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Liste des abreviations 

% : pourcentage massique 

Abs : Absorbance 

AcOEt : acétate d’éthyle 

ACN : acétonitrile 

ASE : extraction accélérée par solvant 

n-BuOH: n-butanol 

cf : confère 

CO : groupe carboxyle 

CO2 : Dioxyde de carbone 

CE : Collision Energy  

CDCl3 : chloroforme deutérié 

CD3OD : méthanol deutérié  

DAD : Diode Array Detector 

DP : Declustering Potentiel. 

DPPH : 1,1-Diphényl-2-Picrylhydrazyle 

EIC :  Extracted Ion Chromatogram (chrommatogramme des ions extraits)  

EP : Entrance Potential 

ESI: Electrospray Ionisation 

Et2O : éther d’éthyle 

eV : électron volt 

Glc : glucose 

h : hauteur 

hex : hexuplet 

ha : hectare 

LC : Liquide Chromatography 

CLHP : Chromatographie Liquide Haute Performance 

CXP : collision cell exit potential  

m : masse 

mbois : masse de bois 

MeOH : méthanol 

mext : masse d’extrait 
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Min : minute  

PDA : photodiode array 

P : pression 

RMN : Résonance Magnetique Nucléaire 

Rha : rhamnose 

RMN1H : RMN du proton 

RMN13C : RMN du carbone 13 

RPE : Résonance Paramagnétique Electronique 

s : singulet 

sec : seconde 

T° : température 

T°A : température ambiante 

T : temps 

tR : temps de rétention 

TIC (Total Ion Current) 

uma : unité de masse atomique 
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Introduction générale 

 

Le bois est un matériau qui symbolise le « temps » et « l’âge ».   Le temps parce qu’il 

est produit par les arbres qui deviennent récoltables après une période assez longue de 

croissance variant selon l’espèce et milieu. L’âge parce qu’il est dans l’histoire, le plus vieux 

matériau utilisé par l’homme. C’est probablement dû à la faible dépense énergétique (les bois 

sont coupés, rompus, sciés,…) qui est nécessaire à sa transformation. A cela s’ajoute aussi, le 

rôle de « forêt-abri » et « forêt nourricière » assuré par la forêt depuis l’origine de l’humanité 

permettant à l’homme de trouver un refuge et une matière première en abondance [1].  

Aujourd’hui, l’utilisation des combustibles fossiles (gaz naturel, pétrole,…) et la 

déforestation engendrent une augmentation du taux de gaz carbonique dans l’atmosphère qui 

était de 280 ppm avant la révolution industrielle, en 1750  et est passé  aux alentours de 400 

ppm en 2015 [2] sans cesser d’augmenter jusqu’en 2017. L’augmentation des gaz à effet de 

serre est principalement dû au gaz carbonique. La production de bois n’entraine pas la 

formation de gaz carbonique mais, elle en consomme. Le bois est un matériaux qui est produit 

et recyclé naturellement depuis des milliers d’années [1]. Il possède deux caractéristiques 

importantes qui sont la légèreté structurelle et la résistance mécanique. De plus, certains bois 

présentent une durabilité naturelle suffisante qui leur permettent de résister aux agressions dus 

aux insectes (Cerambycidae), aux champignons (Ascomycètes et Basidiomycètes) et termites 

(Reticulitermes grassei) [1]. Les métabolites secondaires (polyphénols et terpènes) contenus 

dans les bois possèdent diverses propriétés (antifongiques, insecticides, antioxydantes,…) qui 

sont à l’origine de leur durabilité naturelle. Ainsi, le bois suscite un intérêt croissant dans 

l’industrie future et plus précisément dans le domaine de la construction. 

En Europe, les bois de résineux sont très prisés dans la construction moderne car ils 

ont la particularité d’être très disponibles (plusieurs forêts de résineux sont répertoriées dans 

les pays d’occident et d’orient) et économiques. Les bois d’épicéa (Picea abies), du pin 

sylvestre (Pinus sylvestris) et du sapin de Douglas (Pseudotsuga menziesii) qui sont très 

répandus en Europe font partie des principaux bois de résineux utilisés dans la construction 

[3]. Le sapin de Douglas ou Pseudotsuga menziesii (Mirb) Franco est une espèce de conifères 

(arbres possédant des feuilles en forme d’écailles ou d’aiguilles) originaire d'Amérique du 

Nord. Il a été introduit en Europe au XIXe siècle [4]. En dehors des sols compacts contenant 
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du calcaire, le sapin de Douglas peut s’adapter à toutes les formes de sols. C’est l'une des 

rares espèces d'arbres implantés en Europe qui a acquis une grande importance sur ce 

continent pour deux raisons : sa productivité élevée et son adaptation physiologique [4]. En 

France, cette espèce a été introduite avant 1850, mais les plantations de sapin de Douglas se 

sont réellement développées après la Seconde Guerre Mondiale dans le cadre de programmes 

de reboisement. En 1993, le reboisement a permis au sapin de Douglas d'obtenir une 

superficie de 330 000 hectares (ha) [4]. Le bois de Douglas est l’un des bois de construction 

les plus employés au monde pour ses qualités mécaniques dans des domaines tels que la 

menuiserie, l’ameublement et l’architecture. Dans la région du Limousin, il est la première 

essence utilisée comme bois de construction (charpente, parement, plancher, bois collé). Ce 

bois se distingue de celui d'autres conifères répandus dans les forêts européennes par sa teinte 

caractéristique. En effet, lorsque le tronc de l'arbre est sectionné, il y a une zone centrale 

rouge marquée correspondant au bois de cœur entouré de l'aubier jaune pâle. La coloration 

des bois provient des pigments polyphénoliques qui sont également impliqués dans les 

mécanismes de défense chimique contre les pathogènes chez les plantes ligneuses. Dans le 

sapin de Douglas, les métabolites secondaires du bois de cœur seraient à l’origine de la 

protection du bois contre les insectes (Cerambycidae) et les microorganismes (Ascomycètes, 

Basidiomycètes,…) externes par des mécanismes complexes [5]. 

  Ainsi, notre objectif est d’identifier dans un premier temps les métabolites 

secondaires présents dans l’aubier, la zone de transition et le duramen puis, de comparer dans 

un second temps les profils métaboliques d’échantillons de bois de Douglas prélevés aux 4 

saisons afin de mettre en évidence la variabilité de ces composés en fonction des saisons ainsi 

que le lien potentiel entre la période de récolte du bois et sa résistance aux pathogènes 

extérieurs (insectes, champignons, bacteries,..). Ce travail fait partie intégrante de la Chaire 

Ressource Forestières et Usages du Bois (SylvaLIM) qui a pour objectif d’améliorer la 

durabilité du bois de Douglas en sélectionnant les génotypes les plus résistants. Ce manuscrit 

se subdivise en 3 parties. Il débute par quelques rappels bibliographiques suivi de la 

présentation de la partie matériel et méthodes. La troisième et dernière partie a été dédiée à la 

présentation des résultats obtenus : description des métabolites identifiés suite à la purification 

des extraits de bois de Douglas et leur analyse par LC-MS/MS ; discussion des résultats issus 

de la quantification relative des métabolites sélectionnés et présents dans les extraits 

provenant d’échantillons de bois prélevés aux 4 saisons. 



MBAKIDI-NGOUABY HENRI | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 28 Avril 2017 21 

 

Partie I. Etude bibliographique 

I. Le règne végétal 

Les végétaux se subdivisent en deux grands embranchements : les cryptogames 

(fougères, prêles, mousses, champignons, lichens) correspondant aux plantes sans fleurs ni 

graines et les spermaphytes qui sont des plantes à graines [6]. 

Gymnospermes et angiospermes 

Les spermaphytes sont repartis en deux sous-embranchements qui sont les angiospermes et les 

gymnospermes. Les angiospermes ont des fleurs évoluées et une graine enfermée dans un 

fruit. Ils sont scindés en monocotylédones (graines avec un cotylédon ou feuille primitive) et 

dicotylédones (graines avec deux cotylédons) dont font partie les arbres et arbustes appelés 

« feuillus ». Les gymnospermes sont des plantes à fleurs primitives appelées cônes avec des 

graines non protégées par un fruit. Ces derniers comportent majoritairement des arbres 

appelés « résineux » qui possèdent des feuilles réduites nommées aiguilles.  

II. Organisation générale des spermaphytes 

Un spermaphyte (figure 1) est composé de : 

- Racines qui sont habituellement souterraines et jouent un rôle dans l’absorption de 

l’eau et des sels minéraux qui sont présents dans le sol, l’accumulation de réserves 

(amidon, saccharose, inuline) et la fixation de la plante au sol [7].  

- Tige qui est un organe aérien ou souterrain correspondant à l’axe plus ou moins 

ramifiée de la plante [8]. Il contient des tissus de conductions dont la fonction est le 

transport de la sève. Cette dernière est présente sous deux formes : la sève brute ou 

ascendante qui est constituée d’eau et de substances naturelles puisées dans le sol et la 

sève élaborée ou descendante enrichie en métabolites (saccharose, mannitol,..) 

produits par la photosynthèse (processus qui permet à la plante de synthétiser des 

molécules organiques à partir de minéraux sous l’influence de la lumière) qui sont 

acheminés vers les parties inférieures de la plante [8]. Au fil des ans, les tiges durables 

élaborent des formations secondaires et deviennent des troncs d’arbres encore appelés 
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bois [8]. Sur un tronc sectionné, il apparait des cercles concentriques qui 

correspondent à des couches annuelles d’accroissement appelée cernes. 

- Feuilles qui sont des organes aériens portés par la tige. Chez les angiospermes, elles 

sont caractérisées par un limbe (lame verte) prolongeant un pétiole qui s’insère sur la 

tige [8] tandis que chez les gymnospermes elles sont en géneral sous formes 

d’aiguilles ou d’écailles [6]. Cet organe est pour un grand nombre de plantes le siège 

de la photosynthèse et de la transpiration (élimination d’eau sous forme de vapeurs 

chez les végétaux) [7]. 

- Fleurs qui sont les organes reproducteurs de la plante. Les fleurs d’angiospermes sont 

évoluées avec la présence de pièces ou verticilles protecteurs (calice et corolle) et 

reproducteurs (androcée, gynécée) tandis que chez les gymnospermes les organes 

reproducteurs sont  archaïques et sous forme de cônes [7].  

- Fruits qui sont des organes issus de la transformation de la fleur après la fécondation 

(fruits simples) ou de l’inflorescence qui correspond au regroupement de plusieurs 

fleurs sur un même axe (fruits composés) [7].  

- Graines qui sont des organes qui résultent de la fécondation et de l’évolution de 

l’ovule fécondé de la plante [8].         

                  

Figure 1 : Schéma général d'une plante à fleurs 
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III. Les différents tissus de la tige des spermaphytes  

La tige comme tous les organes végétaux se forme à partir de tissus spécialisés 

apparaissant lors de la division cellulaire et appelés méristèmes [9]. Il existe deux grands 

groupes :  

– Les méristèmes primaires présents à l’extrémité des racines et dans les bourgeons qui 

assurent la croissance des plantes en hauteur.  

–  Les méristèmes secondaires qui sont formés au cours du développement post-

embryonnaire. Ils apparaissent sous forme de couches continues de cellules, appelées 

assises qui assurent la croissance en largeur par la production de cellules alignées dans 

le prolongement de la cellule méristématique qui leur a donné naissance.  

Au niveau des tiges, l’activité des méristèmes caulinaires (qui font partie des méristèmes 

primaires) conduit à la mise en place de la structure primaire de la tige [7] composée de 4 

grands ensembles (figures 2A et 2B) [10] qui sont : 

- L’épiderme qui est une assise de cellules superficielles (cellules de revêtement et 

cellules stomatiques) permettant le contact avec le milieu atmosphérique (échanges 

gazeux avec l’atmosphère). Il joue également un rôle dans la protection contre les 

agressions externes (parasites et autres microorganismes) et la dessication (élimination 

de l’eau contenu dans les tissus et organes végétaux). Une lignification de cellules 

épidermiques peut se réaliser et entrainer la formation d’un épiderme lignifié.  

