and diluted upto the mark with deionized water.
Working standards were prepared by suitable
dilution and the recommended procedures were
used for both VBS and VCS for their determina-
tion.
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con los valores nulos de los reactivos correspon-
dientes (sin VBS y VCS), que en dicha longitud
de onda no presentaban absorcién. Se construye-
ron graficos de calibracion.

Procedimiento para el ensayo en muestras co-
merciales

Se transfirieron una ampolla de 10 ml con 10
mg de VBS y una ampolla de 1,0 ml con 1 mg
de VCS en dos matraces volumétricas distintas
de 100 ml y se diluyeron con agua desionizada.
L os estandares de trabajo se prepararon median-
te la dilucion adecuaday se utilizaron los proce-
dimientos recomendados para la determinacion
del VBSy del VCS.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el método de la 4-nitroanilinta se unen 4-
nitronailina diazotizada con VBS o VCS para
formar los productos azoicos de color amarillo.
El método de TPT requiere la reduccion del hie-
rro 111 mediante el VBS o VCS para formar hie-
rro |1, que consecuentemente reaccionara con TPT
para formar un complejo de color parpura. Los
factores que influyen en el desarrollo del color,
la reproducibilidad, la sensitividad y el cumpli-
miento de laley de Beer se han investigado para
ambos métodos.

Caracteristicas espectrales

El producto de color amarillo formado cuan-
do el VBS puede reaccionar con la 4-nitroanilina
diazotizada presenta una absorcion méxima de
440 nm y el complejo de color purpura formado
por la reaccion con el hierro Il 'y TPT presenta
una absorcion méxima de 590 mm. El reactivo
incoloro no presenta absorcién en estas longitu-
des de onda. L os espectros de absorcion de estos
dos métodos se muestran en la figura 1 tomando
el VBS como compuesto modelo, ya que €l VCS
tiene un comportamiento muy similar.

RESULTS AND DISCUSSION

In the 4-nitroaniline method, diazotised 4-ni-
troaniline was coupled with either VBS or VCS
to form the yellow coloured azo products. The
TPT method involves the reduction of iron(l11)
by VBS or VCS to form iron(l1) which subse-
guently reacts with TPT to form purple coloured
complex. The factors affecting the colour deve-
lopment, reproducibility, sensitivity and adherence
to Beer's law were investigated for both the
methods.

Spectral characteristics

The yellow coloured product formed when VBS
was allowed to react with diazotised 4-nitroani-
line has the absorption maximum at 440 nm and
the purple coloured complex formed by its reac-
tion with iron(ll1) and TPT has the absorption
maximum at 590 nm. The colourless reagent blanks
have no absorption at these wavelengths. The
absorption spectra of these two methods are shown
in Fig.1 by taking VBS as the model compound,
since VCS behaves similar to it.

Optimization of reaction conditions

For 4-nitroaniline method, it was found that
0.1% of 4-nitroaniline in the range of 1.0-4.0
ml, 0.5% sodium nitrite in the range of 0.25-2.0
ml and 5% sulphamic acid in the range of 0.5-
3.0 ml were necessary to achieve maximum co-
lour intensity and stability for both VBS and VCS.
At low temperature, 4-nitroaniline undergoes
diazotization reaction with sodium nitrite in aci-
dic medium forming diazonium cation. The ex-
cess of nitrite if present in the reaction mixture,
interferes with the coupling reaction. Therefore,
the excess of nitrite is removed by the addition
of sulphamic acid. An excess of sulphamic acid
has no effect on the colour intensity of the reac-
tion product.

For TPT method, 0.2% TPT in the range of
0.25-4.0 ml and 0.01 ml dm= iron(lll) in the
range of 0.1-0.7 ml were required for the maxi-
mum stability and colour intensity for both VBS
and VCS.
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FIGURA 1. Espectro de absorcién del VBS; La concentracion final de VBS es de 10 pg mit (Método a, 4-NA)
y 2 pg mi** (Método b, TPT).

