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Résumé

Dans le travail présenté dans ce manuscrit, nous nous avons consacrés a sépares des
isomeres d’une série d’isoxazolidines. Ces derniéres sont issues de la réaction de
cycloaddition 1,3-dipolaire des C-aryle N-phénylnitrones sur D’acrylonitrile. Les
isoxazolidines ainsi obtenues sont caractérisées par CCM, spectroscopies UV-Visible et Infra-
rouge. Les résultats de ces analyses ont montré que les produits obtenus sont sous forme de
mélange de quatre isomeres. Ces derniers ont été par la suite séparés par CCM préparative et
par chromatographie sur colonne ouverte.

L’étape suivante a concerné la séparation de ces isomeres par HPLC. Dans tous les
travaux rapportés dans la littérature, on constate que 1’évaluation quantitative de la réaction
reste toujours tributaire de 1’étape de séparation et purification des produits de la réaction qui
nécessite beaucoup de temps et de moyens. Dans ce travail, nous avons essayé de mettre au
point une méthode de quantification des différents isomeres, basée sur I’analyse par HPLC.

Mots clés : nitrones, isoxazolidines, cycloaddition 1,3-dipolaire, chromatographie, HPLC.



Abstract

In this work, we have devoted ourselves to the separation of isomers from a series of
isoxazolidines. This results from the 1,3-dipolar cycloaddition reaction of C-aryl N-phenyl
nitrones on acrylonitrile. The isoxazolidines thus obtained are characterized by TLC, UV-
Visible and Infra-red spectroscopies. The results of these analyzes showed that the products
obtained are in the form of a mixture of four isomers. The latter were subsequently separated

by preparative, TLC and by open column chromatography.

The next step concern the separation of these isomers by HPLC. In all the works
reported in the literature, it is found that the quantitative evaluation of the reaction always
depends on the step of separation and purification of the products of the reaction which
requires a lot of time and means. In this work, we have tried to develop a method for

quantifying different isomers, based on HPLC analysis.

Keywords : nitrones, isoxazolidines, 1,3-dipolar cycloaddition, chromatography, HPLC.
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Introduction générale

La chimie des composés hétérocycliques occupe une place prépondérante dans notre
société. Elle est a la base de nombreux produits utilisés en pharmacie, biologie et l'industrie.
L'origine de ces composé€s peut €tre naturelle, semi synthétique ou totalement synthétique.

Les isoxazolidines sont des hétérocycles a cinq chainons avec deux hétéroatomes :
I’azote et I’oxygene en position méta. Ils présentent d’intéressantes propriétés fongicides,
herbicide, insecticide, des activités antibactériennes, anticorrosion, anti-inflammatoire.

L’isoxazolidines sont synthétisés par réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire des
nitrones avec les alcénes. Dans le cas des nitrones aryles, cette réaction conduit a la formation
d’un mélange de quatre isomeres. Le développement de nouvelles techniques de synthése plus
régio et stéréosélectives passe par la détermination de la proportion de chaque isomere. La
chromatographie liquide a haute performance (LCHP) est la technique la plus utilisée pour ces
¢tudes. Seulement sont utilisation passe par la détermination des conditions
chromatographiques.

Dans ce contexte, I’objectif de notre travail vise a déterminer les conditions
chromatographiques de la séparation des isomeres d’une série d’isoxazolidines. Pour atteindre
cet objectif, on sera amené a synthétiser les isoxazolidines, puis a faire la séparation par
différentes méthodes chromatographiques (CCM préparative et chromatographie sur colonne).
Les isomeres obtenus seront utilisés comme étalons externes pour I’identification des
différents pics obtenus.

Le manuscrit de ce travail est divisé en trois parties indépendantes :
Une partie théorique comportant deux chapitres :

- Dans le premier chapitre, nous présenterons 1’essentielle sur les isoxazolidines et leurs
syntheses.

- Le deuxieme chapitre, on présentera les différentes techniques de chromatographie.
- Une deuxiéme partie qui comportera les différents matériels et méthodes utilisés.

-Une partie résultats et discussions ou on exposera tout les résultats obtenus avec leurs
disscussions.

Enfin, ce manuscrit se termine par une conclusion générale

r——
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Partie théorique Chapitre I : isoxazolidines

I.1-Introduction

Les réactions de cycloaddition (CA) possédent une importance particuliére en chimie
organique, elles offrent une méthode utile pour la synthése des structures cycliques, et
hétérocycliques trés complexes, en plus ces réactions sont caractérisées par un rendement ¢élevé,
diverses fonctionnalités et un bon controle de la stéréochimie. Ces réactions de cycloaddition
sont couramment utilisées notamment les réactions 1,3-dipolaires (1,3-DC) [1].

I.1.1- Généralités

La cycloaddition 1,3-dipolaire est une réaction classique qui a lieu entre des composés
dipolaire-1,3 et des dipolarophiles, cette réaction représente une des diverses voies d’acces aux
hétérocycles a cinq chainons [2]. Les réactions de cycloadditions concertées sont également
parmi les outils les plus puissants pour la création stéréospécifique de nouveaux centres chiraux
dans les molécules organiques [3].

I.1.2- Principe

Les cycloadditions 1,3-dipolaires est la réaction de cyclisation d'un dipdle-1,3 avec un
dipolarophile (le plus souvent un alceéne) sont des réactions pericycliques conduisant a cinq
chainons avec hétéroatomes possédant ou non des doubles liaisons selon le type du diénophile
utilisé. La plupart de ces réactions procédent par un mécanisme concerté en une seule étape,
impliquant la formation de deux nouvelles liaisons o. Cette réaction est souvent nommeée
réaction de cycloaddition [3+2] de maniére concertée car il y a trois atomes du dipdle et deux
atomes de l'alcéne qui sont engagés dans le mécanisme de cette réaction [4]. Voir la (Figure
L1).

8

4+

L0 L ~
MNJU i o N0
P | ?l P
Dpole  Dipolarophile Ftat de transition Cyloaddun

Figure 1.1 : Réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire.

I.1.3- Les dipoles-1.3

Les dipdles posseédent quatre électrons m répartis sur 3 atomes voisins. Chaque dipole
Présente au moins une structure de résonance ou les charges opposées sont dans une relation
1,3 (figure 1.2). C’est cette caractéristique structurale qui a conduit a I’appellation réaction de
cycloaddition dipolaire 1,3. La figure [.2 présente la structure d’un dipdle 1,3 définie comme
a-b-c qui subit une réaction de cycloaddition avec des systémes a liaisons multiples "les
dipolarophiles"[5].

r——



Partie théorique Chapitre I : isoxazolidines
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Figure 1.2 : 1,3-DC entre une nitrone et un alcéne.

1.1.4- Les nitrones

L'historique des nitrones revient 8 Beckmann qui les a découvert en 1890, et nommées
par Pffeifer a partir de la contraction (nitrogéne-cétone) pour souligner leur similitude aux
cétones, ces nitrones existent en deux formes (E) et (Z) qui peuvent inter-convertir entre eux a
haute température. L'analogie se résume a l'effet mésomere ou ils sont prédominés dans les
deux classes de ces groupes faisant le groupe nitrone ou azométhine-N -oxide, et considérer
comme une extension de la fonction carbonyle (Figure 1.3). Elles sont utilisées comme des
intermédiaires synthétiques importants qui ont servi d’une manicre extensive en chimie
organique [6].
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Figure 1.3 : Isomérie des nitrones.

On note que plusieurs nitrones cycliques ont été¢ développées pour éviter les problémes
d'isomérisation (E/Z) et permettre ainsi une seule géométrie autour de la double liaison C=N
et ce qui réduit le nombre de cycloadduits possibles [7].

Les molécules contenant des structures hétérocyclique présentent souvent des propriétés
biologiques intéressants .De ce fait elles restent toujours des cibles importantes de la synthése
chimique appliquée [8,9].
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1.1.5-Définition des isoxazolidines

Les isoxazolidines sont des hétérocycles a cinq chalnons saturés contenant des atomes

d’azote et d’oxygene adjacents [10] (Figure 1.4). Par conséquent de la nature labile de la liaison
N-O dans des conditions légerement réductrices, les isoxazolidines sont des intermédiaires de
synthése importants et ont été largement utilisés comme alcool 1,3-amino [11] D’autre part,
les isoxazolidines peuvent contenir jusqu’a trois centres chiraux [12].
Précurseurs d’une grande variété de produits naturels comme les dérivés du sucre [13], les 3 -
lactames, les aminoacides [14], les alcaloides [15]. Et des produits d’intérét pharmacologique
[16]. Aussi, elles possedent une activité antibactérienne [17], anti-inflammatoire, antifongique
[18] et antivirale [19].

H
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Figure 1.4: Structure chimique d’isoxazolidine.

I.1.5.1- La régiosélectivité

Une réaction est dite régiosélectivité, si elle peut donner deux (ou plusieurs) isoméres de
constitution, elle en donne un (ou certains) majoritairement [20].

Dans le cas du dipole et le dipolarophile asymétriques, il y a deux orientations
possibles pour 1’addition. Les facteurs effet stérique et électroniques jouent un rdle
déterminant dans la régiosélctivité d’addition. En générale I’interprétation satisfaisante de la
régiosélectivité de la CD-1,3 est basée sur le concept des orbitales frontieres [21].

Pour la cycloaddition des alcénes monosubstitués électro-donneur (GED) (alcénes
simple), la formation des adduits 5-substitués est favorisée a la fois par les effets stériques et
¢lectroniques. Pour la cycloaddition des alcénes monosubstitués électro-attracteur (GEA),
Ceci favorise la formation des adduit 4-substitués (Figure 1.5). Dans le cas ou l'alcéne est
disubstitué, la situation est trés compliquée car les effets stériques et €lectroniques sont
inversés, un mélange de régioisomeéres est souvent obtenu [22].
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GEA

Figure 1.5 : Influence de 1'effet électronique sur la régiosélectivité des réactions de 1,3-DC.

1.1.5.2- Stéréosélectivité

Une réaction est dite stéréosélectivité si, pouvant donner plusieurs stéréoisomeres de
configuration, elle en donne certains majoritairement [23].

D'une maniére générale, La cycloaddition entre une nitrone et un alcéne substitués
peut conduire aux quatre stéréo-isomeres possibles par la création de deux centres chiraux.
Ces entités peuvent se rapprocher selon deux modes stériques possibles a savoir, I'approche
endo ou exo. Le nombre de situations stéréochimiques possibles est doublé si la nitrone existe
dans un équilibre de deux isomeres Z et E [24].
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Partie théorique Chapitre II : Chromatographie

1.2.1-Définition de la chromatographie

La chromatographie est une méthode physique d’analyse basée sur la séparation de
constituants d’'un mélange, les différents constituants de ce mélange appelés solutés sont
séparés et entrainés par un fluide (un liquide ou gaz) que I’on appelle phase mobile, ils
interagissent ou au contraire n’interagissent pas avec une phase fixe que 1’on appelle phase
stationnaire qui exerce sur eux un effet retardateur. L'origine du mot chromatographie vient de
la séparation de composés colorés puisque chroma en grec [25].

1.2.2- Historique

La premicre description de la méthode de séparation chromatographique est donnée
dans le cadre d’une communication présentée en 1903 et a été appliquée en 1906. En 1930-31,
la méthode est introduite en pratique dans les laboratoires par Kuhn et Elederer a Heidelberg
en Allemagne. En quelques années, la chromatographie en phase liquide sur colonne devient
une technique rendant possible de nombreuses découvertes concernant différentes disciplines.

En 1938, Reichstein introduit la chromatographie liquide pour séparer des substances
incolores.

Avant les années 1970, un petit nombre de méthode chromatographique est utilis¢ dans les
laboratoires. Ultérieurement, des colonnes ouvertes sont utilisées pour initier I’introduction de
chromatographie liquide a haute performance (HPLC) dans la séparation des composées
chimiques complexes.

1.2.3-Classification des méthodes chromatographiques

Les méthodes chromatographiques peuvent étre classées selon la nature des phases ou la
nature des phénomenes.

1.2.3.1- Classification selon la nature des phases

Les différentes méthodes chromatographiques sont :

La chromatographie en phase gazeuse CPG.
La chromatographie sur couche mince CCM.

La chromatographie en phase liquide CPL.

DN N NN

La chromatographie liquide a haute performance HPLC.

v" La chromatographie en phase supercritique CPS.

1.2.3.2-Classification selon nature des phénomeénes

On distingue quatre types de phénomenes :
» Chromatographie d'adsorption.
» Chromatographie de partage.
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» Chromatographie ionique.
* Chromatographie d’exclusion.

1.2.4-La chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

1.2.4.a- Définition

La chromatographie en phase liquide & haute pression - fréquemment appelée chromatographie
en phase liquide a haute performance (CLHP ou CLH) est la principale technique d'analyse utilisée en
analyse pharmaceutique et est principalement utilisée dans I'industrie pharmaceutique [26].

1.2.4.b-Principe

Les composés a séparer (solutés) sont mis en solution d’abord, puis elle sera introduite
dans la phase mobile liquide (¢luant). Grace a la répartition sélective des solutés entre la
phase mobile et la phase stationnaire, chaque soluté est donc soumis a une force de rétention
exercée par la phase stationnaire, et une force de mobilité due a la phase mobile. Suivant la
nature des molécules, elles interagissent plus ou moins avec la phase stationnaire dans un tube
appelé colonne chromatographique [27]. Ce principe est traduit par la figure suivant :

R _— 2 Systeme
esevowr de solvant d'intégration et

dicateur de d'impression
pression et débit

Systema
de __—
calcut —— i

Systeme d'injection

Colomnne

Figure 1.6: Principe de fonctionnement d’une chaine HPLC.

1.2.4.c-Appareillage

Un appareil HPLC comporte différents modules: un réservoir contenant la phase
mobile, un systéme de pompage, un injecteur, une colonne, un détecteur a travers lesquels un
liquide entraine les substances d’un mélange a séparer et un systeme d’acquisition de
données. Il nécessite également un dispositif de dégazage. Les différents modules sont reliés
par des canalisations courtes et de trés faible diametre interne (0,1 mm) [28].Voir (figure 1.7) :
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CN PN P

solva
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dégazeur 2
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| pompe | 3
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Figure 1.7: Les organes d’une chaine HPLC.

1.2.4.d- Le réservoir de la phase mobile

Il contient la phase mobile en quantité suffisante. Plusieurs flacons d’éluant (solvant
de polarités différentes) sont disponibles pour pouvoir réaliser des gradients d’élution
(mélange de plusieurs solvants a des concentrations variables) a 1’aide de la pompe qui réalise
le mélange demandé.

La phase mobile

L'interaction plus ou moins forte entre la phase mobile et la phase stationnaire normale
ou a polarité inversée se répercute sur les temps de rétention des solutés. La polarité de la
phase stationnaire permet de distinguer deux situations:

» Si la phase stationnaire est polaire, on utilisera une phase mobile peu polaire, la
chromatographie est dite dans ce cas en phase normale.

> Si la phase stationnaire est trés peu polaire, on choisira une phase mobile polaire, c'est
la chromatographie en phase inverse.
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Tableau I.1: pouvoir d’élution de la phase mobile en HPLC.

Chapitre II : Chromatographie

phase polaire normale

solvants classes par polarité

croissante

phase & polarité inversée

FAIBLE

pouvoir
d"élution

FORT

hexane
toluéne
trichlorométhane
dichlorométhane
éther
acétate d'éthyle
acétonitrile
meéthanol

cau

FORT

pouvoir
d'élution

FAIBLE

En plus du pouvoir d’¢lution le choix de la phase mobile dépend deux facteurs les plus
importants : La miscibilité¢ " 1’¢luant doit €tre immiscible a la phase stationnaire" En d’autres
termes, le solvant et la phase stationnaire doivent étre en équilibre thermodynamique avant
leur rencontre dans la colonne. On doit aussi tenir compte de la compatibilité des solvants
avec les détecteurs utilisés. La polarité de la phase mobile a une grande influence sur le
coefficient de partage des solutés. [29]

acide acétique

acétone

acétonitrile

benzéne

TABLE DE MISCIBILITE
DES SOLVANTS

n-butanol

chloxofoxme

cyclohexane

dichloxométhane

|___| Miscible

S Non—miscible

DMSO

eau

ethanol

ethyle acétate

2thex ethylique

hexane

iso-octane

méthanol

2-propanocl

acide acétique

acstonitnle

-butanol
chloroforme
yelohexane
dichlotométhane

éther éthylique
éthyle acétate
150-0ctane
méthanol
L-ptopanol

Figure 1.8 : Graphe de miscibilité [30].
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1.2.4.e- La pompe

La pompe d’un chromatographe a pour réle d’assurer 1’écoulement de la phase mobile a un
débit constant a une certaine pression dans la colonne. Elle permet de travailler soit :

* En mode isocratique, c’est a dire avec 100% d’un méme ¢éluant tout au long de 1’analyse.

* En mode gradient, c’est a dire avec une variation des constituants du mélange d’¢luant.

1.2.4.f-L’injecteur

L’injection de I’échantillon se fait de deux maniéres :

K/

«» Manuelle : I’injecteur comporte une vanne a plusieurs voies montée sur le parcours de
la phase mobile, juste avant la colonne. L’échantillon a analyser est introduit avec une
micro-seringue dans un petit volume tubulaire appelé boucle, I’échantillon est ainsi
inséré avec un flux de phase mobile.

< Automatique : I’injection se fait automatiquement, I’injecteur utilisé comporte une
vanne a boucle d’échantillonnage d’une capacité fixe, cette boucle permet d’introduire
I’échantillon sans modifier la pression dans la colonne [31].

Figure 1.9: Injecteur a boucle.

1.2.4.j-La colonne

Une colonne est un tube construit dans un matériau le plus possible inerte aux produits
chimiques, souvent en inox ou en verre.

Le choix d’une colonne HPLC est li¢ aux parameétres suivants :

- Type de la phase stationnaire, longueur, diametre des particules (dp), débit de la phase
mobile supportable.
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Figure 1.10 : Colonne CLHP

La phase stationnaire est maintenue entre deux disques frittés, on distingue deux types
de phase stationnaire.

v' La phase stationnaire normale
La phase normale est constituée de gel de silice. Ce matériau est tres polaire. Il faut donc
utiliser un ¢luant apolaire. Ainsi lors de l'injection d'une solution, les produits polaires sont
retenus dans la colonne, contrairement aux produits apolaires qui sortent en téte.

v' La phase stationnaire inversée

La phase inverse est majoritairement composée de silice greffée par des chaines
linéaires de 8 ou 18 atomes de carbones (C8 et C18). Cette phase est apolaire et nécessite
donc un ¢luant polaire tels que I’acétonitrile, le méthanol et I’eau. Dans ce cas, ce sont les
composés polaires qui seront ¢lués en premier. Contrairement a une phase normale, il n'y a
pas d'évolution de la phase stationnaire au cours du temps, et la qualité de la séparation est
donc maintenue constante. [32].

1.2.4.h-Le détecteur

Le détecteur est reli¢ a la sortie de la colonne. Les solutés en sortie de la colonne
chromatographique sont en solution trés diluée dans une phase ¢luant dont la nature et la
composition varient d’une analyse a I’autre, de ce fait un détecteur est nécessaire puisqu’il
permet de suivre en continu la séparation et de mesurer la concentration des solutés. Le choix
d’un détecteur dépend a la fois des caractéristiques physiques des composés a séparer et des
conditions opératoires. Le détecteur suit I’apparition des analyses. Le signal obtenu est
enregistré en fonction du temps.

11 existe différents types de détecteurs :

v" Détecteur UV-visible.
v' Réfractométre.
v" Détecteur a fluorescence.

v Détecteur a barrette de diodes[33].
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1.4.2.i- L’enregistreur

L’enregistreur recoit un signal électrique proportionnel a la concentration de 1’analyse
qui traverse le détecteur. Ce signal est traité, amplifi¢ puis utilis€ pour tracer le
chromatogramme[34].
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I1.1- Appareillages et produits

I1.1.1-Appareils

Les différentes pesé€es de précision ont été faites en utilisant une balance analytique de
marque OHAUS.

Le suivi des réactions et l’analyse par CCM ont été¢ réalisés sur des feuille
d'aluminium recouvertes d'un gel de silice 60 F254 de 0,25mm d’épaisseur d’origine
Merck. L’¢lution a été effectuée par un mélange de solvants dans une cuve en verre.
Les produits sont révélés sous lampe UV a 254 nm.

Les spectres Infra rouges des isoxazolidines et des nitrones ont été réalis¢€ a 1’aide d’un
appareil de marque IRAffinity-1S a SAIDAL Zmirli El-Harrach .les nombres d’onde
de bandes de vibration d’élongation (v) sont donnés en cm™.

Les spectres UV-Visible d’isoxazolidines et des nitrones ont été réalis¢ a 1’aide d’un
appareil de marque SHIMADZU a SAIDAL Zmirli El-Harrach.

L’appareil HPLC utilisé est de marque Agilent technologies- 1200 série [quantité
purifiable : 1 a 5mg, détecteur : UV-visible (DAD), la pression : jusqu’a 600 bars,
débit d’élution : 0.1-10 ml/minute] au laboratoire de Recherche sur les Produits
Bioactifs et Valorisation de la Biomasse de I’Ecole Normale Supérieure de Kouba-
Alger.

11.1.2-Produits

Les produits utilisés dans notre travail et leurs origines sont rassemblés dans le tableau (I.1) :

Tableau II.1 : Origine et pureté des produits utilisés.

Produits Origine Pureté (%)
Méthanol Sigma 99.5
Diéthyl éther // 95
Dicloromethane // 99.9
Ether de pétrole // 99.5
Acétonitrile // 99.9
Toluéne // 99.5
Acrylonitrile Aldrich 98
nitrones Elles ont été synthétisées et caractérisées au laboratoire de Recherche
sur les Produits Bioactifs et Valorisation de la Biomasse de 1’Ecole
Normale Supérieure de Kouba-Alger.

]
13§
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I1.2-Synthese d’isoxazolidines

A une solution de 0,75x107 mol de nitrone dans 9 ml de toluéne, on ajoute 1 ml
d'acrylonitrile. Le mélange est chauffé a reflux pendant 3 h [34]. Aprés ¢évaporation du
solvant, on obtient les isoxazolidines sous forme de liquide visqueux (voir figure II.1).

Réaction de préparation d’isoxazolidine a Evaporation de solvant
reflux.

Les isoxazolidines obtenues.

Figure II.1 : Les étapes de préparation des isoxazolidines.
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I1.3. Analyse des mélanges d’isoxazolidines par CCM

L’analyse des mélanges d’isoxazolidines préparées et les nitrones par la
chromatographie sur couche mince est réalis¢ dans le bute de s’assurer de 1’achévement de la
réaction. La phase stationnaire est le gel de silice sur plaque d’aluminium. On a préparé des
plaques de (3 x 7cm).

On dépose a I’aide d’un capillaire, deux gouttes de solution de nitrone et d’isoxazolidine
sur la phase stationnaire, on laisse I’échantillon migrer en utilisant 1’¢luant (voir la figure
I1.2). Apres la migration, on laisse les plaques se sécher et on fait la révélation par la lampe
UV a 254nm.

Figure 11.2 : L’élution de la phase mobile lors de 1’analyse des isoxazolidines synthétisées par CCM.

I1.5-Séparation du mélange d’isoxazolidine

La séparation des isoméres d’isoxazolidines préparées est réalisée par les méthodes
chromatographiques suivantes :

e Chromatographie sur colonne ouverte.
e CCM préparative.
e Chromatographie a haute performance (HPLC).

I1.5.1 -Chromatographie sur colonne ouverte

Cette technique est appliquée en quatre étapes suivantes:

a) Préparation de la colonne

Tout d'abord, on place un morceau de coton au fond de la colonne que l'on recouvre
d’¢luant, on rajoute environ un demi-centimeétre de sable au dessus du coton, afin que la phase
stationnaire ne puisse pas s'échapper de la colonne.

)|
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D’autre part, on mélange 2.5 g de gel de silice avec 10 ml de I’éther de pétrole et agiter
pendant quelque minute jusqu’ & obtention d’une pate lisse. Ensuite, on verse doucement la
solution dans la colonne de fagon homogéne a 1’aide d'un entonnoir en ouvrant 1I’égerment le
robinet de la colonne. Une fois la colonne remplie, on rajoute un demi-centimetre de sable en
téte de colonne au dessus de la surface de silice (Voir le schéma II.1).

e l'sluant

J Il

= N'extrait
—izable
sihce
g v Ble
'T.__ Soton
fraction recupards

L

Schéma I1.1 : Chromatographie sur colonne.

b) Dépot des produits a analyser

On fait la dissolution d’isoxazolidines obtenu par 2ml de dichlorométhane. A 1'aide
d'une pipette pasteur, prélever un peu de la solution et la déposer doucement sur les bords de

la colonne.

¢) Développement de la colonne (élution)

On ajoute régulierement 1’¢luant dans la colonne : le niveau d'éluant dans la colonne
doit rester au dessus de celui de la silice jusqu'a la fin du développement et en récupérant des

fractions dans des petits tubes a essais.

d) Analyse des fractions

Les fractions collectées sont soumises au contrdle chromatographique sur couche mince.

r——
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I1.5.2- CCM préparative

La chromatographie sur couche mince préparative (CCM) repose principalement sur des
phénomenes d’adsorption, cette technique est trés utile car la transposition a partir de CCM
analytique est facile a réaliser.

< Protocole

Sur une plaque de gel de silice de dimension (20x20 cm), On a déposé le mélange
d’isoxazolidine sous forme de bande fine. La plaque est ensuite placée dans une cuve,
contenant la phase mobile : (diéthyl éther /éther de pétrole) (50% / 50%).

Apres le développement et le séchage du chromatogramme, les isomeéres séparées sont
marqués et délimitées dans une chambre noire sous la lumiére UV a 254 nm.

On gratte les bandes séparées et chacune est récupere dans un bécher a part. Ces dernieres
seront lavées avec le dichlorométhane puis filtré. Une analyse par CCM analytique
témoignera de la bonne séparation (voir la figure I1.3).

Figeur I1. 3 :Les étapes de séparation des isomeéres par CCM préparative.

)|
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I1.5.3-Séparation par HPLC

La séparation des isoméres d’isoxazolidines par HPLC est réalisée sur 1’ Appareil :
Agilent technologies1200 mené d’un détecteur UV-visible "DAD" (voir figure 11.4). Les
conditions HPLC utilisées pour la séparation du mélange d’isoxazolidine sont :

e Colonne : C18 2.1x10m- Size : Sym ;
e Volume d’injection : 10 pl ;

e Elution: isocratique ou gradient ;

e Débit : 0.6ml/min

e Solvent A: H20, B: CoHsNC.

e lalongueur d’onde 254 nm

Figure 11.4: appareil HPLC de marque Agilent 1200.
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Résultats et discussions Chapitre I1I : Séparation d’isoxazolidines

Le but de notre travail est la séparation des isomeres d’une série d’isoxazolidines
synthétisées. Ces derniers sont obtenues par la réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire des nitrones
correspondantes sur des alceénes sous reflux. Dans notre étude, nous avons choisi les C-aryle N-
phénylnitones pour leur stabilité et par ce qu’ils se présentent sous une seule forme géométrique Z.

III.1-Préparation de I’isoxazolidine

Les isoxazolidines sont synthétisées a partir de la réaction de cycloaddition 1, 3-dipolaire
d’une série de nitrone avec I’alcéne monosubstitué¢ I’acrylonitrile. Cette réaction est réalisée dans
le toluene a reflux pendant trios heures.

Ph +- CN Ar

- @) CN Ar
N »
M+ W Reflux, 3h ﬁ +m
H Ar CH Toluéne. N N »—CN

2 ph” O pp” O

2 isomeres 2 isomeres

Ar : 11: p-NOph, 12: p-Clph, , I13: ph, 14: pOCH3ph, I5: pOHPh

Schéma III.1: La réaction de cycloaddition entre la C, N-diphenyl nitrone et ’acrylonitrile.

Le mécanisme concerté de cette réaction est donné dans le schéma suivant :
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/
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CN ' NE
Schéma I11.2 : Mécanisme concerté de la réaction de cycloaddition des nitrones sur 1’acrylonitrile.

Les résultats de 1’analyse par CCM analytique montrent 1’absence du spot correspondant
a la nitrone dans le mélange réactionnel. Aussi on a remarqué I’apparition de quatre spots qu’on a
attribués aux quatre isomeres attendus. Les résultats obtenus sont schématiser dans la figure (I11.1)
et donner dans le tableau IIL.1 :

19
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O > Isomére 4
S » Isomeére 3
- »  Isomére 2
o > Isomére 1
> Mélange
‘ - g

Figure (IIL.1) : Schématisation de la plaque CCM obtenue lors de I’analyse du
mélange d’isoxazolidine synthétisée.

Tableau (IIL.1) : Nomenclature, rendement (Rdt), rapports frontaux (Rf) en CCM des isoxazolidines

synthétisées.
Ar Nomenclature Rdt % Rr
Isomeéres 1 0,28
5-cyano-3-(4-nitrophenyl)- somere 2 038
2-phenyl isoxazolidine ’
»-NOzph Isomeére 3 0,46
-NO2
69.107 Isomére 4 0,6
(D Nitrone 0.4
Phase mobile : Diéthyléther-éther de pétrole (50/50)
Isoméres 1 0,18
S_Cyan0_3 _(4_ Isomeére 2 0,3
chlorophenyl)-  2-phenyl Isomére 3 0,37
p-Clph isoxazolidine
(12) 84.967 Isomere 4 0,47
Nitrone 0,2
Phase mobile : Diéthyléther-éther de pétrole (25/75)
Isoméres 1 0,6
Isomére 2 0,7
- 2.3-di Isomére 3 0,76
Ph 5 cyanol.2,'3 diphenyl 66,1887
13) isoxazolidine Isomeére 4 0,8
Nitrone 0.4

Phase mobile : Diéthyléther-éther de pétrole (50/50)
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Isomeres 1 0,31
Isomere 2 0,52
5-cyano-3-(4- -
p- OCH; ph | methoxyphenyl)- 2-phenyl Isomere 3 0,66
I4) isoxazolidine 73.832 Isomére 4 0,72
Nitrone 0,17
Phase mobile : Diéthyléther-éther de pétrole (50/50)
Isomeéres 1 0,33
Isomere 2 0,5
5-cyano -3-(4- Isomeére 3 0,6
p-OHph | hydroxyphenyl) -2-phenyl Isomére 4 0,74
(15) isoxazolidine 87.368
Nitrone 0,07

Phase mobile : Diéthyléther-éther de pétrole (50/50)

I11.2-Analyse des mélanges d’isoxazolidines

Les mélanges d’isoxazolidines ont été analysés par spectrophotométrie infrarouge (IR) et UV-
visible

I11.2.1 Spectrophotométrie infrarouge

Les isoxazolidines synthétisées ont été analysé par spectrophotometre IR. Les spectres
obtenus sont comparés a ceux des nitrones de départ. Ces spectres sont donnés dans les figures
suivantes.

MNitrone p-NQO:z (A)

Transmitance (45)

Ismznlidlmm;’[_ﬁlf__#

i Q—w*‘*jr-

| = L

Transmitance (%)

g

3000 2000 1000
Nombre d'onde (cm’ ‘}

Figure II1.2 : Spectre IR en (A) la nitrone nitrée et en (B) le mélange d’isoxazolidines I1.
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Mitrone p-CL (C]

= oo
k]
s w—‘-—
3 ool
E s - C:ﬁ’.
= aod a L N\._*°
H)'C=N A o
20 _/ N-O

Isoxazolidine p-CL (D}
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Figure I11.3 : Spectre IR en (A) la nitrone Chlorée et en (B) le mélange d’isoxazolidines 12.
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Figure I11.4 : Spectre IR en (A) la C, N-diphenyl nitrone et en (B) le mélange d’isoxazolidines I3.

22

r——
| S—



Résultats et discussions

Chapitre I1I : Séparation d’isoxazolidines

2000 1
Mombre d'onde (cm‘1}

RRARQCH3 )
s
.
£
s «{ ocms 4 c=
; B ._-0 i -‘-_"""--..L
C=N __
20 "
i N-O ——*
.y
=
8 ﬁ\\ﬂ\
S
-
g
000

Figure II1.5: Spectre IR en (A) la nitrone méthoxylée et en (B) le mélange d’isoxazolidines 14.
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Figure II1.6 : Spectre IR en (A) la nitrone(I) hydroxylé et en (B) le mélange d’isoxazolidine I5.
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L’analyse par spectroscopie IR de l'isoxazolidine et leur comparaison a celui de la nitrone
correspondante, nous a permis de détecter 1’apparition de nouvelles bandes d’absorbation et la
disparition d’autres. On note ’absence de la bande d’absorption vers [1548-1636] cm-!, due a
I’¢longation de la liaison C=N de la fonction nitrone, et I’apparition des trois bande d’absorptions
attribuée a la vibration d’élongation de liaison (N-O) vers [1007-1026 Jcm-!, (C-N) vers [1107-
1167] cm-',(C-O)vers [1199-1266] cm-' qui sont formées lors de la cycloaddition des nitrones .
Ainsi qu’une bande d’absorption attribuée a la vibration d’¢élongation de la liaison C=N aux
environs [2246-2361] cm-'.

Le tableau (II.2) regroupe les fréquences des principales bandes d’absorption en IR des
isoxazolidines et des nitrones correspondantes.

Tableau (I11.2) : caractérisations spectrales en infrarouge des 1’isoxazolidines et des nitrones.

composé Fréquence d’absorption (cm™)
N-O | C-N | C-O C=N C=N | C-X c=C =C-H
aromatique
P-NO; | lIsoxazolidine | 1015 | 1107 1199 // 2361 // 1600 2855-2970
1)
Nitrone 1007 // // 1636 // // 1515 2839-2932
P-CL Isoxazolidine | 1026 | 1167 1266 // 2351 736 1559 3151
(12)
Nitrone 1013 // // 1589 // 764 1545 3056
P-H Isoxazolidine | 1019 | 1112 | 1216 // 2358 // 1651 2835 -2946
(13)
Nitrone 1024 /] 1548 // // 1592 3050
P-OCH; | Isoxazolidine | 1025 | 1112 | 1248 // 2246 // 1512 2924-2839
(I14)
Nitrone 1022 // // 1603 // // 1507 2961
Isoxazolidine | 1024 | 1111 1266 | // 2360 | 1266 1450 2832 -2874
P-OH (15) de c-o
Nitrone 1021 // // 1601 // 1288 1571 2874-2832
de c-o

I11.2.2- Spectrophotométrie UV-Visible

Dans le bute de s’assurer du bon déroulement de la réaction de cycloaddition 1,3 dipolaire,
nous avons réalisé¢ une analyse par spectroscopie UV-Visible de la nitrone et des isoxazolidines
synthétisées. Ces analyses sont réalisées en solutions dans le méthanol a une concentration de 10
“ moles par litres.les spectres obtenues sont donnés dans la figure (I11.7).
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1
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Figure (I11.7): Spectres UV-visibles des nitrones et des isoxazolidines synthétisées dans le méthanol (10
“moles/l), a 25°C.

L’analyse par spectroscopie UV de I’isoxazolidines et nitrones nous a permis de détecter la
présence de trois bandes d’absorption E1, E2 et K sont observées, Les bandes Elet E2 sont situées
entre 202-204 nm et 230-265 nm, quant a la bande d’absorption K, elle est intense et située entre
312 et 352 nm, elle est caractéristique des nitrones. Cette derniere a disparue dans le cas
d’isoxazolidine ou on obtient E 1 et E 2.Les résultats sont regroupés dans le tableau suivant :

Tableau (I11.3) : Les longueurs d’ondes d’absorption en UV-Visible correspondante a la nitrones et

isoxazolidines.
Bande K Bande E» Bande E;

Ar Amax (nNM) € max Amax (NM) € max Amax (M) € max
p-NO; | nitrone 351,5 20660 265,0 9600 203,5 19620

isoxazolidine /! /! 265 324 203 851
p-CL | nitrone 319,0 26020 256,5 7160 204,0 18920

isoxazolidine // /! 225 345 204 1499
P-H nitrone 312,5 21890 230,5 10840 203,5 18410

isoxazolidine // /! 238,5 179 203 688
P- nitrone 330,0 26710 237,5 10050 203,0 18330
OCH; | isoxazolidine / / 230 475 202,5 967

I11.3-Séparation du mélange d’isoxazolidines

L’isoxazolidines synthétisées sont obtenues sous forme d’un mélange de quatre isomeres.
Ces derniers sont deux couples de régioisomeres et deux couples de stéréo-isomeres (schéma
II13). Cela rend leur séparation par les méthodes chromatographique ordinaire possible. Dans
notre travail, nous avons utilisé la chromatographie d‘adsorption en choisissant le gel de silice
comme phase stationnaire en appliquant les techniques suivante :
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® ]a Chromatographie a haute performance (HPLC).
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Schéma II1.3: relation d’isomérie entre les quatre isoméres d’isoxazolidines.

I11.3.1-Chromatographie sur couche mince (CCM) préparative

Dans le bute de récupérer les isoméres d’isoxazolidines séparés, nous avons réalisé une
séparation par CCM préparative sur plaque de gel de silice, en utilisant la phase mobile (diéthyl
éther-éther de pétrole). Ce systéme de solvants est choisi apres plusieurs essais (voir la figure

I11.8).

Figure I11.8 : Séparation des isoméres de 5-cyano-2,3-diphenyl isoxazolidine par CCM préparative.
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Pour confirmer la séparation des isomeres d’isoxazolidines, une analyse par CCM
analytique est réalisée, les résultats obtenus sont représentées dans la figure (I11.9). Le résultat a
montré une bonne séparation de quatre isomeres de 5-cyano-2,3-diphenyl isoxazolidine. Cette
technique malgré sa simplicité reste fatigante et trés couteuse (solvant et gel de silice) et nécessite

beaucoup de temps.

Figure I11.9 : Analyse des isoméres d’isoxazolidines séparés par CCM analytique.

I11.3.2-Chromatographie sur colonne ouverte

Cette technique repose sur le phénomene d’absorption, dont les molécules sont entrainées
vers le bas de la colonne a des vitesses variables, selon leur affinité pour 1’absorbant et leur
solubilité dans 1’¢luant, les produits apolaires sont élués les premiers (figure II1.10).

Figure II1.10: Technique de séparation d’isoxazolidines synthétisées par chromatographie sur colonne
ouvert.
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Apres plusieurs essais pour le choix de 1’éluant qui nous permettra une bonne séparation
des isomeres d’isoxazolidines, nous avons adapté apres optimisation le systeme (Diéthyl éther-
éther de pétrole) avec différente proportion. Ce dernier a permis d’avoir une trés bonne séparation
chromatographiques. Le tableau indique les conditions retenues pour chaque isoxazolidines et les
figures montrent la bonne séparation de tous les isomeres d’isoxazolidines synthétisées.

Tableau (I11.4) : résultats de séparation du mélange d’isoxazolidines par chromatographie sur colonne

ouvert.
Me¢lange | masse Diéthyl éther- | Plaque de gel de silice des fractions d’isoxazolidines séparées
() éther de pétrole

5%-95%
La colonne n°1 | 90%-10%
80%-20%
pour séparer | 70%-30%
les isoméres 60%-40%
4et3 100%-0%

5%-95%
La colonne n°2 | 10%-90%
pour séparer | 20%-80%
p-NO: ph | 0.1836 les isomeres 30%-70%
2etl 40%-60%
(I1) 100%-0%
10%-90%
La colonne n° 3 | 20%-80%
25%-75%
pour séparer | 30%-70%
les isomeéres 35%-65%
let2. 40%-60%
40%-60%

La colonnen® 1 | 0%-100%
10%-90%
pour séparer les | 20%-80%

isomeéres 30%-70%

4et3 40%-60%

p-CL ph 0.2593 100%-0%
(12) La colonne n° 2 | 0%-100%

10%-90%
pour séparer | 20%-80%
les isomeres 4 | 30%-70%
et3 40%-60%
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La colonne n°l 0%-100%
10%-90%

pour séparer 20%-80%

les isoméres 30%-70%

4,3 et2 40%-60%

100%-0%

p-OCHsph | 0.1745 15%-85%
(14) La colonne n°2 20%-80%
25%-75%

pour séparer 30%-70%

les isoméres 35%-65%

let2 40%60%

100%-0%
0%-100%
La colonne n° 1 15%-85%

20%-80%

ecioomire [ 20T
23 et 4 30%-70%

30%-70%
35%-65%
40%-60%
100%-0%
p-OHph | 0.2425 10%-90%

(15) La colonne n°2 20%-80%
25%-75%
30%-70%

pour séparer 35%-65%
les isomeéres 40%-60%
let2

40%-40%
100%-0%

II1.3.3-Caractérisation par spectroscopie infrarouge des isomeres séparés

Afin de s’assurer que les isomeéres séparés correspondent aux isomeres attendus, nous
avons réalésé une analyse par spectroscopie IR pour chacun des isomeres. Les spectres obtenus
sont donnés dans les figures...... de I’annexe I. L’ensemble des résultats obtenus pour chaque
isomere séparé sont résumés dans le tableau (II1.5).
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Tableau (II1.5) : Nombres d’onde ¢ (cm-1) des bandes d’absorption reliées aux différentes liaisons mise
en jeux dans les différents isoméres séparés.

o (cm-1) N-O | C-N C-O | C=N |C-H C-H | C=C | C-Cl [NO2 [OH | Aryle
isomérel |1023 |1111 |1216 |2359 (2944 |2970|1452 1367

I isomére2 |1025 |1111 |1216 |2361 [2944 |2970|1454 1367
isomére3 |1023 |1111 |1216 |2358 |2832 |2970|1453 1372
isomére4 |1022 |1112 |1216 |2360 (2832 |2944|1453 1373
isomére1 |1038 |1167 |1265 |2351 (3152 736

(12) isomere2 |1036 |1166 |1265 |2361 |3152 736
isomére3 |1036 |1166 |1244 |2351 (3152 736
isomére4 |1031 |1166 |1265 |2358 (3152 735
isomérel |1024 |1111 |1216 |2361 (2847 |2916|1650

13) isomére2 |1023 |1111 |1216 |2358 (2832 [2944|1650
isomére3 |1023 |1111 |1266 |2360 (2832 [2944|1650
isomére4 |1024 |1112 |1216 |2364 |2832 [2944|1650
isomére1 |1022 |1113 |1271 |2361 |2832 |2944|1451

(14) isomére2 |1023 |1110 |1267 |2358 |2832 |2945|1451
isomére3 |1023 |1112 |1266 |2360 (2833 |2944|1451 1177
isomére4 |1023 |1111 |1216 |2361 |2833 |2944|1452 1268
isomérel |1025 |1111 |1266 |2360 |2832 |2944

(15) isomére2 |1022 |1112 |1269 |2358 |2832 |2944 3346
isomere 3 - - - - - - - - - - -
isomére 4 | 1023 | 1111 | 1268 | 2345 | 2832 | 2944 3340

La lecture des résultats confirme 1’obtention des quatre isomeres isoxazolidine, on
remarque la disparition du mode de vibration de la liaison C=N qui, caractérise les différentes
nitrones ¢tudiées et 1’apparition des modes de vibration caractérisant les liaisons C-O et N-O du
cycle isoxazolidine a cinq chainons.

I11.3.4-Séparation par HPLC

Dans tout les travaux rapportés dans la littératures, axés sur I’amélioration de la régio et
stéréosélectives de la réaction 1, 3-dipolaire [35,37]. On constate que 1’évaluation quantitative
(régio et stéréosélectivité) de la réaction passe toujours par une étape de séparation et purification
des isomeres obtenus. L’achévement de cette étape nécessite beaucoup de temps et de matériels.

Dans notre travail, nous avons essayé¢ d’élaborer une méthode directe qui permet de
déterminer le pourcentage des différents isomeres a partir de 1’analyse des mélanges bruts. Pour
cela, une étude analytique en HPLC a été menée. Les tests préliminaires effectués ont permis de
choisir La longueur d’onde du détecteurs UV a été fixée a 245nm. Le débit d’¢élution utilisé est de
0.6 mL/min, le systéme eau/acétonitrile comme phase mobile a différents pourcentages.
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Afin d’obtenir de meilleures conditions de séparation, nous avons utilis¢ des gradients de
phase mobile composée d’eau et d’acétonitrile. Les différents gradients de phase utilisés
(conditions) sont regroupés dans le tableau (I11.6).

Tableau (I11.6) : Gradient de phases mobiles C1, C2, C3 et C4 utilisées en HPLC pour la séparation des
isomeéres d’isoxazolidines synthétisés.

condition Temps (min) Eau-ACN
Ci 20 60%-40%
0 75%-25%

C 15 0%-100%
20 75%-25%

0 70%-30%

Cs 15 20%-80%
20 70%-30%

0 60%-40%

Cy 15 40%-60%
20 60%-40%

Les chromatogrammes obtenus dans ces conditions sont donnés en annexes (Al). A titre
d’exemples on donne dans la Figure Al, les chromatogrammes du mélange d’isoxazolidines
nitrées. Les meilleures conditions qui donnent une bonne séparation pour chaque mélange sont
données dans le tableau (I11.7) :

Tableau (I11.7) : Meilleures condition de séparation des mélanges d’isoxazolidines par HPLC.

Isoxazolidines I1 12 I3 14 I5

Conditions C4 C3 C4 C4 C4
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Figure Al : chromatogrammes des mélanges d’isomeéres nitré obtenu dans les conditions C1, C2, C3 et
C4.
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I11.4.Etalonnage externe

L’¢étalonnage externe est une méthode qui consiste a comparer sur deux chromatogrammes le
temps de rétention du pic d’¢élution de la substance de référence a celle du produit a doser .Dans
notre cas, on utilisera les isomeres séparé précédemment comme référence. On comparera ensuite
le temps de rétention de chaque isomére au temps de rétention des pics du chromatogramme du
mélange. Le chromatogramme obtenu est donnée dans I’annexe A2. A titre d’exemple on donnera
les chromatogrammes des isoxazolidines nitrées (figure I11.11).

Les temps de rétention et le pourcentage de chaque pic et de chaque chromatogramme dans les
meilleures conditions sont donnés dans le tableau suivant :

Tableau (I11.8) : Temps de rétention et aire des différents pics obtenus lors de la séparation des isoméres
d’isoxazolidines avec les meilleures conditions de séparation obtenues.

Temps de rétention (proportion de pic) min (%)
Ar Picl Pic 2 Pic3
p-NO;ph 18,071 (21,799) 18,702 (29,772) 19,239 (48,5083)
(12) Isomere 4 Isomere 1 Isomere 2 et3
p-Clph
(2) / / /
ph 17,36 (4,9863) 18,408 (12,5108) 19,189 (82,5029)
(13) Isomére 1 Isomeére 3+4 Isomere 2
p-OCHsph 17,235 (8,5504) 18,274 (18,733) 18,986 (71,7166)
(14) Isomére 1 Isomeére 4 Isomére 2+3
p-OHph 9.873 (40.6134) 10.899 (21.0925) 11.037(22.4427)
(15) Isomeére 4 Isomére 1 Isomére 2 et 3

D’apres ces résultats, la séparation par HPLC donne un chromatogramme de trois pics au
lieu de quatre pics. (Voir annexe B). Ces études pour étre améliorée en appliquant d’autres
conditions.
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Figuren® 1 : Chromgltogramme des isomeres de 1, 2, 3 et 4 obtenus et du mélange d’isoxazolidines 11
en utilisant la colonne C18, débit 0.6 ml/min, longueur d’onde 254nm, condition 4.
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Les structures des isomeéres séparées sont données dans le schéma (II1.5) [38]. A partir de
ces structures et 1’aire de chaque pic dans le chromatogramme du mélange, il est possible de
quantifier les pourcentages des différents isomeres d’isoxazolidines I1, 12 et I4. Cette
quantification n’est pas possible pour 1’13 puisque les isomeéres 2 et 4 sont donnés dans méme pic.

X IX-1 IX-2 IX-3 IX-4
(11): NOy, « X X "
(12): cl,
(13): H, E <
(14):, OCHs Ne N/@ /N/@ /N/@ S N/@
o/ 0 0 o/
(I5): OH. NG NG
Régéoisomeres 1- | Régéoisomeres Régéoisomeres . .
& 4 g 1.5 & L5 Régéoisomeres 1-4

Schéma I11.4 : Structure des différents isomeéres des isoxazolidines I1-I5.

Tableau (I11.9) : Proportion des régéoisomeres 1-4 et 1-5 des isoxazolidines synthétisées obtenu par HPLC

du mélange brut.

Isoxazolidines Régéoisomeres 1-4 Régéoisomeres 1-5
(11): NO, 51.571 48.508

(14):, OCHs3 18.745 71.7166

(I5): OH. 61.7059 22.4427

Dans le cas d’isoxazolidine méthoxylée, les résultats montrent que les régéoisomeres 5-
substitués sont plus abondant que les 4-substitué. Ceci est en accord avec les résultats décrits dans
la littérature [39], ou il a été rapporté que pour la cycloaddition des alcénes mono-substitués
¢lectro-appauvris en ¢électrons, les effets stériques et électroniques agissent d’une manicre
défavorisant la formation des adduits 4-substitués. Pour I’isoxazolidines hydroxylée et nitrée
donne des proportions inverse. Cela est dii probablement a 1’effet stérique.

La réaction de cycloaddition 1, 3-dipolaire de la C,N-diphenyl nitrone avec I’acrylonitrile a
été déja réalisé par Asrof et col.[38]. Selon ces auteurs la proportion entre les deux régéoismere 5-
substitués / 4-substitués est de 1/9 déterminé apres séparation des isomeres par chromatographie. Il
serait intéressant de vérifier ces conditions par HPLC.
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Conclusion générale

Conclusion générale

L’objectif de notre travail est principalement consacré a la séparation des isomeres
des isoxazolidines par HPLC.

La premicre étape de notre travail est la préparation de ces isoxazolidines. Nous avons
alors, réalis¢ la réaction de cycloaddition 1.3-dipolaire entre une séri¢ de nitrones et
I’acrylonitrile. Les produits sont obtenus avec des bons rendements, ces derniers ont été
analysés par spectroscopie Infra Rouge qui a révélé la présence des pics des fonctions
caractéristiques d’isoxazolidine et la disparition de ceux des nitrones. De méme pour
I’analyse par spectroscopie UV-visible. Les analyses par CCM ont montré 1’apparition de
quatre spots qui ont été attribué aux quatre isomeres attendus. La séparation de ces isomeres
par CCM préparative, chromatographie sur colonne ouverte nous a permit de récupérer
chaque isomere a part.

L’analyse des mélanges des isoxazolidines synthétisées par HPLC nous a donné un
chromatogramme de trois pics. L'attribution de chaque pic aux différents isomeres
correspondants est réalisée grace a 1’étalonnage externe. Les résultats obtenus nous ont permis
de faire une étude régéoselective de la réaction. Cette ¢tude a montré que les régioisomeres 5
substitués sont préférentiellement obtenu dans le cas de 1’isoxazolidine méthoxylée; cela est
en accord avec ce qui a été décrit dans la littérature.

Comme perspective, on ce propose de développer une méthode chromatographique
qui nous permettra de quantifier les quatre isomeres a la fois.

Aussi, il serait tres intéressant d’évaluer I’activité antimicrobienne de chaque isomere
en vu de diriger la réaction de leur synthése vers la préparation de 1’isomere le plus actif.
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Figure A1 : chromatogrammes des mélanges d’isoméres nitré obtenu dans les conditions C1, C2, C3 et C4.
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Figure A 2 : Chromatogrammes des mélanges d’isomére Chlorée obtenu dans les conditions C1, C2, C3 et

C4.
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Figure n°1 : chromatogramme des isomeres de 1,2,3et4 obtenus et du mélange d’isoxazolidines
nitrée. En utilisant la colonne C18, débit 0,6 ml/min, longueur d’onde 254nm,sequence 4.
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Figure n°4 : chromatogramme des isomeéres de 1, 2,3 et4 obtenus et du mélange d’isoxazolidines

hydroxylé. En utilisant la colonne C18, débit 0,6 ml/min, longueur d’onde 254 nm, sequence
4.
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Figure C 1 : Spectre IR des isoméres de 1, 2,3et4 obtenus du mélange d’isoxazolidines nitrée.
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Figure C 2 : Spectre IR des isoméres de 1, 2,3et4 obtenus du mélange d’isoxazolidines Chlorée.
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Figure C 3 : Spectre IR des isoméres de 1, 2,3et4 obtenus du mélange d’isoxazolidines méthoxylée
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Figure C 4 : Spectre IR des isomeéres de 1, 2,3et4 obtenus du mélange d’isoxazolidines C, N-diphenyl.
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Figure C 5: Spectre IR des isoméres de 1, 2,3et 4 obtenus du mélange d’isoxazolidines hydroxylé.