- Les parenchymes qui constituent la masse principale de l’organe. Ils sont constitués de 

cellules dont la vacuole est supérieure à 80% du volume cellulaire. Leur paroi est fine 

et traversée par plusieurs plasmodesmes (orifices présents sur les parois de cellules 

végétales). Les échanges gazeux sont intenses au niveau de ces tissus et sont 

principalement assurés par le parenchyme lacuneux. En dessous de l’épiderme est 

situé le parenchyme cortical. Le parenchyme médullaire encore appelé moelle est 

présent dans la partie centrale de la tige.  

- Les tissus de soutien sont le collenchyme et le sclérenchyme. Le collenchyme est un 

tissu résistant et extensible qui est présent dans les jeunes tiges et se forme très 

précocement en périphérie. Il joue un rôle dans l’élongation de la plante. Le 
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sclérenchyme est un tissu composé de cellules mortes qui possèdent des parois 

épaissies par un dépôt de lignine à l’origine de la rigidité de la plante.  

- Les tissus conducteurs différenciés qui peuvent apparaitre chez les dicotylédones et les 

gymnospermes. Ils constituent le système vasculaire de la plante et assurent une 

connexion entre les différents organes. Ce sont le xylème I constitué de trachéides ou 

de vaisseaux permettant le transport de la sève brute et le phloème I composé de 

cellules criblées qui assurent le transport de la sève élaborée. Les trachéides possèdent 

des ponctuations (zone mince de la paroi des cellules végétale) qui sont partiellement 

perméables. Le protoxylème et le métaxylème sont des tissus précurseurs 

correspondant au xylème primitif.  

L’activité des méristèmes primaires peut être suivie de celle des méristèmes secondaires 

qui vont conduire à la formation des assises concentriques de cellules qui se différencient en 

tissus secondaires. Ces assises sont le cambium et le phellogène. Le cambium produit le liber 

ou le phloème II vers l’extérieur et le xylème II vers l’intérieur tandis que le phellogène 

produit le suber ou liège vers l’extérieur et le phelloderme vers l’intérieur. Le phellogène, le 

phéloderme et le liège forment un ensemble appelé périderme. 

Chez certains résineux (les genres Pseudotsuga, Picea, Larix et Pinus), il existe des canaux 

résinifères qui sont des cavités tubulaires formées par une ou plusieurs couches de cellules de 

parenchymes dont la plus externe est sécrétrice. Ils se développent en suivant deux directions : 

axiale et radiale [9].  

Dans le cas de la tige évoluée ou bois, il existe des différences entre les angiospermes et 

les gymnospermes. Chez les angiospermes, le xylème est dit hétéroxylé car il est constitué de 

fibres qui ont un rôle de soutien dans la plante et de vaisseaux qui conduisent la sève brute. Le 

xylème des gymnospermes est dit homoxylé, parce qu’il contient uniquement des trachéides 

qui sont des cellules sclérifiées (mortes) et vidées de leur contenu pour devenir des capillaires 

de conduction de la sève.   
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Figure 2 : Coupes transversales d'une tige de pin (coloration carminot vert) 
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IV. Le bois des gymnospermes  

IV.1. Morphologie 

La structure du bois de gymnosperme est beaucoup plus simple et homogène que celle des 

angiospermes. Les trachéides qui servent au soutien et à la conduction de la sève brute 

constituent 90% du bois de gymnosperme. En fonction du diamètre des trachéides, on peut 

diviser le bois en deux : 

✓ Le bois du printemps qui possède des trachéides plus larges en raison de la 

disponibilité et de son besoin en eau. 

✓ Le bois d’été qui contient des trachéides plus fines car l’eau est plus rare. Au niveau 

de leurs extrémités, les trachéides se chevauchent et les ponctuations sont à l’origine 

de la communication entre trachéides. 

D’une manière générale, le bois est constitué de 3 zones principales qui en allant de 

l’extérieur vers l’intérieur du tronc sont l’aubier, la zone de transition et le duramen (figure 3) 

[9].  

 

  

(A)                                                                     (B)  

 

 

Figure 3 : Coupe transversale du tronc d’un arbre (A) et observation microscopique d’un bois 

de résineux (B).  
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IV.1.1. L’aubier 

L’aubier correspond aux couches successives de trachéïdes qui apparaissent sous le 

cambium. Il est situé entre le cambium et la zone de transition. Son épaisseur varie 

généralement de 4 à 6 cm. La porosité partielle de la paroi des trachéides rend l’aubier 

perméable. L’aubier a tendance à se dégrader facilement car il contient peu de métabolites 

secondaires de défense (jouent un rôle dans la protection du bois contre les agents pathogènes 

extérieurs) mais aussi parce qu’il contient des sucres favorables à la nutrition et au 

développement des champignons [11] . C’est le cas par exemple  des champignons de types 

Ascomycètes et Basidiomycètes qui attaquent l’aubier en provoquant une nécrose et une 

détérioration des tissus entrainant la décoloration et la décomposition du bois [11].  

En effet, les cellules des champignons consomment une grande quantité d’énergie stockée 

dans l’aubier en réponse à une incision [12]. Après quelques années, les trachéides qui 

constituent l’aubier, cessent d’alimenter l’arbre parce qu’elles commencent à se boucher et à 

s’entourer de diverses substances telles que les résines et les tanins. Ce processus de 

transformation entraine la formation du duramen (duraminisation) qui est la zone la plus 

interne du bois [13].  

IV.1.2. La zone de transition 

C’est une partie étroite située entre le duramen et l’aubier. Elle correspond aux 2 à 3 

derniers cernes (selon les années) qui délimitent la partie interne de l’aubier [14]. La zone de 

transition est de couleur pale et constituée de cellules dépourvues d’amidon. Dans certaines 

espèces de gymnospermes comme le pin, elle contient une faible quantité de métabolites de 

défense mais bénéficie d’une forte concentration en pyridoxine et biotine [15]. Contrairement 

à l’aubier, elle a une faible teneur en eau et est souvent imperméable aux liquides [16]. 

IV.1.3. Le duramen 

C’est la zone la plus interne du bois composé de cellules mortes. Il est aussi appelé 

bois de cœur. Il provient d’une partie du xylème et chez certaines espèces tels que le sapin 

Douglas (Pseudotsuga mensiezii) et le mélèze (Larix decidua), il peut avoir une coloration 

beaucoup plus foncée que l’aubier. D’autres espèces du genre Picea ne possèdent pas cette 

différence de couleur entre l’aubier et le duramen. Pour ces espèces, c’est la porosité qui 

permet de distinguer ces deux zones du bois, celle de l’aubier étant supérieure à celle du 

duramen. On note également la présence d’alternance de zones claires et sombres qui 
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correspondent aux cernes annuels dont chacune d’elle correspondent à la production de 

cellules de bois au cours d’une année. Ce sont des cellules mortes dans lesquelles les 

substances de réserves sont absents tandis que d’autres substances sont présentes (tanins, 

résines, lignines,…).  

Le duramen possède des propriétés telles que sa résistance naturelle à la dégradation 

par les microorganismes et les insectes. Cela peut avoir une grande influence dans l’utilisation 

et la production du bois [5]. 

• Paroi de la cellule végétale : structure et composition 

Une cellule végétale est entourée d’une paroi constituée de polysaccharides, de 

lignines et de proteines. Le principal composant de la paroi cellulaire végétale est la cellulose 

représentant 40 à 60 % de la biomasse [17]. Cette paroi évolue selon le stade de 

développement de la cellule donnant ainsi naissance aux parois primaires et secondaires [18].  

La paroi primaire est présente dans toutes les cellules végétales tandis que la paroi secondaire 

supplémentaire est présente dans certaines cellules spécialisées comme les trachéides, les 

scléroïdes, les fibres et les vaisseaux [19].   

- La paroi primaire 

La première couche qui se forme est la lamelle moyenne qui permet la liaison entre  

deux cellules adjacentes. Elle est essentiellement constituée de pectines. La paroi primaire est 

ensuite élaborée grace aux cellules méristématiques en phase de croissance. Pendant cette 

phase, la paroi est fine et flexible favorisant ainsi l’élongation cellulaire [20]. Son squelette 

est formé par les microfibrilles de celluloses d’environ 3 nm de diamètre ; qui résultent de 

l’assemblage parallèle de 36 chaînes de celluloses. Elles sont reliées entre elles par des 

hémicelluloses. Les pectines et les liaisons non covalentes permettent d’associer les 

hémicelluloses aux microfibrilles et assurent ainsi le maintien de la structure (figure 4)  [21]. 
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Figure 4 : Organisation des polymères au sein de la paroi primaire. 

 

- La paroi secondaire 

Il arrive que dans certains tissus, une paroi secondaire se développe lorsque la 

croissance cellulaire est achevée. Cette paroi est majoritairement composée d’hémicellulose et 

de cellulose microcristalline qui sont renforcées par le dépôt de polymères hydrophobes 

appelés lignines. La paroi secondaire devient alors plus rigide et moins perméable à l’eau. La 

plupart des cellules meurent après avoir synthétisé la paroi secondaire [18]. 

IV.2. Composition chimique 

Le bois présente une grande hétérogénéité et complexité dans sa composition chimique. 

Il est constitué de métabolites primaires et secondaires. Les métabolites primaires sont les 

polysaccharides (cellulose, l’hémicellulose, les pectines), les lipides, et les protéines. En 

dehors des lipides qui sont présents dans la membrane plasmique, les autres polymères sont 

retrouvés à l’intérieur de la paroi cellulaire  et représentent environ 95% de la masse du bois 

[22]. Les 5% restant de la masse du bois appartiennent aux métabolites secondaires qui sont 

principalement les polyphénols et les terpènes [22]. Ce sont des molécules de faibles masses 

moléculaires qui sont déposées à la surface de la paroi cellulaire pendant la formation du 

duramen (duraminisation) par sécrétion. Ils peuvent également être présents dans les exsudats 

d’arbres incisés. Malgré leur faible concentration dans le bois, certains métabolites 

secondaires peuvent être des marqueurs chimiques (taxifoline, quercétine,…) d’espèces 

d’arbre. Ces métabolites secondaires améliorent la résistance du bois face à la détérioration et 

sont facilement entrainés par des solvants organiques (éther, acétone, éthanol, 

lamelle moyenne 

paroi cellulaire 

membrane plasmique      cellulose 

 hémicellulose 

        pectine 
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dichlorométhane, …) [22]. Ils ont également une influence sur d’autres caractéristiques du 

bois telles que leur parfum [23] et leur couleur [5]. Dans les cendres de bois on retrouve les 

composés inorganiques. Leur concentration varie entre 0,1 et 1% dans les bois des régions 

tempérées. Les éléments chimiques que l’on rencontre majoritairement dans ce bois sont le 

calcium, le potassium, le sodium, le manganèse, le phosphore et le chlore [24]. 

IV.2.1. Les métabolites primaires 

Ce sont des composés qui sont principalement produits par le métabolisme oxydatif 

(respiration, glycolyse,…) et la photosynthèse [25]. Ils forment  généralement des polymères 

(polysaccharides, lipides et protéines) qui ont un rôle dans l’assimilation des nutriments et le 

developpement des plantes [26]. 

IV.2.1.1. La cellulose 

La cellulose est la molécule organique la plus abondante et correspond à environ la moitié de 

la biomasse [27]. Elle est également le biopolymère le plus valorisé notamment dans la 

fabrication de la pâte à papier [27] et les fibres textiles [28]. La cellulose est un 

homopolymère linéaire de β-D-glucose. L’unité de répétition, le cellobiose, est constitué de 

deux D-glucopyranose en conformation 1C4. Le nombre d’unités glucosidiques par chaîne de 

cellulose correspond au degré de polymérisation (DP) qui varie en fonction de sa provenance 

et sa localisation au niveau de la paroi cellulaire [27]. La cellulose est un polymère de haut 

poids moléculaire car il peut atteindre 2,5.106 Da. Elle est insoluble dans l’eau. Ainsi pour 

déterminer son DP, la cellulose doit être solubilisée sans être dégradée. Elle peut être 

solubilisée dans les complexes inorganiques comme la liqueur de schweitzer, les bases 

comme NaOH et les acides comme acide acétique [29]. Les liaisons covalentes qui relient les 

unités de β-D-glucose (figure 5) permettent à la cellulose de résister à la traction. Il existe 

aussi des liaisons hydrogène intramoléculaires qui stabilisent et rigidifient la cellulose ainsi 

que celles qui sont intermoleculaires et permetttent la liaison entre plusieurs macromolécules 

en les disposant parallèlement. L’association de nombreuses chaines de celluloses entraine la 

formation de structures stables et  rigides appelées  fibrilles de l’ordre de 3 à 5 nm [27].  
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Figure 5 : Structure de la cellulose. 

  Une fibrille peut être divisée en deux parties : une externe et une interne (figure 6A). 

On note également la présence de régions cristallines de cellulose (environ 60 nm de 

longueur) dont la formation est due à l’association entre une grande quantité de liaisons 

hydrogène et une forte résistance latérale. Les fibrilles de cellulose s’associent entre elles pour 

former des ensembles appelés microfibrilles dont la section est de l’ordre de 25 à 30 nm. La 

cellulose possède un degré de cristallinité élevé (entre 60 et 97 %). Ces molécules ont une 

longueur comprise entre 2500 et 5000 nm et peuvent former plusieurs régions cristallines et 

amorphes (figure 6B) [30]. 

 

Figure 6 : Structures générales de  la fibrille et de la microfibrille d’une cellulose 

IV.2.1.2. L’hémicellulose 

C’est le deuxième polysaccharide le plus abondant après la cellulose. L’hémicellulose 

possède une masse moléculaire plus faible que celle de la cellulose et sa structure chimique 

est moins régulière en raison de la présence d’unités osidiques différentes dans ses chaines 
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polysaccharidiques [31]. C’est donc un polymère constitué d’unités osidiques différents 

(pentoses, hexoses, acide uroniques et déoxyhexoses) reliées entre elles par des liaisons 

osidiques β [32]. Il existe plusieurs familles d’hémicellulose comme les 

glucogalactomannanes et des arabinoglucuronoxylanes qui sont représentatifs du sapin de 

Douglas [33]. L’hémicellulose est amorphe et possède une chaine principale avec des 

ramifications latérales. Mais lorsqu’elle est associée à la cellulose elle peut montrer une 

certaine cristallinité.                         

IV.2.1.3. Les pectines 

C’est un groupe d’hétéropolysaccharides peu abondants dans le bois. Elles sont 

composées d’une structure polymérique dont la chaîne principale est constituée d’unités 

d’acide α-D-galacturonique appelées également région homogalacturonane au niveau duquel 

s’insèrent des résidus α-L-rhamnosyles (figure 7) [34]. 

 

Figure 7 : Structure chimique de la région  homogalacturonane. 

 

Sur les unités d’acides galacturoniques ou de rhamnoses peuvent se fixer des chaînes 

latérales d’oses neutres (L-arabinoses, D-galactose, D-xylose, …) qui formeront plusieurs 

ramifications rendant la molécule plus complexe [35]. Les pectines peuvent donc être 

subdivisées en deux domaines : les homogalacturonanes et les rhamnogalacturonanes (figure 

8) [36]. 
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Figure 8 : Structure primaire des pectines.  

IV.2.1.3.1. Les homogalacturonanes 

Ce sont des polymères d’acides galacturoniques qui après estérification des fonctions 

acides carboxyliques par le méthanol peuvent être répartis en deux groupes en fonctions de 

leur degré de méthylestérification (DM) [37]. Ainsi à l’aide du DM qui correspond au 

pourcentage d’acide galacturonique estérifié, on peut identifier des pectines faiblement 

méthylestérifiées (FM) de DM < 50 et des pectines hautement méthylestérifiées (HM) de DM 

> 50.  

La liaison entre deux chaines d’homogalacturonane se réalise, par l’intermédiaire du calcium, 

à partir des fonctions acides et 4 fonctions alcool : on obtient une structure nommée « egg-

box » ou « boite à œuf » (figure 9) [37]. Les carbones anomériques et hémiacétaliques 

peuvent également contribuer à la stabilisation des chaînes homogalacturonanes par des 

liaisons de faible énergie comme celles de Van der Waals. Le DM joue un rôle majeur sur 

l’extractibilité des pectines. En effet, les pectines HM ne pouvant pas être stabilisées sont 

extraites avec de l’eau chaude tandis que les pectines FM stables seront extraites en utilisant 

des chélateurs de calcium tel que l’EDTA. 
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Figure 9 : Deux chaines homogalacturonanes stabilisées par des ions calcium formant une 

structure en « egg-box ». 

IV.2.1.3.2. Les rhamnogalacturonanes 

Il existe deux types de rhamnogalacturonanes : les rhamnogalacturonanes de I (RGI) et 

les rhamnogalacturonanes II (RGII). Les RGI qui sont majoritaires, constitués 

d’enchaînement de résidus α-D-galactopyranosyles intercalés par des résidus α-L-

rhamnopyranosyles qui sont liés respectivement en O-4 et O-2. Cependant, environ 50% des 

résidus rhamnosyles sont substitués en  O-4 par des chaînes latérales qui peuvent 

correspondre à des arabinanes, arabinogalactanes ou des galactanes [38].  

Les RGII possèdent une structure très complexe composée d’une chaine principale 

comportant uniquement des acides galacturoniques substitués par 4 chaines latérales 

désignées par A, B, C, D. Ces chaines latérales qui présentent également des ramifications 

sont constituées de plusieurs résidus glycosylés différents ainsi que des sucres rares tels que le 

2-O-méthylfucose et le 2-O-méthylxylose [34]. 

IV.2.1.4. Les lipides 

Ils sont constitués d’acides gras insaponifiables, de triglycérides (esters d’acides gras) 

et d’alcools. Les acides oléique (C18) et linoléique (C18) sont les acides gras les plus abondants 

tandis que le lignocérol (C24), l’arachinol (C20) et le béhénol (C22) sont les alcools les plus 

représentatifs (figure 10) [39]. Une grande quantité de triglycérides est synthétisée par les 

cellules du parenchyme que l’on retrouve  au sein de l’aubier [40]. Cependant lors de la 

formation du duramen, les triglycérides sont  hydrolysés par des enzymes lyases entrainant 

l’augmentation de la quantité d’acides gras libres dans cette zone du bois. La  zone de 
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transition contient plus de triglycerides que le duramen mais renferme  peu d’acides gras 

libres [41]. 

OH

COOH

Acide oléique

COOH

Acide linoléique

Lignocérol

 

Figure 10 : Structure chimique de composés aliphatiques présents dans le bois de 

gymnospermes. 

 

IV.2.1.5. Les protéines 

Ce sont principalement les protéines riches en glycine (GRPs), arabinogalactane 

(AGPs), en proline (PRPs), les glycoproteines riches en hydroxyproline (HRGPs) ou 

extensine et les proteines chimériques (association de plusieurs protéines différentes) [42]. 

Elles ont des fonctions structurelles tel que leur rôle dans le développemement des tissus 

vasculaires mais peuvent également jouer un rôle important dans la défense contre les 

agressions extérieures (incisions du bois) et les facteurs environnementaux (sécheresse) [43].   

IV.2.2. Les métabolites secondaires 

Ce sont des composés issus d’un métabolisme complexe et sont souvent produits en 

réponse aux contraintes environnementales. Ils permettent aux plantes de développer une 

résistance face aux agents pathogènes extérieurs, stress abiotiques et d’autres facteurs [25].   

IV.2.2.1. Les terpènes 

Ce sont des composés biosynthétisés par la voie du mévalonate par condensation des 

unités isopréniques. Il existe plusieurs classes de terpènes qui se différencient par le nombre 

de carbones constituant la molécule. Ainsi, on distingue les monoterpènes (10 carbones), 

sesquiterpènes (15 carbones), diterpènes (20 carbones), sesterterpènes (25 carbones), 

triterpènes (30 carbones), tétraterpènes (40 carbones) et les polyterpènes (supérieur à 40 

carbones). Les classes de terpènes retrouvées principalement dans le bois de gymnospermes  

[44]  sont les monoterpènes comme le limonène et le myrcène [45], les sesquiterpènes tel que 
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le δ-sélinène et les diterpènes  dont les plus courants sont les dérivés d’acides abiétique 

(figure 11) [46].    

 

         

COOH

Limonène Acide abiétique  

Figure 11 : Structure chimique de terpènes retrouvés dans le bois des gymnospermes.   

 

Ces terpènes jouent un rôle important dans la défense contre les pathogènes fongiques 

[46] et les insectes herbivores [47]. Au niveau du bois de gymnosperme, la quantité de 

terpènes varient selon la zone concernée. En effet, une étude réalisée sur le pin de Monterey 

(Pinus radiata) a montré que la concentration en terpènes dans le duramen était élevée, et 

diminuait au fur et à mesure que l’on allait vers les zones les plus externes du bois (aubier et 

écorce) [48]. 

Les phytostérols 

Ce sont des terpénoïdes (composés organiques qui dérivent de terpènes) appartenant à 

la famille des stérols (C27) qui sont biosynthétisés en grande quantité par les cellules du 

parenchyme médullaire contenus dans l’aubier. On les retrouve également en très faible 

quantité au niveau de la zone de transition [41].  Le plus répandu est le sitostérol [49] mais on 

peut retrouver d’autres phytostérols comme le campestérol, le campestanol et le β-sitostanol 

(figure 12) [50]. 

δ-sélinène 
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Figure 12 : Structure chimique de phytostérols présents dans le bois de gymnosperme. 

IV.2.2.2. Les polyphénols 

Dans le bois des gymnospermes, les polyphénols que l’on rencontre principalement 

sont les stilbènes, les lignanes, les flavonoïdes et les tanins [51]. Ces polyphénols ont un rôle 

dans la résistance du bois face aux agents pathogènes extérieurs [52].  

IV.2.2.2.1. Biosynthèse 

Les polyphénols se forment dans les cellules parenchymateuses du bois en cours de la 

duraminisation et entrainent la disparition de l’amidon de réserve [51]. Ces cellules vont 

dégénérer puis entrainer une intense activité métabolique aboutissant à la formation de 

polyphénols. Ainsi les précurseurs biosynthétiques des composés phénoliques sont les oses 

qui sont convertis en acide shikimique puis en phénylalanine au niveau des cellules de 

l’aubier. La voie métabolique dont dérive ces précurseurs biosynthétiques est celle de 

shikimate aboutissant au D-érythrose-4-phosphate qui donnera ensuite l’acide shikimique. La 

majorité des flavonoïdes et des lignanes dérivent de la phénylalanine respectivement par 

l’intermédiaire des acides cinnamiques et des alcools [53]. Ces polyphénols sont synthétisés 

dans les cellules de la zone de transition car les précurseurs biosynthétiques des polyphénols 

sont produits en masse aux alentours de cette zone. Il a été également montré que la 

transformation du glucose en précurseur des polyphénols est très importante dans la zone de 

transition [54]. Pendant, la phase de duraminisation la biosynthèse des polyphénols est donc 

accentuée [55]. Deux enzymes sont impliquées dans la biosynthèse des polyphénols : la 

phénylalanine ammonia lyase (PAL) et la chalcone synthase (CHS).  La PAL est le catalyseur 

de la transformation de la phénylalanine en acide cinnamique qui donnera à son tour l’acide p-
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coumarique (figure 11). La condensation de trois unités d’acide malonique et d’une unité 

d’acide p-coumarique pour obtenir le 4,2’,4’,6’-tétrahydroxychalcone est catalysée par la 

CHS (Figure 13).  

 

 

Figure 13 : Schéma général de la biosynthèse des flavonols. 

 

 Le 4,2’,4’,6’-tétrahydroxychalcone et la naringénine (obtenu grâce à l’action de la 

chalcone isomérase sur le 4,2’,4’, 6’-tétrahydroxychalcone) sont les précurseurs de tous les 

flavonoïdes. Dans certains bois de gymnosperme, la PAL est exprimée dans la zone de 

l’aubier la plus proche du cambium où sont synthétisés les alcools cinnamiques qui sont les 
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précurseurs des lignines tandis que dans la zone de transition, elle catalyse la synthèse des 

polyphénols présents dans le duramen [56]. Il a été mis en évidence chez certaines espèces, 

une augmentation des substances polyphénoliques, spécifiques à ce type de tissu, pendant 

l’automne et l’hiver [54]. Ainsi, on peut suggérer que les enzymes participant à la biosynthèse 

des composés phénoliques sont actifs et la formation du duramen se réalise au cours de ces 

deux saisons qui correspondent à la période de dormance de l’arbre. Cependant, les 

mécanismes responsables de la biosynthèse des composés phénoliques dans le bois ne sont 

pas encore définis avec exactitude. Dans le bois, la répartition des polyphénols n’est pas 

homogène chez les conifères car on note une augmentation de la teneur en composés 

phénoliques lorsque l’on se dirige vers les zones plus internes du bois. Ainsi l’aubier et la 

zone de transition sont moins riches en polyphénols par rapport au duramen [56] .                                                                                                                                                                                                                            

IV.2.2.2.2. Les stilbènes 

Leur structure moléculaire de base est constituée de deux noyaux aromatiques reliés 

par un pont éthane ou éthène. Les deux noyaux aromatiques possèdent des fonctions 

hydroxyles qui peuvent être glycosylées ou méthylées. Parmi les 27 stilbènes répertoriés 

jusqu’à présent dans les gymnospermes du genre Pinus et Picea ; la pinosylvine (A) et son 

monométhyléther (B) sont les plus répandus. On retrouve également des stilbènes hydrogénés 

dans le genre Pinus (figure 14). Ils peuvent donc être considérés comme des marqueurs 

chimiques dans les bois de pins. Leur biosynthèse est catalysée par les stilbène synthases 

(STS) qui synthétisent les phytoalexines de stilbène en réponse à une incision ou une attaque 

par des microorganismes. La pinosylvine et ses dérivés ont des propriétés antifongiques et les 

stilbènes seraient susceptibles de jouer un rôle dans la défense du bois contre les dégradations 

microbiennes [57].     

O
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Figure 14 : Structures chimiques de stilbènes présents dans le bois de gymnospermes. 
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IV.2.2.2.3. Les lignanes 

La condensation de deux unités en C6 et C3 de type monolignols (phénylpropane) 

constituent un lignane [58]. Les liaisons entre les deux sous unités varient et entrainent une 

diversité structurale de lignanes. Les lignanes se subdivisent en 8 sous-groupes selon la 

position de l’oxygène dans la chaine aliphatique et le motif de cyclisation. Ainsi, on 

distingue des lignanes de types furofuranes, furanes (avec ou sans oxygène en C-9 et C-9’), 

dibenzylbutyrolactones, dibenzylbutyrolactols, aryltétralines (avec ou sans oxygène en C-9 et 

C-9’) , arylnaphtalènes, dibenzocyclooctadiènes (avec ou sans oxygène en C-9 et C-9’), 

dibenzylbutirolactol, les dibenzylbutanes (avec ou sans oxygène en C-9 et C-9’) (figure 15) 

[59].  
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Figure 15 : Structure générale des principaux sous-groupes de lignanes. 

  

Les lignanes de chaque sous-groupe varient légèrement lorsque les deux cycles 

aromatiques et la chaine latérale propylique sont oxydés. Ces lignanes peuvent donc être 

classés en trois catégories en fonction de l’état d’oxydation des carbones qui se situent sur la 

chaine latérale propylique en C-9 et C-9’. On distingue des lignanes présentant des groupes 
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hydroxyles en C-9 et C-9’, ceux sans groupes hydroxyles en C-9 et C-9’ et ceux possédant des 

groupes carboxyles en C-9 et C-9’. Généralement ce sont des groupes hydroxyles en C-9 et C-

9’ sauf dans le cas de certains lignanes de types furane, dibenzylbutane et 

dibenzocyclooctadiènes. Ils sont biosynthétisés à partir de monomères correspondants à des 

phénylpropanoïdes avec ou sans groupe hydroxyle en C-9 [59].  

Les unités de bases permettent aussi aux végétaux de synthétiser un long polymère 

réticulé (figure 16) : la lignine. Les trois monolignols qui entrent dans sa composition sont les 

alcools coumarylique (unité H : hydroxyphényle), coniférylique (unité G : guaïacyle) et 

sinapylique (unité S : syringyle) (Figure 16A et B) [60].  

                   

 

(A) 
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(B) 

Figure 16 : Structure chimique des lignines 

 

La biosynthèse des lignanes avec des groupements hydroxyles en C-9 et C-9’ est la 

plus connue et elle débute par une dimérisation énantioselective de deux unités d’alcool 

coniférylique qui donnera le pinorésinol. Ce dernier est réduit en lariciresinol puis en 

sécoisolaricirésinol grâce aux pinorésinol ou laricirésinol réductase. Le sécoisolaricirésinol est 

à son tour oxydé en matairésinol par le sécoisolaricirésinol déshydrogénase (figure 17). C’est 

la voie de biosynthèse générale des lignanes car la conversion de l’alcool coniférylique en 

matairésinol a été démontrée chez plusieurs espèces végétales [59].       
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Figure 17 : Biosynthèse générale des lignanes 

 

 Les lignanes sont souvent biosynthétisés en quantité importante au niveau de la zone 

correspondant au duramen pour probablement protéger le bois contre sa détérioration causée 

par les champignons [61]. Le cyprès d’Hinoki (Chamaecyparis obtusa) est un arbre qui a 

longtemps été utilisé dans la construction au Japon. Son bois possède un duramen qui contient 

une quantité importante d’hinokinine (figure 18), un lignane qui présente de nombreuses 

propriétés thérapeutiques (anticancéreuses, antiinflammatoires, antimicrobiennes, …) [62]. 
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Certains lignanes ont également des propriétés antimitotiques et antivirales [63]. Dans le 

duramen d’autres espèces de gymnospermes [59], ont été isolés des lignanes telles que 

l’isotaxirésinol, l’hydroxysugirésinol  et l’hibalactone [64] (figure 18).  
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Figure 18 : Structures chimiques de lignanes identifiés dans le bois de gymnospermes.   

         

IV.2.2.2.4. Les flavonoïdes 

Ce sont des polyphénols très répandus dans le monde végétal [53]. Leur structure 

moléculaire de base est un noyau 2-phénylchromane ou de 1,3-diphénylprop-2-èn-1-one 

(figure 19) dont la fonctionnalisation engendre les différentes familles de flavonoïdes et 

permet une répartition des composés. Ainsi on distingue les groupes suivants : les flavones, 

les flavonols, les dihydroflavonols, les flavanones, les flavonols, les  flavan-3-ols, les flavan-

3,4-diols, les isoflavones, les néoflavonoïdes, les anthocyanidines, les chalcones, les 

dihydrochalcones et les aurones (figure 19) [65].  
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Figure 19 : Structures générales des différentes des classes de flavonoïdes.              

Parmi les groupes de flavonoïdes cités, seules les aurones et les dihydrochalcones 

n’ont pas été décrits dans les gymnospermes. Les néoflavonoïdes et les isoflavonoïdes sont 

peu répandus dans le bois de gymnospermes [53]. Les flavonoïdes sont parfois liés à des 

sucres, des lignanes ou des acides phénoliques par des liaisons carbone-carbone, ester ou 

éther. Ils peuvent également former des oligomères ou des polymères tels que les 

proanthocyanidines ou tanins condensés qui proviennent de la polymérisation des flavan-3,4-

diols et flavan-3-ols. Ces composés sont dits « condensés » en référence aux liaisons carbone-

carbone reliant les unités flavaniques. La structure des proanthocyanidines est variable d’un 

β 

α 
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tissu à l’autre ou au niveau d’un même tissu. Ces tanins condensés ne sont pas retrouvés à 

l’état pur dans le bois de gymnospermes contrairement aux autres flavonoïdes. Ils sont 

souvent présents dans des extraits de fractions hétérogènes complexes de couleur brune 

désignées sous le nom de phlobaphènes [66]. Dans l’aubier de la plupart des espèces, on 

retrouve fréquemment des flavonoïdes glycosylés. Mais on peut également en trouver dans le 

duramen de certains bois comme ceux d’Abies amabilis et A. concolor. La taxifoline 

(dihydroquercetine) et le dihydrokaempférol sont deux dihydroflavonols (figure 20) qui sont 

considérés comme les flavonoïdes les plus répandus chez les gymnospermes [65]. En effet, il 

a été rapporté que ces deux composés sont présents sous leur forme aglycone ou glycosylé 

dans le bois de toutes les espèces étudiées, à l’exception de certains pins comme le pin noir de 

Nouvelle Zélande (Podocarpus spicatus) [67].  

Il existe également des flavonoïdes qui jouent le rôle de marqueurs chimiotaxonomiques chez 

certaines espèces. C’est le cas par exemple du cèdre de l’himalaya (Cedrus deodara) qui est le 

seul conifère connu dont le bois contient de la cédeodarine et la cédrine qui sont des dérivés 

6-méthylés de la taxifoline et de la dihydromyricétine. Les teneurs en flavonoïdes simples 

varient selon les espèces de gymnospermes. Généralement, elles sont inférieures à 1% (m/m), 

sauf dans le cas du bois de cœur du mélèze et du sapin de Douglas. Par ailleurs, certaines 

espèces comme Abies pinsapo, A. alba ou A. concolor possèdent un bois dépourvu de 

flavonoïdes [68].  

Les flavonoïdes sont des puissants antioxydants et possèdent de nombreuses autres activités 

dont  des propriétés antifongiques et antibactériennes [69].   
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Figure 20 : Structures chimiques de flavonoïdes retrouvés dans le bois de gymnospermes 

IV.2.2.2.5. Les tanins 

Ce sont des biopolymères polyphénoliques ayant un poids moléculaire compris entre 

500 et 5000 Da. Ils sont subdivisés en deux groupes : les tanins hydrolysables et les tanins 

condensés [70] (figure 21). Les tanins condensés sont des polymères de flavonoïdes. Les 

flavan-3-ols tels que catéchine et epicatéchine sont les unités de flavonoïdes que l’on retrouve 

dans ces polymères (A). Les tanins hydrolysables sont présent chez les dicotylédones 

(angiospermes) et considérés comme des polyesters de sucres, dont le monosaccharide 

principal est le glucose, liés à plusieurs acides phénoliques. Les tanins hydrolysables les plus 

simples sont des polygalloyl esters de glucoses appelés gallotanins (B). L’hydrolyse des 

liaisons ester est réalisable sous l’action d’enzymes, d’acide ou de base. Elle entraine la 

formation des monomères constitutifs tels que le glucose, l’acide ellagique ou l’acide 

gallique. 
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Figure 21 : Structures de tanins condensé (A) et hydrolysable (B).                                                  

V. Le sapin de Douglas 

V.1. Description  

Le sapin de Douglas ou Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Franco est une espèce 

appartenant à la famille des Pinaceae (Pinopsida) (figure 22). C’est un arbre originaire 

d’Amérique du nord qui a été implanté en Europe il y a environ 150 ans [71]. Il peut atteindre 

des hauteurs de 60 mètres en Europe si l’environnement est favorable. Mais à l’est des Etats-

Unis où l’on retrouve les phénotypes les plus âgés, cet arbre peut atteindre 100 mètres de 

hauteur [72]. Son écorce est vert noirâtre ou gris brun foncé avec la présence de cloques de 

résines. En vieillissant, elle devient écailleuse et rugueuse avec des fissures longitudinales 

profondes. Les rameaux sont initialement jaunes clairs puis deviennent rouges bruns et 

légèrement pubescents lorsqu’ils sont secs. Les aiguilles sont vertes foncées ou glauques et 

contiennent deux bandes de stomates abiaxiales, gris blanc, et un apex acuminé ou obtus. Les 

cônes sont bruns, brillants et ont une forme ellipsoide-ovoide. Le sapin de Douglas 

contrairement aux autres conifères possède des strobiles (cônes males terminaux avec des 

bractées fendues en trois parties).  
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Figure 22 : Pseudotsuga menziesii. 

Les plus grandes qualités du sapin de Douglas sont sa vitesse de croissance et sa 

plasticité (capacité de s’adapter aux modifications des conditions environnementales). Ses 

plantations sont capables de produire 20 mètres cube de bois par an à l’hectare lorsque le site 

est favorable à la croissance. Le bois de Douglas est utilisé dans la construction et 

l’ameublement [3]. Il se distingue des autres gymnospermes d’Europe par la différence de 

coloration de ses deux grandes zones : l’aubier qui est de couleur jaune clair et le duramen 

coloré en rouge [5].  

Les différents usages du sapin de Douglas 

- Dans l’alimentation 

Les jeunes poussent sont parfois utilisées comme arôme [73] dans aliments cuits tandis 

que les jeunes aiguilles sont riches en vitamine C et peuvent remplacer le café ou le thé. 

-  En médécine 

Le tronc de l’arbre peut produire une résine ayant des propriétés antiseptiques.  Elle est 

utilisée dans le traitement des toux, des saignements d’intestin et des problèmes d’estomac 
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[74]. Une infusion des pousses de Douglas peut être utilisée dans le traitement des problèmes 

vésicaux et rénaux [74]. 

- Dans la construction  

Le bois de Douglas est utilisé dans la construction de façades [75], de charpentes et de murs à 

ossatures en bois [76]. Ses qualités de durabilité naturelle favorisent également son usage 

dans la construction de terrasse en bois [77].  Il est très apprécié pour les aménagements 

intérieurs (plafonds, sols, murs intérieurs,) car il émet très peu de polluants volatils et 

possèdent des propriétés d’isolation thermique et phonique considérables  

- Autres usages 

L’écorce qui est une source de tanins peut être utilisée comme engrais. La résine obtenue 

à partir du tronc est utilisée comme fixateur dans les savons et la parfumerie [78]. Elle est 

également employée dans la fabrication de colles et de bougies [79]. Des études récentes 

prennent en considération l’utilisation de la biomasse du sapin de Douglas pour l’élaboration 

de biocarburants [50] et d’autres bioproduits à valeur ajoutée [80].  

V.2. Métabolites secondaires et propriétés du bois de Douglas 

Les principaux métabolites secondaires qui sont retrouvés dans le sapin de Douglas sont 

les terpènes, les polyphénols, les acides gras, les lipides et les phytostérols.  

V.2.1. Structure et localisation  

V.2.1.1. Les terpènes 

Les familles de terpènes qui ont été identifiés dans le sapin Douglas sont les 

monoterpènes, les sesquiterpènes, les diterpènes  et les triterpènes [81]. Les monoterpènes et 

les diterpènes, principalement identifiés dans les résines de l’arbre, sont les plus abondantes. 

Ils sont généralement retrouvés dans les résines du bois [82] . Plusieurs composés terpéniques 

ont également été identifiés en quantité importante dans l’oléorésine produite par le bois de 

Douglas, en particulier suite à une exposition aux champignons ou insectes nuisibles. Dans 

l’oléorésine provenant de l’aubier, on retrouve des monoterpènes tels que le β-pinène et 

probablement le limonène. Au niveau de l’oléorésine issu du  bois de cœurs,  on note la 

présence de monoterpènes comme l’α-pinène et en très  faible quantité de limonène et de 

terpinéol [44].  
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Des sesquiterpènes ayant des structures proches ont été identifiés dans le duramen. Il 

s’agit du dihydrotodomatuate de méthyle, les acides todomatuique, ar-todomatuique, 

dihydrotodomatuique, le pseudotsugonal, le ar-pseudotsugonal et le dihydropseudotsugonal 

(figure 23) [83]. Ces composés sont capables d’inhiber l’évolution de certains insectes car ils  

sont ovocides (empêchent le  développement embryonnaire) chez certains insectes [83].  
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Figure 23 : Structures chimiques des sesquiterpènes présents dans le bois de Douglas. 

                                          

Des triterpénoïdes ont été identifiés dans l’aubier du Douglas ; Ce sont le 24R-cycloeucalanol, 

le cycloeucalénol et le 24R-methyllophenol (figure 24) [81].  
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Figure 24 : Structures chimiques des triterpènes identifiés dans le bois de Douglas. 

Le campesterol, le β-sitosterol, le campestanol, le sitostanol, le 24-méthylènecycloartnol 

et le cycloarténol ont été identifiés dans les différentes zones du bois de Douglas. Ces sont des 

terpénoïdes appartenant à la famille des phytostérols.  Ils sont également présents sous forme 

d’ester d’acide gras (AG) (figure 25) [84].    
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Figure 25 : Structures chimiques de phytostérols identifiés dans le bois Douglas. 
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V.2.1.2. Les polyphénols 

Les groupes de polyphénols retrouvés dans le sapin de Douglas sont les flavonoïdes 

[85], les tanins condensés [86] et lignanes [87]. Les flavonoïdes sont présents dans presque 

tout l’arbre (écorce, aiguilles, bois) [85]. Les tanins condensés ont été identifiés dans l’écorce 

[86] et les aiguilles [88]. Les lignanes sont retrouvés dans les résines, l’aubier et l’écorce [87]. 

Un flavonolignane nommé pseudotsuganol a été identifé dans l’écorce [89] 

Dans le bois de Douglas, les polyphénols les plus abondants sont les flavonoïdes et il 

se distingue des autres gymnospermes par des teneurs élevées (2% m/m) en taxifoline dans le 

duramen. D’autres flavonoïdes tels que la myricétine, la pinobanksine, la quercétine, le 

dihydrokaempférol, le kaempferol , la pinocembrine ainsi que le biflavonoïde (5’,5’)-

bidihydroquercétine sont également présents en quantité relativement importante dans le 

duramen (figure 26) [5] [90]. Dans l’aubier, des formes glycosylées de quercétine et de 

taxifoline ont été identifiés tandis que des phlobaphènes sont retrouvés à la fois dans l’aubier 

et le duramen.  
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Figure 26 : Structures chimiques de polyphénols présents dans le bois Douglas. 
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D’autres polyphénols tels que  les lignanes, des tanins condensés et les polymères 

phénoliques ont été identifiés au sein du bois de Douglas [5]. Les composés tels que la 

taxifoline et la quercétine ont des propriétés antioxydantes et antifongiques [69].  

V.3. Propriétés 

V.3.1. Résistance mécanique 

Le Pseudotsuga menziesii fait partie des conifères qui possèdent les meilleures 

propriétés mécaniques car il est le seul résineux courant qui allie une forte largeur de cernes à 

de très bonnes caractéristiques mécaniques (compression, traction, flexion). Contrairement 

aux autres conifères, l’élargissement des cernes annuels a une influence peu significative sur 

la densité du bois de Douglas entrainant ainsi un peuplement intensif sans impacter la qualité 

du bois [3]. Il se distingue également des autres résineux par une excellente stabilité 

dimensionnelle (aptitude du bois à ne pas gonfler ou modifier ses dimensions en fonction de 

son taux d’humidité). 

V.3.2. Durabilité naturelle du bois 

           Selon la norme Européenne EN 350, la durabilité naturelle est  « la résistance inhérente 

du bois à l’attaque par les organismes détruisant le bois ».  

V.3.2.1. Les agents pathogènes destructeurs                  

La durabilité naturelle fait partie des propriétés qui caractérisent une essence forestière. 

Elle détermine la faculté du bois à résister à la dégradation due aux agents biologiques [91]  

qui sont : 

- Les champignons de type Ascomycètes et Basidiomycètes sont à l’origine de la 

pourriture qui entraine une modification irréversible du bois [92]. Ce sont des 

champignons lignivores qui en transformant les éléments constitutifs du bois en 

substances assimilables, digèrent le bois et entraine sa destruction. L’action de ces 

champignons est favorisée s’ils bénéficient d’une température favorable, d’un 

approvisionnement en eau (humidité du bois entre 35 et 40%) et en air suffisant. Les 

espèces les plus fréquemments infectés sont l’épicéa (Picea abies), les pins et mélèzes 

de diverses espèces [93]. 
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-  Les termites sont également responsables de la dégradation du bois. Ils sont 

subdivisés en deux groupes : les termites de bois secs et les termites souterrains. Les 

termites de bois secs ne dépendent pas du sol et vivent en colonies peu denses dans les 

bois qu’ils dégradent tandis que les termites souterrains forment des grandes colonies 

et dépendent du sol qui est leur milieu de vie. Parmi les termites souterrains qui 

attaquent le bois on distingue des espèces comme Reticulitermes grassei, R. lucifugus 

et R. urbis [94]. Les termites de bois sec que l’on rencontre le plus souvent en Europe 

sont de l’espèce Kalotermes flavicollis[94] 

- Les insectes de la famille des Cerambycidae sont responsables de vermoulures qui 

sont des traces laissées par les insectes sur le bois après l’avoir rongé. En Europe ces 

insectes sont à l’origine de ces dégradations chez les conifères [95] .  

V.3.2.2. Conditions favorisant la détérioration du bois 

Selon les conditions dans lesquelles se trouve le bois, il sera exposé à un agent de 

détérioration spécifique. Ainsi le bois peut se retrouver dans quatre conditions [91] :  

- En contact permanent avec le sol ou une source d’humidité mais également exposé 

aux intempéries 

Ces conditions qui sont favorables à des risques permanents de dégradation par les 

termites et la pourriture correspondent au bois utilisé comme poteaux télégraphiques, 

palissades, portes d’écluse, traverses de chemin de fer, …. 

- Sans contact avec le sol mais exposé aux intempéries  

Dans ces conditions, le bois est beaucoup moins exposé aux champignons car son 

exposition à l’humidité n’est plus permanente. Cependant, la pourriture peut apparaitre si 

l’eau des pluies arrive à s’accumuler et stagner dans un endroit en maintenant une humidité 

élevée. 

- Sans être en contact avec le sol et ni exposé aux intempéries  

Ces conditions concernent les menuiseries intérieurs (les portes, les escaliers, 

parquets) dont le bois est le plus souvent exposé qu’au seul risque d’attaque par les insectes. 

Le bois peut exceptionnellement être aussi dégradé par les champignons s’il se trouve dans un 

milieu insalubre. 
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- Immergé dans l’eau  

Lorsque le bois est immergé dans l’eau douce, il ne court aucun risque d’attaque 

terrestre et marine. Dans ces conditions, le bois se conserve très bien mais peut toutefois être 

souvent altéré par certains champignons lorsqu’une partie du bois est émergé (exposé à la 

pourriture si le milieu est humide en permanence). Dans l’eau de mer, le bois n’est pas placé 

dans de bonnes conditions car il est exposé aux xylophages marins. 

V.3.2.3. Les différents mécanismes de défenses 

Pour faire face à ces agents biologiques, les différentes zones du bois mettent en place 

un certain nombre de mécanismes de défense. Dans le cas de l’aubier, trois modèles de 

mécanisme de défense ont été proposés [11] : la compartimentation des pourritures dans les 

arbres (CODIT), le modèle de la zone de réaction et la restriction micro environnementale.  

- Le modèle de CODIT (Compartementalization of Decay in Trees) 

Le CODIT est un modèle de défense qui a été proposé pour expliquer la décoloration 

et la décomposition du bois [96]. Ce modèle considère que les lésions sont délimitées par des 

barrières qui portent les noms de murs allant de 1 à 4 permettant d’isoler les lésions à 

l’intérieur d’un compartiment défini. Les trois premiers murs sont formés à partir du bois 

présent au moment de l’incision ou de l’infection. Ces murs jouent le rôle d’obstacles fixes 

évitant la propagation de l’infection. Le premier empêche la propagation de l’infection axiale 

qui se forme par le colmatage des tissus conducteurs qui sont les trachéides. Le deuxième 

limite la propagation radiale due à des critères anatomiques tels que le parenchyme terminal 

ou l’épaisseur du bois final (bois d’été). Le mur 3 limite la propagation latérale des composés 

des rayons du parenchyme. Enfin, le mur 4 contrairement aux autres murs est formé par le 

cambium pendant l’incision et contient des cellules parenchymateuses traumatiques. C’est le 

mur le plus solide et plus durable.  

- Le modèle de la zone de réaction 

C’est un modèle  développé par Shain qui considère qu’il existe une  zone de réaction 

correspondant à  une zone de réponse active du bois  qui se situe au niveau d’une  interface 

dynamique entre l’aubier vivant et le bois infecté par les pathogènes [97]. Le modèle de la 

zone de réaction est observé dans les bois du Pinus taeda et du Picea abies où se forme un 

tissu nécrotique enrichi en oléoresine et en composés phénoliques antifongiques. La zone de 
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réaction est encerclée par la zone de transition, qui contient la plupart des cellules vivantes et 

métaboliquement actives du parenchyme. La formation de la zone de réaction a lieu après une 

réponse non spécifique dans les arbres infectés ou incisés par des agents pathogènes. 

- Le modèle de la restriction microenvironnementale 

C’est un modèle alternatif proposé pour la restriction des champignons dans le bois 

vivant. Dans ce modèle, c’est l’environnement micro interne des arbres comme la teneur 

élevée en humidité et une faible teneur en oxygène qui empêche une colonisation fongique 

sans défenses actives de l’hôte [98]. 

V.3.2.4. Caractère chimique de la réaction de défense  

Au sein de l’aubier, il existe 4 types de composés chimiques qui peuvent intervenir 

lors de la défense contre les agents pathogènes extérieurs : les inhibiteurs constitutifs, les 

inhibiteurs induits, la résine et les minéraux.  

V.3.2.4.1. Les inhibiteurs constitutifs 

Ce sont des composés préformés que l’on retrouve chez un grand nombre d’espèces de 

gymnospermes mais qui sont peu abondants dans l’aubier et surtout spécifiques du duramen. 

Ces inhibiteurs peuvent être des alcools diterpéniques, des lignanes, des aldéhydes, des acides 

gras et résiniques [11]. La résistance des certains arbres peut être liée à la concentration de ces 

composés au sein de l’aubier. C’est le cas par exemple de Pinus radiata  et P. densiflora dont 

les différences de résistance à l’Heterobasidion annosum (champignon basidiomycète) sont 

influencées par la quantité de pinosylvine et ses dérivés [99]. 

V.3.2.4.2. Les inhibiteurs induits 

Ces inhibiteurs induits ou phytoalexines sont des composés antimicrobiens de faible 

poids moléculaires (acides gras, terpènes et polyphénols) mais dont les quantités augmentent 

lors d’une infection microbienne [100]. Ainsi, une grande partie des composés inhibiteurs 

comme certains stilbènes et lignanes deviennent plus abondants au niveau de l’aubier après 

une attaque microbienne [101]. D’autre composés tels que les résines, les acides gras, les 

phenylpropanoïdes et les flavonoïdes peuvent également intervenir lors de la réaction de 

défense [102].  
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V.3.2.4.3. La résine 

Dans le xylème de conifères, on observe une production importante d’oléorésine qui 

est un mélange constitué de terpènes volatils, d’acides gras et terpéniques. L’importance de la 

résine dans la résistance face aux agents pathogènes extérieurs n’est pas clairement définie 

(on suppose que le rôle de cette résine est de protéger les arbres contre les insectes, les 

incisions et les microorganismes pathogènes) [11] . La présence de résine est surtout 

caractéristique des pins qui en produisent en grande quantité après l’infection de l’arbre [103]. 

L’action principale de la résine serait d’inhiber la croissance des champignons [104]. On 

distingue deux types de résine selon leur origine et leur composition : les résines primaires et 

secondaires.  

La résine primaire qui est préformée permet une réponse rapide lors d’une infection ou 

une incision. La résine secondaire serait originaire des cellules vivantes des rayons du xylème, 

du parenchyme et du phloème [105]. Elle a une action plus importante dans la résistance à une 

attaque due aux agents pathogènes. En effet, lorsque les arbres sont agressés par les 

champignons ou les coléoptères, il s’ensuit une exsudation très importante de résine. Ce 

phénomène est appelé résinose [106]. 

V.3.2.4.4. Les minéraux 

Il est probable que les minéraux associés à des taux élevés en pH prennent part à la 

défense de l’aubier contre la croissance des champignons. En effet on observe une 

augmentation du pH et une importante accumulation des minéraux tels que Ca, Mn, Mg, Zn et 

K pendant l’infection. Mais le mécanisme d’accumulation des minéraux est jusqu'à présent 

peu connu [11]. 

 

Contrairement à l’aubier, dans le duramen les métabolites secondaires ont un rôle plus 

important dans la protection de l’arbre contre les champignons et la dégradation du bois en 

raison de leur capacité à avoir à la fois des activités fongicide et antioxydante (piégeurs de 

radicaux libres) [5]. Cette double défense provient de l’hypothèse selon laquelle les 

champignons qui attaquent le bois utilisent certaines espèces de radicaux libres qui peuvent 

initialement entrainer une perturbation de la paroi cellulaire dans le but d’augmenter la taille 

des pores permettant ainsi une entrée massive d’enzymes fongiques extracellulaires. C’est 

donc cette première étape du processus de dégradation du bois qui peut être inhibée par les 
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propriétés antioxydantes des métabolites secondaires du duramen [107]. Cette durabilité 

naturelle élevée du duramen est également liée à sa grande diversité métabolique due à la 

présence des flavonoïdes, terpènes, stilbènes, lignanes,… [108] 

Par ailleurs, il a été constaté que le duramen jeune était plus résistant à la détérioration 

que le duramen âgé. Cette perte de durabilité observée chez le duramen âgé serait due en 

partie à une lente autoxydation des métabolites secondaires réduisant ainsi leur toxicité et 

diminuant leur capacité antioxydante [107]. 

V.4. Utilisation du bois dans la construction  

Trois grands types de bois sont utilisés dans la construction : les bois exotiques ou 

tropicaux [109], les bois de feuillus et les bois de résineux [76]. Les bois exotiques sont très 

demandés en raison de leur dureté, la diversité de leur aspect et leur facilité à s’adapter en 

milieu humide. Ils sont principalement utilisés en menuiserie, platelage et parqueterie. Les 

bois de feuillus qui étaient auparavant très appréciés dans la construction d’ossature à 

colombage et de charpente sont désormais employés en menuiserie, parqueterie ou 

ébénisterie. Les bois de résineux sont principalement utilisés en menuiserie, parqueterie, 

charpente, aménagement et mobilier d’extérieur. 
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Objectif du travail 

Comme le montre l’étude bibliographique, le bois des gymnospermes contient une 

grande variété de métabolites ayant des structures diverses et possédant de nombreuses 

propriétés biologiques permettant au bois de résister aux agressions environnementales 

(champignons, insectes, …).   

Le sapin de Douglas est une espèce de gymnosperme qui bénéficie de l’un des bois de 

construction les plus utilisés en Europe en raison de ses excellentes propriétés mécaniques 

(compressions, flexions et tractions). Le bois de Douglas présente également une durabilité 

naturelle qui lui permet de résister à l’attaque des insectes et d’autres micro-organismes 

extérieurs tels que les champignons et les bactéries. D’après la littérature, les métabolites 

secondaires (terpènes et polyphénols) contenus dans le duramen seraient à l’origine de la 

protection du bois contre les agents pathogènes extérieurs par des mécanismes complexes [5]. 

Cependant, il n’a pas encore été montré de façon convaincante l’implication des métabolites 

dans les mécanismes de défense contre les agressions environnementales [110]. De plus il 

existe très peu d’informations sur la répartition de ces métabolites dans le bois (duramen, 

aubier, zone de transition) et leur variabilité saisonnière (c’est-à-dire aux différentes périodes 

de l’année). 

La Chaire d’excellence « Ressources Forestières et Usages du Bois » dont l’un des 

objectifs est d’améliorer la durabilité du bois de Douglas a décidé d’engager cette étude sur 

les métabolites de défense. Cependant, plusieurs facteurs pourraient avoir une influence 

qualitative ou quantitative sur les métabolites. C’est dans ce contexte, que notre étude a 

consisté à identifier les métabolites de défense contenus dans le bois de Douglas. Elle a été 

réalisée selon un objectif divisé en deux grandes étapes : 

- La première étape a été d’identifier les métabolites majoritaires présents dans les trois 

zones de bois en utilisant des procédés d’extraction, de purification et d’analyse 

(RMN, LC-MS/MS) 

- La seconde étape a été de comparer les profils métaboliques des échantillons de bois 

prélevés aux 4 saisons de l’année en procédant à la quantification relative par 

LC/MS/MRM des métabolites majoritaires présents dans les extraits. 
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Partie II. Partie expérimentale 

I. Matériel végétal 

Il s’agit des rondelles de tronc de bois de Douglas issues des arbres appartenant à 

l’institut technologique FCBA (Forêt Cellulose Bois Construction Ameublement). Ils 

proviennent d’un site situé à Gimel dans le département de la Corrèze. Les arbres du génotype 

1039 ont été séléctionnés parmi ceux qui ont été répertoriés (1039, 80315, 80189, 80145) sur 

le site. Un arbre a été abattu à chaque saison puis des rondelles ont été prélevées à moins de 

1m 30 du collet. Les prélèvements ont été effectués le 14 octobre 2013, le 9 janvier 2014, le 

17 avril 2014 et le 23 juillet 2014. Cela a permis d’obtenir 4 rondelles différentes provenant 

de chaque saison (automne, hiver, printemps et été) (figures 27 et 28). 

Dans le cas de la saison d’automne, nous avons travaillé sur deux rondelles. La première 

rondelle (Automne N°1) (figure 27) a été utilisée dans le but d’isoler les métabolites 

secondaires présents dans le bois de Douglas et ensuite d’identifier les métabolites dans 

chacune des zones du bois. La deuxième rondelle (Automne N°2) (figure 28) a été utilisée 

pour la quantification relative des métabolites majoritaires identifiés dans le bois de Douglas.  

Pour les autres saisons de l’année, une seule rondelle a également été utilisée pour la 

quantification relative de métabolites majoritaires (figure 28).  

Elles ont été dans un premier temps refroidies à -20°C pour bloquer l’activité 

métabolique puis conservées au congélateur.  Après lyophilisation, chaque rondelle a été 

découpée pour séparer les différentes zones du bois qui sont : l’écorce, l’aubier (A), la zone 

de transition (T) et le duramen (D). La découpe de ces différentes rondelles de bois s’est 

réalisée au moyen d’une micro-scie (figures 27 et 28).  
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Figure 27 : Les trois zones de la rondelle de bois d’automne N°1.  

 

 

 

Figure 28 : Les rondelles de bois prélevées aux différentes saisons de l’année. 

 

Les morceaux d’écorce obtenus ont été stockés et mis de côté, car cette zone du bois 

n’est pas utilisée lors de la construction. Les morceaux de bois séchés de l’aubier, de la zone 

de transition et du duramen obtenu ont été broyés à l’aide d’un broyeur à couteaux haute 

performance SM 2000 RETSCH (taille d’alimentation maximale : 60x80 mm ; récipient 

collecteur : 5 L ; Débit : 0,2-50 kg/h). 
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Les masses des rondelles de bois prélevées aux différentes saisons de l'année sont résumés 

dans le tableau suivant :        

Rondelles Zone (masse en g) 

 A T D 

Automne N°1 (494 g) 290 51 130 

Automne N°2 (341 g) 225 28 63 

Hiver (324 g) 137 11 140 

Printemps (505 g) 191 30 110 

Été (231 g) 185 17 78 

II. Choix du solvant et du type d’extractions 

Des copeaux de bois de Douglas (site Gimel, Corrèze, automne 2013) d’une masse de 

80 g ont été broyés à l’aide d’un broyeur à couteaux MICROTON MB550® Kinematica. Le 

broyat obtenu a été réparti dans 8 flacons contenant 10 g de poudre de bois de Douglas 

préalablement pesées. Ces copeaux de bois ont été utilisés pour réaliser des essais 

d’extractions avec des solvants de polarités croissantes afin de déterminer le solvant approprié 

pour extraire une quantité maximale de métabolites. 

II.1. Extractions avec des solvants de polarités croissantes. 

Dans un erlenmeyer, la poudre de bois (10 g) est extraite par 50 mL de solvant afin de 

réaliser une extraction par macération à froid. Le mélange a été mis sous agitation magnétique 

pendant 2h puis filtré sur du papier filtre. Le filtrat obtenu a été évaporé à l’aide d’un 

évaporateur rotatif. Le marc restant est séché et soumis également à une extraction dans les 

mêmes conditions que précédemment, mais en utilisant cette fois-ci un solvant plus polaire. 

La série d’extraction a été effectuée avec trois solvants : l’hexane, l’acétate d’éthyle et le 

méthanol. Trois extraits ont ainsi été obtenus. Ce sont les extraits hexanique (E1), d’acétate 

d’éthyle (E2) et méthanolique (E3) (figure 29). 

II.2. Délipidation et partition liquide-liquide 

Pour cette série d’extraction, la poudre de bois a été extraite par de l’hexane donnant un 

extrait hexanique (E4). Le marc obtenu a été extrait par du méthanol puis concentré afin 

d’obtenir un extrait méthanolique (E5). Cet extrait a été redissout dans un mélange eau/acétate 

d’éthyle pour effectuer une partition liquide-liquide conduisant à l’obtention de la fraction 

d’acétate d’éthyle (E6). Du n-butanol a ensuite été ajouté à la phase aqueuse restante pour 
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effectuer une deuxième extraction liquide-liquide permettant d’obtenir une fraction 

butanolique (E7). La fraction aqueuse a été concentrée (E8) (figure 29).  

II.3. Extraction avec du méthanol puis partition liquide-liquide  

Une première extraction méthanolique par macération à froid a été réalisée et a abouti à 

l’obtention d’un extrait méthanolique (E9) (m = 95 mg). Cet extrait a été redissout dans l’eau 

puis des extractions liquide-liquide ont été réalisées et successivement avec l’hexane, acétate 

d’éthyle et le n-butanol. Trois fractions ont été obtenues : hexanique (E10), d’acétate d’éthyle 

(E11) et butanolique (E12) (figure 29). 
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 Figure 29 : Représentation schématique des extractions réalisées. 
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II.4. Extraction avec l’acétone aqueux. 

Quatre échantillons de poudre de bois de Douglas (m = 10 g) ont été extraits par 50 mL 

d’un mélange acétone/eau à différents pourcentages de dilution (50/50 ; 70/30 ; 90/10 ; 

100/0). Les extraits obtenus sont E13, E14, E15 et E16 (figure 30). 

  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Figure 30 : Schéma présentant les extractions réalisées avec l’acétone et le mélange 

acétonique aqueux. 
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III. Méthodes d’extractions 

III.1. Extraction par macération à froid 

✓ Principe 

Elle consiste à laisser en contact pendant une durée déterminée, un échantillon solide dans un 

solvant organique pour extraire les composés solubles. 

✓ Conditions expérimentales 

C’est l’échantillon de bois issu du broyage de la rondelle d’automne N°1 qui a été 

utilisée. Le mélange acétone/H2O (70/30) a été employé comme solvant. L’ensemble a été mis 

sous agitation magnétique pendant 6 heures avant d’être filtré sur papier filtre. L’extraction a 

été renouvelée 4 fois sur le même échantillon de bois en utilisant à chaque fois 200 mL de 

solvant. Le filtrat a été concentré à sec avec un évaporateur rotatif. Les extraits de l’aubier et 

du duramen (tableau 2) ont été, par la suite fractionnés sur colonne de gel de Sephadex 

LH20®. 

Tableau 1 : Résultats des extractions réalisées à partir d’échantillons d’aubier et de duramen. 

 

Rondelles Automne 

N°1 

Zone A D 

mbois (g)  280 130 

mext (g) 5  7  

 (%) 1,8 5,4 

 

III.2. Extraction liquide sous pression  

✓ Principe 

L’ASE (Extraction Accélérée par Solvant) est une technique d’extraction qui utilise 

des températures et des pressions élevées afin de pouvoir effectuer des extractions de courtes 

durées. L’appareil utilisé est l’ASE 150® (DIONEX) (figure 31).  
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Figure 31 : L’extracteur ASE 150® et ses principaux composants. 

 

✓ Conditions expérimentales 

- T = 100°c 

- P = 10 bars (valeur recommandée par le manuel d’utilisation de l’appareil) 

- m = 5 g 

- Temps statique (temps pendant lequel la température reste constante) = 5 min 

- Solvant : acétone/H2O (70/30) 

- Volume de solvant = 22 mL 

- Volume de rinçage (quantité de solvant utilisé pour le rinçage de la cellule) = 13,2 mL  

- Temps de purge (temps pendant lequel la cellule est purgée avec de l’azote) = 70 sec 

- Cycle statique (nombre de cycle d’extraction et de rinçage effectué) = 1 

- Nombre d’extraction = 3 

Au niveau de la rondelle d’automne N°1, une masse de 5 g de poudre a été prélevée au niveau 

des échantillons de l’aubier, de la zone de transition et du duramen pour réaliser l’extraction. 

Les extraits obtenus ont été analysés par LC-MS/MS (tableau 3). 

Tableau 2 : Résultats des extractions effectués avec l’ASE 150®. 

Rondelle Automne N°1 

Zone A T D 

mext (mg) 39 11 289 

(%) 0,8 0,2 5,8 
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Dans le cas des échantillons de bois issu du broyage des rondelles prélevés aux quatre 

saisons de l’année, 5 g de poudre ont été prélevés pour réaliser les extractions. Chaque 

échantillon de bois a été extrait par un mélange acétone/eau (70/30)  

 

Tableau 3 : Résultats des extractions réalisées sur les échantillons de bois prélevés aux 4 

saisons de l’année. 

Rondelles Automne N°2  

(341 g) 

Hiver  

(324 g) 

Printemps  

(505 g) 

Été  

(231 g) 

Zone A T D A T D A T D A T D 

mbois (g)  225 28 63 137  11  140  191  30  110  185  17  78  

mext (mg) 470 180 190 213 164 236 152 169 289 123 265 117 

 (%) 9,4 3,6 4,3 4,3 3,3 4,7 3 3,4 5,8 2,5 5,3 2,3 

 

IV. Fractionnement et purification des extraits issus du bois 

d’automne  

IV.1. Extrait d’aubier 

Les extraits obtenus précédemment à partir de chaque zone étudiée sont ensuite 

fractionnés sauf dans le cas de l’extrait provenant de la zone de transition qui a été 

directement analysé en spectrométrie de masse en tandem. Dans le cas de l’aubier, l’extrait 

acétone-eau (m = 5 g) a été fractionné à l’aide d’une colonne (h = 100 cm ; d = 3,5 cm) sur 

gel de Sephadex LH20® (masse de gel = 80 g). C’est une élution par gradient de solvants qui 

a été réalisée. Les solvants d’élutions qui ont été utilisés sont successivement : l’éthanol 

(100%) (v = 100 mL), le mélange méthanol/dichlorométhane (70/30 et 30/70) (v = 100 mL), 

l’acétone (100%) (v = 100 mL) et le mélange acétone/H2O (70/30) (v = 100 mL). Au total, 15 

fractions ont été obtenues (figure 32). Deux composés ont été isolés après repurification sur 

une colonne de gel de Sephadex LH20® (h = 30 cm ; d = 2 cm ; solvant : méthanol : v = 100 

mL ; masse de gel = 24 g) à partir des fractions F7, F8 et F9 : les composés P1 (m = 11 mg et 

m = 9 mg) et P2 (m = 8 mg). Ces deux composés ont été caractérisés par RMN 2D et leurs 

structures ont été confirmées après avoir réalisée une analyse par LC-MS/MS des sous-

fractions F8d et F9f dont ils sont issus. Les autres fractions de l’extrait d’aubier n’ont pas été 
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exploitées, car elles sont constituées de mélanges de plusieurs composés très polaires dont la 

purification est complexe. Cela a été démontré par les analyse en CCM (éluant : 

CH2Cl2/MeOH : 95/5 ; révélateur : anisaldéhyde sulfurique). Ces fractions ont été analysés 

par LC-HRMS pour identifier des métabolites. L’une des sous-fractions (F6f) issue de la 

repurification de la fraction F6 sur une colonne de gel de Sephadex LH20® (h = 30 cm ; d = 2 

cm ; solvant : méthanol : v = 100 mL ; masse de gel = 24 g) a également été analysée par LC-

MS/MS. 

 

Figure 32 : Schéma général du fractionnement et de la purification de  l’extrait d’aubier. 

IV.2. Extrait de duramen 

Au niveau du l’extrait de duramen, une étape d’extraction liquide-liquide a été réalisée 

avant d’effectuer le fractionnement afin d’isoler les composés en fonction de leur polarité 

(figure 33). L’extrait a été redissous dans l’eau afin d’effectuer des extractions liquide-liquide 

avec successivement l’éther d’éthyle, l’acétate d’éthyle et le n-butanol. Quatre fractions 

correspondantes ont été obtenues : d’éthyle (m = 3 g), d’éthyle (m = 2 g), butanolique (m = 1 

g) et aqueuse (m = 1 g).  La fraction d’éther d’éthyle qui a été repurifiée en premier à l’aide 

d’une colonne (h = 100 cm ; d = 3,5 cm) de gel de Sephadex LH20® (masse de gel = 80 g), a 

été éluée par le méthanol. Le fractionnement a permis d’obtenir 9 sous fractions et les 

produits P3 et P4 ont été isolés puis caractérisés par RMN 2D au niveau des sous fractions F3 

(390 mg) 

F7 et F8 F1 à F6 

(20 mg) 
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et F5 (figure 32). Les sous-fractions au niveau desquelles des composés n’ont pas été isolés, 

ont été analysées par LC-MS/MS pour identifier des métabolites.  

La seconde fraction à être purifiée est celle de l’acétate d’éthyle. La purification a été 

effectuée sur une colonne de silice (h = 100 cm ; d = 3 cm ; masse de silice = 90 g) avec une 

élution par gradient de solvants (dichlorométhane/méthanol : 95/5 à 80/20) et 8 sous fractions 

ont été obtenues. Après avoir rassemblé les sous fractions F2 et F3 qui se sont révélées être 

identiques d’après les résultats de l’analyse par CCM (éluant : C6H14/AcOEt : 80/20 ; 

révélateur : anisaldéhyde sulfurique), le produit P4 a été isolé. Les autres sous fractions ont 

été analysées par LC-MS/MS pour identifiés les composés qui n’ont pas été isolés.  

Les fractions butanoliques et aqueuses n’ont pas été purifiées car les résultats de 

l’analyse par CCM ont montré la présence de composés très polaires qui ne peuvent pas être 

isolés avec les méthodes de purifications utilisées. L’analyse par LC-MS/MS de ces fractions 

a été réalisée pour identifier ces composés.  
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Figure 33 : Schéma général du fractionnement et  de la purification de l’extrait du duramen. 

 

P3 
(2,5 mg) 

P4 
(20,2 mg) 

Extrait acétonique 
aqueux

(7g)

Fraction d'éther 
d’éthyle

(3 g)

F3

(120 mg)

F5

(756 mg)

Fraction d'acétate 
d'éthyle

(2 g)

F2+F3  = F2'

(243 mg)

F2'A F2'B

F1, F4, F5, F6, F7, 
F8

(1,5 g)

Fraction 
butanolique 

(1 g)

Fraction aqueuse

(1 g)

F1, F2, F4, F6, F7, 
F8, F9

(2 g)
P4 

(20 mg) 

 

AcOEt  n-BuOH  

C6H12/AcOEt  

Et2O  

LH20 (MeOH)  

Extraction liquide-liquide : solvant/H2O (50/50)  

CH2Cl2/MeOH  
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IV.3. Description des produits isolés 

Quatre composés ont été isolés après purification des extraits de l’aubier et du 

duramen.  Les produits isolés sont :  

- Le produit P1 a été isolé dans les fractions F7 et F8 de l’extrait acétone aqueux de 

l’aubier. Ce produit a été identifié comme étant la taxifoline [5] par analyse en RMN 

1D et 2D. Il existe 4 diastéréoisomères [111] possibles de ce composé dont deux ont 

été isolés dans les fractions(le majoritaire pour F7 et en mélange de deux composés 

pour F8). Ce produit est une poudre d’aspect brun clair. L’analyse par LC-MS/MS de 

la sous-fraction a été également effectuée pour confirmer la structure du composé 

(figure 31).  
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                         (+) (2R,3R)                                           ou                                   (-) (2S,3S) 

                      Diastéréoisomères majoritaires de la taxifoline 

Formule brute : C15H12O7. 

Masse molaire : 304 g/mol. 

Point de fusion : 220°C. 

UV (analyse CLHP-UV) λmax : 288 nm. 

CCM : Rf = 0,24 (CH2Cl2/MeOH 95/5). 

Révélateur : anisaldehyde sulfurique (coloration : brun clair). 

Fraction F7 : diastéréoisomère majoritaire. 

RMN1H (400 MHz, CD3OD) : 6,96 (d, H-2’, J = 1,6 Hz) ; 6,83 (dd, H-6’, J = 1,6 et 

8,2 Hz) ; 6,74 (d, H-5’, J =8,2 Hz) ; 5,92 (d, H-6, J = 1,9 Hz) et 5,88 (d, H-8, J = 1,9 

Hz) ; 4,89 (d, H-2, J = 11,5 Hz) ; 4,48 (d, H-3, J = 11,5 Hz). 

RMN13C (100 MHz, CD3OD) : 198,6 (C-4) ; 165,5 (C-5) ; 168,7 (C-7) ; 164,7 (C-8a); 

147,3 (C-4’) ; 146,5 (C-3’) ; 130,0  (C-1’) ; 121,0 (C-6’) ; 116,2 (C-5’) ;  116,0 (C-

2’) ; 102,0 (C-4a); 97,5 (C-6) ; 96,4 (C-8) ; 85,3 (C-2) ; 73,8 (C-3). 
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                             (+) (2S,3R)                                  ou                                            (-) (2R,3S) 

                                           Diastéréoisomères minoritaires de la taxifoline 

Fraction F8 : diastéréoisomère minoritaire. 

RMN1H (400 MHz, CD3OD) : 6,99 (d, H-2’, J = 1,6 Hz) ; 6,83 (dd, H-6’, J = 1,6 et 

8,2 Hz) ; 6,77 (d, H-5’, J =8,2 Hz) ; 5,95 (d, H-6, J = 2,0 Hz) et 5,90 (d, H-8, J = 2,0 

Hz) ; 5,29 (d, H-2, J = 2,5 Hz) ; 4,18 (d, H-3, J = 2,5 Hz). 

RMN13C (100 MHz, CD3OD) : 196,7 (C-4) ; 168,8 (C-7) ;  164,7 (C-5) ; 164,6 (C-8a); 

146,7 (C-4’) ; 146,3 (C-3’) ; 128,9  (C-1’) ; 120,2 (C-6’) ; 116,2 (C-5’) ;  116,1 (C-

2’) ; 101,9 (C-4a); 97,3 (C-6) ; 96,4 (C-8) ; 83,1 (C-2) ; 73,3 (C-3). 

 

- Le produit P2 qui a été isolé dans la fraction F9 de l’extrait d’aubier. Il a été identifié 

comme étant la quercétine[5] par RMN 1D et 2D. Ce composé se présente sous la 

forme d’une poudre jaune. L’analyse par LC-MS/MS de la sous-fraction a été réalisée 

pour confirmer la structure de ce composé. 
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Formule brute : C15H10O7. 

Masse molaire : 302 g/mol. 

Point de fusion : 316°C. 

UV (analyse CLHP-UV) λmax : 254 nm, 370 nm. 

CCM : Rf = 0,36 (CH2Cl2/MeOH 95/5). 

Révélateur : anisaldéhyde sulfurique (coloration : jaune) ou au chlorure ferrique. 

RMN1H (400 MHz, CD3OD) : 7,73 (d, H-2’, J = 2,0 Hz) ; 7,62 (d, H-6’, J = 2,0 et 8,5 

Hz) ; 6,87 (d, H-5’, J =8,5 Hz) ; 6,38 (d, H-8 et H-6, J = 2,0 Hz). 
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RMN13C (100 MHz, CD3OD) : 177,5 (C-4) ; 162,7 (C-7) ;  165,8 (C-5) ; 158,4 (C-8a); 

148,1 (C-4’) ; 146,4 (C-3’) ; 124,3  (C-1’) ; 121,8 (C-6’) ; 116,4 (C-5’) ;  116,1 (C-

2’) ; 104,7 (C-4a) ; 99,4 (C-6) ; 94,6 (C-8) ; 137,4 (C-2) ; 148,0 (C-3). 

 

- Le produit P3 a été isolé dans la fraction d’éther d’éthyle du duramen. Ce produit qui 

se présente sous la forme d’une poudre incolore a été identifié comme étant l’acide 

dihydrotodomatuique[83].  

O

CH3CH3

HOOC

CH3

   

                    Acide dihydrotodomatuique 

            Formule brute : C15H26O3. 

            Masse molaire : 254 g/mol. 

            CCM : Rf = 0,42 (C6H14/AcOEt 80/20). 

            Révélateur : anisaldehyde sulfurique (Coloration : bleue). 

RMN1H (400 MHz, CD3OD): 2,66 (s él., H-1) ; 2,25 (d, H-4’, J = 2,0 Hz )  ; 2,07 (m, 

H-2 et H-6) ; 2,07 (m, H-2’) ; 2,07 (m, H-5’) ;1,90 (m, H-1’) ;  1,51 (m, H-3 et H-5) ; 

1,22 (m, H-4) ; 0,91 (d, CH3-5’, J = 2,8 Hz) ; 0,89 (d, CH3-5’, J = 2,8 Hz) ; 0,82 (d, 

CH3-1’, J = 6,8 Hz). 

RMN13C (100 MHz, CD3OD) : 211,1 (C-3’) ; 180,0 (COOH) ; 52,4 (C-4’) ; 48,0 (C-

2’) ; 41,8 (C-4) ; 39,3 (C-1) ; 33,1 (C-1’) ; 27,0 (C-2 et C-6) ; 26,6 (C-3 et C-5) ; 24,5 

(C-5’) ; 22,6 (CH3-5’) ; 22,5 (CH3-5’) ; 16,8 (CH3-1’). 

 

- Le produit P4 a été isolé dans les fractions d’éther d’éthyle et d’acétate d’éthyle du 

duramen. Ce produit qui est une poudre incolore  a été identifié comme étant l’acide-4-

(4-méthylphényl)pentanoïque [112] ou acide 4-p-tolylvalérique [113] après l’analyse 

de la fraction par RMN 2D.  
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Acide 4-p-tolylvalérique 

            Formule brute : C12H16O2. 

            Masse molaire : 192 g/mol. 

            CCM : Rf = 0,39 (C6H12/AcOEt 80/20). 

            Révélateur : anisaldéhyde sulfurique (coloration : marron). 

RMN1H (400 MHz, CD3OD) : 7,05 (m, H-2, H-3, H-5 et H-6) ; 2,64 (m, H-7) ; 1,81 

(m, H-8) ; 2,09 (ddd, H-9, J = 12,1 Hz, 5,9 Hz et 1,5 Hz) ; 2,29 (s, CH3-4) ; 1,22 (d, 

CH3-7, J = 6,9 Hz). 

RMN13C (100 MHz, CD3OD) : 179,6 (C-10) ; 145,1 (C-1) ; 136,7 (C-4) ; 130,2 (C-3 

et C-5) ; 128,1(C-2 et C-6) ; 40,6 (C-7) ; 35,3 (C-8) ; 34,8 (C-9) ; 22,9 (CH3-7) ; 21,2 

(CH3-4). 

V. Méthodes de séparations et techniques analytiques 

V.1. Chromatographie sur couche mince (CCM) 

✓ Principe 

C’est une technique de chromatographie permettant de séparer des mélanges de 

composés en se basant sur les différences d’affinité des composés à l’égard d’une phase 

stationnaire et d’une phase mobile. La phase stationnaire est solide et est fixée sur plaque en 

aluminium. La phase mobile correspond à l’éluant qui peut être un mélange de solvant. Le 

mélange à séparer est déposé en faible quantité sur la phase stationnaire. Ensuite cette phase 

fixe est mise en contact avec la phase mobile qui va migrer vers le haut de la plaque par 

capillarité et entrainer les constituants du mélange. Chaque composé est caractérisé par son 

rapport frontal (Rf) qui correspond au rapport entre la distance de migration du composé sur 

celle du front de solvant. 
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✓ Conditions expérimentales 

Chaque CCM a été réalisée sur une phase stationnaire qui correspond à une plaque 

d’aluminium recouverte d’un gel de silice (Si60 F254) avec un indicateur de fluorescence 

MERCK®. Le solvant d’élution ou la phase mobile utilisée est un mélange de solvant qui 

diffère selon la polarité de l’extrait ou de la fraction étudiée. Après migration, la plaque est 

observée sous une lampe UV à 254 et 365 nm puis révélée avec l’anisaldéhyde sulfurique 

(révélateur universel).  

V.2. Chromatographies sur colonne 

V.2.1. Chromatographie sur colonne de silice 

✓ Principe 

C’est une technique qui permet de séparer des produits en fonction de leur polarité et 

affinité sur silice.  L’élution des composés est effectuée des moins polaires aux plus polaires. 

✓ Conditions expérimentales 

La phase stationnaire utilisée est le gel de silice (POLYGOPREP 60-20 ; 15-25 µm ; 

Art .711240.1000) dont la masse est 100 fois supérieure à celle de l’extrait ou de la fraction à 

purifier, et d’une phase mobile à savoir un mélange d’éluant (dichlorométhane/méthanol ou 

cyclohexane/acétated’éthyle) dont les gradients d’élutions sont : dichlorométhane/méthanol/ 

95/5 et cyclohexane/acétate d’éthyle/80/20 à 100% d’acétate d’éthyle. Le dépôt de 

l’échantillon sur la phase stationnaire a été effectué soit en solution ou soit par dépôts à sec. 

Les fractions obtenues ont été recueillies soit dans des tubes à hémolyse (5 mL), soit dans des 

tubes pour collecteur de fraction (Spectra/Chrom® CF-2 Fraction collector).  

V.2.2. Chromatographie liquide à moyenne pression  

✓ Principe 

C’est une technique qui permet de séparer des produits en fonction de leur polarité en 

utilisant un solvant soumis à une pression de l’ordre de 10 à 20 bars.  

Distance de migration du composé 

Distance parcourue par le solvant 

Rf = 
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✓ Conditions expérimentales 

Le système de chromatographie est constitué d’une phase stationnaire qui est une 

colonne remplie de silice (POLYGOPREP 60-20 ; 15-25 µm ; