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Dans le cadre d'une etude plus generale sur les beta-bloquants, 
nous avons cherche â mettre au point une methode de dosage de 
11. N. P. E. A. (chlorhydrate de 1-p-nitropheny1-2-isopropyl-aminoe-
thanol). Ce produit en effet, est tres utilise dans les troubles cardia-
ques causes par les stress et est presente actuellement en Turquie 
sous 2 formes galeniques : comprimes et ampoules. Il existe peu de 
methodes de dosage pour ce compose. Nous avons donc recherche 
une technique susceptible d'etre etendue â l'ensemble des beta - 
bloquants. Cest pourquoi nous avons choisi une reaction de la fonc-
tion amine et finalement opte pour la formation d'une paire d'ion 
avec un colorant anionique: le bleu de bromophenol. 

ETUDE EXPER İ MENTALE 

A — Choix du Colorant 

De nombreux colorants du type des sulfone-phtaleines ont ete 
utilises pour doser les amines (1). Toutefois dans une etude syste-
matique (2) on a montre que les colorants les mieux adaptes â ce 
genre de dosage etaient classes par ordre decroissant d'interet : 
bleu de bromothymol, vert de bromocresol, bleu de bromophenol, 
pourpre de bromocresol et bleu de thymol Nous avons donc essaye 
initialement ces differents colorants en les faisant reagir sur une 
solution d'I.N.P.E.A et en extrayant le produit forme par differents 
solvants organiques non miscibles â l'eau. 

Ce test nous a permis de constater que, contrairement aux 
donnees de la litterature, c'etait avec le bleu de bromophenol que 
nous avions les solutions les plus fortement colorees. Nous avons 
donc, sans etudes complementaires, selectionne ce corps comme 
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reactif. Il faut toutefois noter que, des differents colorants etudies 
c'est celui qui possede le pK a  le plus bas (4 environ contre 5 â 8 
pour les autres colorants). Comme nous le verrons ulterieurement, 
la reaction est plus sensible en milieu acide c'est pourquoi il y a sans 
doute interet â utiliser un colorant restant sous forme anionique 
meme pour des pH relativement bas. 

B — Etude de la reaction en phase aqueuse 
Pour etudier les differentes etapes de la reaction en phase aqu-

euse nous avons opere selon le protocole general suivant, que nous 
avons ensuite adapte aux differentes etudes que nous voulions effec-
tuer. 

A 0.2 ml d'une solution aqueuse 10-3M d'I.N.P.E.A., nous avons 
ajoute 2.8 ml d'eau distillee, 1 ml d'une solution tampon et 1 ml 
d'une solution 2.5.10-3M de bleu de bromophenol. Apres melange, 
nous avons ensuite extrait par un solvant organique (le plus souvent 
acetate d'ethyle ou chloroforme). Par ailleurs nous avons prepare 
une solution identique, mais ne renfermant pas d'I.N.P.E.A pour 
constituer le temoin des reactifs. 
1) Influence du pH 

Pour cette etude nous avons fait varier le pH du milieu de reac-
tion â l'aide d'un tampon acide acetique-acetate de sodium ou d'un 
tampon acide citrique-phosphate disodique permettant de couvrir 
la zone de pH comprise entre 2.6 et 5.5 environ. 

L'extraction a ete effectuee par 15 ml de chloroforme. Les re-
sultats sont rassembles sur la Figure 1. 

On peut noter : 
a) que le temoin des re'actifs n'est pas colore, sauf en milieu 

tres acide (courbe 1) inferieur â pH 3.2. 
b) que le pH donnant une coloration maximum pour la solu-

tion etudiee est compris entre 3 et 3.5 (courbe 2). 
Compte tenu de ces donnees nous avons choisi de travailler â 

un pH voisin de 3.5 pour eviter une interference eventuelle due â 
une coloration temoin. Le tampon acide acetique-acetate nous ayant 
fourni des resultats legerement superieurs, nous l'avons finalement 
adapte. 
2) Influence du volume de la phase aqueuse 

Pour effectuer cette etude, nous avons fait varier de 0 â 5 ml le 
volume d'eau distillee initialement prevu (2.8 ml), le volume total 
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de phase aqueuse variant ainsi de 2.2 â 7.2 ml. Nous avons opere 
l'extraction par 5 ml de chloroforme. Les resultats sont rassembles 
dans la Figure 2. 

On peut noter qu'un accroissement du volume de la phase aqu-
euse entraine une diminution importante de l'absorption de la pha-
se organique ce qui traduit une solubilite marquee dans la phase 
aqueuse ou une dissociation de la paire d'ions formee. 

Pour augmenter la sensibilite de la reaction, on est donc tente 
de diminuer ce volume. Cependant des phenomenes parasites (vrai-
semblablement associations moleculaires) peuvent se produire 
lorsque le volume se trouve reduit, entrainant des perturbations 
dans la reaction. Ceci nous a amene â operer sous un volume final 
de 5 ml pour la phase aqueuse. 

3) Influence de la concentration en colorant 

Pour etudier cette influence nous avons fait varier le volume 
de solution de bleu de bromophenol de 0.3 â 2 ml (la concentration 
finale de la phase aqueuse variant de 2.77 â 8.33.10 -4M). L'extraction 
a ete effectuee par 5 ml de chloroforme. Les resultats sont rassem-
les Figure 3. 

On note qu'un accroissement de la concentration en colorant 
entraine une augmentation importante de la coloration de la phase 
organique (sans que la coloration des temoins varie de maniere si-
gnificative). Ceci traduit donc finstabilite de la paire d'ion formee, 
requilibre se trouvant deplace par un exces de reactif. Toutefois 
la presence d'une concentration importante du colorant peut entrai-
ner des phenomenes d'association moleculaire perturbant les do-
sages. Nous avons donc finalement prefere utiliser une concentra-
tion finale 5.10-4M, correspondant â l'utilisation d'un ml de la so-
lution de colorant. 

C — Etude de 1' Extraction 

1) Choix du solvant 

Le solvant utilise doit â priori 'etre insoluble dans l'eau et 
extraire la paire d'ion sans extraire le bleu de bromophenol. 

Apres un premier essai, 4 des 12 solvants essayes ont retenu 
notre attention : benzene, chloroforme, acetate d'ethyle et acetate 
de butyle. 
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Les esters permettant d'obtenir des colorations intenses meme 
pour de faibles quantites de produit, nous avons cherche tout d'a-
bord â les utiliser. Cependant des difficultes tres importantes se 
sont presentees : impossibilite d'obtenir des mesures respectant la 
loi de Beer-Lambert, deplacement du maximum du spectre d'absorp-
tion etc., Ces phenomenes sont en general â rattacher â des possi-
bilites d'interaction moleculaire variant avec la concentration en 
reactif, la constante dielectrique du milieu etc., et empechent l'ob-
tention de dosages valables. 

Le benzene donnant des colorations tres faibles nous avons 
finalement opte pour le chloroforme. 

2) Volume du solvant organique 

Pour choisir le volume de solvant organique â employer nous 
avons dû tenir compte de 2 donnees : 

a) I'intensite de la coloration decroit lorsque le volume du sol-
vant utilise augmente (Figure 4). II semble donc logique d'utiliser 
un volume aussi faible que possible pour accroitre la sensibilite de 
la technique. 

b) Toutefois lorsque ce volume est trop faible la loi de Beer - 
Lambert n'est plus respectee. Ce phenomene s'observe (quoique 
moins marque que dans l'acetate de butyle mais pour les memes 
raisons) pour des volumes de solvant inferieurs â 10 ml. Pour des 
volumes superieurs on observe par contre une bonne linearite des 
courbes reliant le densite optique â la concentration. 

D — Mesure spectrophotometrique 

D'apres le spectre obtenu (spectrophotometre Unicam SP 1700, 
cuve de 1 em de traversee), nous pouvons constater que, le maximum 
est situe â 412 nm (Figure 5). 

METHODE DE DOSAGE ET APPLICATION 

En fonction des donnees precedentes nous pouvons proposer 
la methode suivante pour une solution â doser renfermant moins 
de 250 mg par litre d'I.N.P.E.A. 
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A — Wactifs 

R1) Solution de bleu de bromophenol 2.5.10- 3M 

Dissoudre 167.5 mg de colorant dans environ 10 ml d'ethanoi 
puis completer â 100 ml avec de l'eau distillee. 

R2) Solution tampon 

Solution a : acide acetique 0,1 M obtenu par dissolution de 1.5 g 
d'acide acetique (1.43 ml) dans l'eaux distillee : q.s.p. 250 ml. 

	

Fig. 4. Influence du volume 
	

Fig. 5. Mesure spectrophoto- 

	

de solvant extracteur 
	 matrique 
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Solution b : acetate de sodium 0.1 M obtenu par dissolutican de 
3.4 g d'acetate de sodium dans l'eau distilMe q.s.p. 250 nil. 

Pour obtenir le tampon, melanger 9 volumes de solution a et 
1 volume de solution b. 

B — Mode operatoire 

Solution â doser 
	

1 ml 

eau distillee 
	

2 ml 

solution tampon (R2) 
	

1 ml 

solution de colorant (R1) 
	

1 ml 

Melanger, attendre 5 minutes. Ajouter 15 ml de chloroforme et 
agiter pendant 1 minute. 

Laisser les phases se decanter. Au besoin, faciliter la separation 
en centrifugeant pendant 5 â 10 minutes obtention d'un sur-
nageant limpide. 

Lire la densite optique du surnageant â 412 nm en reglant le 
100 % de transmission sur une solution ne renfermant pas d'I.N.P. 
E.A., traitee dans les memes conditions. 

L'etalonnage peut etre effectue â partir d'une solution renfer-
mant 250 mg par litre d'I.N.P.E.A 

C — Contröle de la methode 

1) linearite : Comme on peut le constater la linearite de la 
courbe est tres bonne (Figure 6). 

2) sensibilite : d'apres la courbe obtenue on peut fixer â' 5 pg 
dans 1 ml. la quantite de substance qu'il est possible de doser avec 
une bonne precision. 

3) reproductibilite : pour tester la reproductibilite nous avons 
effectue successivement deux courbes d'etalonnage. Comme le 
montre la figure 6, les resulats obtenus sont tres satisfaisants. 

D — Applications 

Nous avons applique notre methode au contröle des ampoules 
et des comprimes d'I.N.P.E.A. 
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Fig. 6. Controle de la linearite 

et de la reproductibilite 

de la methode 

Pour les ampoules : nous avons preleve 0,5 ou 1 ml de la solu-
tion. 

Pour les comprims : nous avons extrait le produit en ecrasant 
5 comprimes (renfermant 50 mg d'I.N.P.E.A. par unite) dans un 
mortier et en extrayant le produit par de l'eau distillee, ajoutee 
par petite quantite. Apres filtration, le volume etait complete â 100 
ml puis 10 ml de la solution obtenue sont dilues â 100 ml. Nous 
avons effectuee le dosage sur 0,5 ou 1 ml de cette solution. 

Par •ailleurs, nous avons verifie que les differents excipients 
utilises ne perturbaient pas la reaction. 

Nous avons ainsi trouve une teneur de 45 mg par comprime 
et 45,5 mg par ampoule. 
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CONCLUSION 

La methode que nous proposons pour le dosage de l'I.N.P.E.A., 
est simple, rapide, et presente une sensibilite comme une reproduc-
tibilite tres satisfaisante. 

Elle s'applique aux differentes specialites, renfermant ce medica-
ment, vendues en Turquie car les differents excipients n'interferent 
pas dans la reaction. 

RESUME 

Nous proposons une methode colorimetrique de dosage de 
l'I.N.P.E.A. basee sur la formation d'une paire d'ions avec le bleu 
de Bromophenol. Le produit obtenu est extrait par le chloroforme 
et dose â 412 nm. Nous avons etudie l'influence des conditions ope-
ratoires et applique la methode proposee au dosage du produit 
dans des ampoules et des comprimes. 

ÖZET 

Beta-blokan maddelerden biri olan İ .N.P.E.A.'nın kolorimetrik 
olarak miktar tayini metodu ara ş tınldı . Bulunan metodun temeli 
Bromofenol mavisi ile iyon çifti olu şumudur. Bu renk reaksiyon so-
nucu teşekkül eden madde kloroform ile tüketildi. 412 nm de mak-
simum absorbsiyon ölçüldü. Ayrıca çalış ma ko şullarının bu renk re-
aksiyonu üzerinde olan etkileri ara ş tırıldı . 

Böylece bulunan bu miktar tayini metodu İ .N.P.E.A. ampul ve 
tabletlerine uygulandı . 

Nous exprimons nos remerciements aux laboratoires Selvi (Mi-
lano) et Santa Farma ( İ stanbul) pour leur don d'I.N.P.E.A. pur et 
sous forme de specialite. 
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