Fig. 1. Absorption spectra of VBS; Final concentration of VBS is 10 pug mlt (4-NA Method-a)
and 2 pug mlt (TPT Method-b.
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Optimizacion de las condiciones de reaccion

En el método de 4-nitroanilina, se descubri6
la necesidad de afadir €l 0,1% de 4-nitroanilina
en el intervalo de 1,0 a 4,0 ml, € 0,5% de nitrito
de sodio en € intervalo de 0,25 a2,0 ml y e 5%
de acido sulfamico en €l intervalo de 0,5 a 3,0
ml para conseguir estabilidad e intensidad de color
maximas para el VBSy el VCS. A temperaturas
bajas, la 4-nitroanilina sufre una reaccion de
diazotacion con €l nitrito de sodio en un medio
acido formando un catién de diazonio. En el caso
de que exista una presencia excesiva de nitrito
en la mezcla de reaccion, éste interferira en la
reacciéon de copulacién. Por lo tanto, es necesa-
rio eiminar € exceso de nitrito mediante la adicion
del &cido sulfamico. Un exceso de acido sulfa-
mico no afecta a la intensidad del color del pro-
ducto de la reaccion.
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Hence required volumes of all reagent solu-
tions were used as mentioned in the recommen-
ded procedure.

Quantification

Beer's law was obeyed in the range of 0.5-
18 mg mit for VBS and 0.5-10 mg ml* for
VCS by 4-nitroaniline method and 0.2-4.0 mg
mi-t for VBS and 0.2-5.0 mg mi-* for VCS by
TPT method. The details of optical parameters
and precision data for both the methods are pre-
sented in Table 1.
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En el método TPT, es necesario un 0,2% de
TPT en el intervalo de 0,25 a 4,0 ml y 0,01 mol/
dm de hierro 111 en €l intervalo de 0,1-0,7 ml
para obtener una intensidad de color y estabili-
dad méximas para el VBS y el VCS.

Por lo tanto, se utilizaron los volumenes ne-
cesarios de todas las soluciones reactivas tal y
como se mencionan en el procedimiento reco-
mendado.

Cuantificacion

Laley de Beer se cumple en €l intervalo de
05a18 mgmi*tenel VBSy de05al10 mg
mi-t en el VCS en el caso del método de 4-ni-
troanilina y en el intervalo de 0,2 a 4,0 mg ml-
lenel VBSyde0,2a50mgml*enel VCSen
el caso del método de TPT. Los detalles relati-
vos a los datos de precision y pardmetros opticos
pertenecientes a ambos métodos se muestran el

la Tabla 1.
TABLA |. Datos de precision y caracteristicas Opticas del VBS y VCS.
Parédmetros Método de 4-NA Método de TPT
VBS VCS VBS VCS
Color Amarillo Amarillo Parpura Parpura
A max (nm) 440 430 590 590
Estabilidad (h) 01 01 48 50
Intervalo de la ley de Beer (ug ml?) 0.5-18 0.5-10 0.2-4.0 0.2-5.0
Absortividad molar (1 mol* cm™) 4,202 x 10* 3,434 x 104 1,199 x 10° 1,084 x 10°
Sensibilidad deSandell (ug cn?) 0.0216 0.0268 0.0076 0.0085
Intervalo fotométrico 15-16 1.5-80 1.0-25 1.0-4.5
optimo (mg ml?)
Limite de detecciéon (ug mit) 0.1438 0.1892 0.0814 0.0874
Limite de quantificacion (ug ml-?) 0.4793 0.6307 0.2714 0.2911
Ecuacion de regresion (Y)* 0.9980 0.9989 0.9981 0.9964
Cosficiente de regresion
Pendiente (b) 0.0454 0.0276 0.1285 0.1198
Ordenada en el origen (a) -0.0172 0.0024 -0.0058 -0.0044
R.S.D.(%)" 0.2237 0.3648 0.2455 0.2542
Margen de error (n=5) +0.3104 +0.5063 +0.3408 +0.3529
(con un 95% de nivel de confianza)
Limite de confianza (n=5) +0.7191 +0.5637 +0.15 +0.1611

(con un 95% de nivel probabilidad)

* Y=bx+a, donde x es la concentracién expresada en pg ml*
T cinco réplicas
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TABLE |. Optical Characteristics and precision data for VBS and VCS.

4-NA Method TPT Method
Parameters
VBS VCS VBS VCS
Colour Yellow Yellow Purple Purple
A max (nm) 440 430 590 590
Stahility (h) 01 01 48 50
Beer's law range (ug mi?) 0.5-18 0.5-10 0.2-4.0 0.2-5.0
Molar absorptivity (1 mol! cnr?) 4.202 x 104 3.434 x 104 1.199 x 10° 1.084 x 10°
Sandell’s sensitivity (ug cnr?) 0.0216 0.0268 0.0076 0.0085
Optimum Photometric range (ug mi?) 1.5-16 1.5-80 1.0-25 1.0-45
Limit of detection (ug ml?) 0.1438 0.1892 0.0814 0.0874
Limit of quantification (ug ml?) 0.4793 0.6307 0.2714 0.2911
Regression eguation (Y)* 0.9980 0.9989 0.9981 0.9964
Regression coefficient
Slope (b) 0.0454 0.0276 0.1285 0.1198
Intercept (a) -0.0172 0.0024 -0.0058 -0.0044
R.S.D.(%)" 0.2237 0.3648 0.2455 0.2542
Range of error (n=5) +0.3104 +0.5063 +0.3408 +0.3529
(at 95% confidence level)
Confidence limit (n=5) +0.7191 +0.5637 +0.15 +0.1611

(at 95% probability level)

* Y=bx+a, where x is the concentration in pg ml
T five replicates

Secuencia de reacciones

El método de la 4-nitroanilina esta basado en
la reaccion de copulacion de los componentes
azoicos de la 4-nitroanilina diazotizada con €l
grupo indol del VBS o el VCS, mediante la cual
se obtiene el producto azoico amarillo. EI méto-
do de TPT implica la reduccién del hierro |11 a
hierro Il mediante el VBS 'y el VCS y a conti-
nuacion el hierro 11 se combina con el TPT para
producir €l color pudrpura o violeta, que es una
reacciéon muy conocida.

Estabilidad

Se descubrié que los productos amarillos del
VBSy VCS obtenidos mediante el método de la
4-nitroanilina permanecian estables durante 1 hora.
Se descubrié gque los complejos de color purpura
del VBS y VCS obtenidos mediante el método
de TPT permanecian estables durante 48 horas.
También se observé que al sumergir el producto,
durante 10 minutos en agua hirviendo en el caso
del método de la 4-nitroanilina y durante 5 mi-
nutos en el método de TPT, se obtenian colores
de maxima intensidad y estabilidad. Sin embar-
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Reaction sequence

4-Nitroaniline method is based on the azo
coupling reaction of diazotised 4-nitroaniline with
the indole moiety of VBS or VCS producing the
yellow azo coupled product. TPT method invol-
ves the reduction of iron(l11) to iron(l1) by VBS
and VCS and then iron(Il) complexes with TPT,
producing purple or violet colour which is a well
known reaction.

Stability

The yellow products of VBS and VCS by 4-
nitroaniline method were found to be stable for
1h. The purple coloured complexes of VBS and
VCS by TPT method were found to be stable for
48h. It was found that heating for 10 min in a
boiling water bath for 4-nitroaniline method and
5 min for TPT method was sufficient to produce
colours of maximum intensity and stability.
However, heating for more than 10 min in both
the cases produced turbid solutions. This may be
due to the decomposition of the reaction product
and the decomposed product is less soluble in
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go, en ambos casos, a caentar el producto du-
rante més de 10 minutos se producian soluciones
turbias. Esto puede deberse a la descomposicién
del producto de reaccién, ya que el producto
descompuesto es menos soluble en agua. Al ca-
lentar el producto durante menos de 5 minutos
se obtenian valores de absorcién inferiores.

Interferencias

Se realizd un estudio detallado de la interfe-
rencias producidas por diversos aniones, catio-
nesy determinadas sustancias concomitantes que
suelen estar presentes en las formulaciones far-
macéuticas. En el método de 4-nitroanilina, se
utilizaron 10 mg ml* de VBS y una cantidad
conocida de sustancia interferente para compro-
bar las interferencias producidas. Se descubrio
que el tartrato, la vitamina C, €l hierro Il y €l
hierro 111 interferian gravemente en el método.
En e método TPT, se utilizaron 2 mg mlt de
VBS y cantidades conocidas de sustancias inter-
ferentes para probar las interferencias. De nue-
VO, se observé que la vitamina C y el tartrato
provocaban interferencias en el andlisis. El tar-
trato, un agente de reduccion, interfiere fuerte-
mente con el método de TPT, una parte del hie-
rro |11 se reduce a hierro I, y con el método de
4-NA, el cation de diazonio formado reacciona
con €l tartrato. De este modo, se advierte la in-
terferencia del tartrato. De forma similar, la in-
terferencia de la glucosa en el método del TPT
se puede explicar de la siguiente forma. La glu-
cosa reduce el hierro 111, pero no con la misma
intensidad que € tartrato. Igualmente, en e método
de la 4-NA, lainterferencia de la glucosa con €l
cation de diazonio es menor y por este motivo el
Iimite de tolerancia es de 2000 ppm. Esto signi-
fica que, en ambos métodos, incluso en presen-
cia de excipientes comunes, es posible determi-
nar el VNS y VCS. Los detalles de los efectos
provocados por diversas sustancias concomitan-
tes que se prueban se muestran en la Tabla 2.

water. Heating for less than 5 min gave lower
absorption values.

Interference

A detailed study for the interference of vario-
us anions, cations and some concomitant subs-
tances usually present in pharmaceutical formu-
lations was made. In 4-nitroaniline method, 10
mg ml* of VBS and a known amount of interfe-
ring substance was used to check the interferen-
ce. It was found that tartarate, vitamin-C, iron(l1)
and iron(l11) seriously interfere in this method.
For TPT method, a2 mg mi* VBS and known
amounts of interfering substances were used to
test the interference. Again, vitamin-C and tarta-
rate were found to interfere in the analysis. Tar-
tarate being a reducing agent, it interferes stron-
gly inthe TPT method (part of theiron(l11) reduces
to iron(11)) and in the 4-NA method, the diazo-
nium cation formed reacts with tartarate, there
by the interference of tartarate is noticed. Simi-
larly, glucose interference in TPT method can be
explained in the following way. Glucose reduces
iron(l11), but not to an extent of tartarate. Simi-
larly, in the 4-NA method, the interference of
glucose with the diazonium cation is lower and
hence the tolerance limit is 2000 ppm. This means
that in both the methods, VBS and VCS can be
determined even in presence of common exci-
pients. The details of the effect of various con-
comitant substances that are tested are given in
Table 2.
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TABLA 11. Efecto dediversos ionesy excipientes en la determinacion del sulfato de vinblastina*.

Limite de tolerancia (PPM)

| ones/compuestos afiadi dos

Método de 4-NA (10 pg mi™)* Método de TPT (2 g mi™)*

Cloruro 10000 5000
Fosfato 1000 1000
Sulfato 5000 4000
Acetato 395 375
Tartrato 25 40
Carbonato 400 400
Nitrato 400 400
Sodio 10000 10000
Hierro 111 20 -
Hierro 11 10 -
VitaminaC 10 10
Glucosa 2000 400
Lactosa 1000 390
Sacarosa 2000 380

TABLE I1. Effect of diverse ions and excipients on the determination of vinblastine sulphate*.

Tolerance limit (PPM)

| ons/Compounds added

4-NA Method (10 pg mi™)* TPT Method (2 pug ml™)*
Chloride 10000 5000
Phosphate 1000 1000
Sul phate 5000 4000
Acetate 395 375
Tartarate 25 40
Carbonate 400 400
Nitrate 400 400
Sodium 10000 10000
Iron(l11) 20 -
Iron(l1) 10 -
Vitamin-C 10 10
Glucose 2000 400
Lactose 1000 390
Sucrose 2000 380
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Aplicacion

Se examiné la posibilidad de aplicacion de
los métodos en el ensayo de formulacion farma-
céutica. Se realizaron comprobaciones cruzadas
de los resultados mediante el método oficial (B.P,
1998) y, tal y como se muestra en la Tabla 2, los
resultados coincidieron positivamente. Se com-
probd la reproducibilidad de los métodos en cin-
co determinaciones de réplicas utilizando 10 mg
ml-* de VBS para el método 4-nitroanilina'y 2
mg ml't de VBS para el método de TPT. Los
valores RSD (%) obtenidos se sitlian entre 0,22
y 0,25.

Application

The applicability of the methods to the assay
pharmaceutical formulations were examined. The
results were cross checked by the official me-
thod (B.P, 1998) and the values agreed favoura-
bly with one another which is shown in Table 2.
The reproducibility of the methods were chec-
ked by five replicate determinations using 10 mg
ml-* of VBS for 4-nitroaniline method and 2 mg
mi-t of VBS for TPT method. It was found that
RSD (%) values lie between 0.22-0.25.

TABLA I11l. Determinacién del VBS 'y VCS en preparaciones farmacéuticas.

Indicacién dela

Cantidad de farmaco encontradaen mg*

Muedtra !
etiqueta Método de 4-NA  Método de TPT Método BP
I nyeccién
Cytoblastin®(VBS) 10 mg/ml 9.98+0.60 9.99+0.40 10.5+0.80
Cytocristinb (VC9) 1,0 mg/mi 0.97+0.60 1.01+0.55 0.96+0.60
Oncocristin® (VCS) 1,0 mg/mi 0.97+0.70 0.99+0.35 1.02+0.45
Vincristine” (VCS) 1.0 mg/mi 0.98+0.70 0.98+0.75 0.97+0.80

TABLE I11. Determination of VBS and VCS in pharmaceutical preparations.

Amount of drug found in mg*

Sample Label Claim

4-NA Method TPT Method BP Method
I njection
Cytoblastin®(VBS) 10 mg/ml 9.98+0.60 9.99+0.40 10.5+0.80
Cytocristin® (VCS) 1.0 mg/ml 0.97+0.60 1.01+0.55 0.96+0.60
Oncocristin® (VCS) 1.0 mg/ml 0.97+0.70 0.99+0.35 1.02+0.45
Vincristine! (VCS) 1.0 mg/ml 0.98+0.70 0.98+0.75 0.97+0.80

CONCLUSION CONCLUSION

Los métodos propuestos son los primeros de
su clase en la bibliografia de las determinacio-
nes espectrofotométricas de estos farmacos anti-
cancerigenos. Los dos métodos son simples, r&
pidos, poseen una gran sensibilidad y resultan
mas econdmicos en comparaciéon con los méto-
dos instrumentales presentados. Por tanto, estos
métodos son los més adecuados para el ensayo

The proposed methods are found to be first
of their kind in the literature survey of spectro-
photometric determinations of these anti cancer
drugs. The two methods are simple, rapid, hig-
hly sensitive and economical compared to alrea-
dy reported instrumental methods. Hence, these
methods are best suited for the assay of these
drugs to assure high standard of quality control.
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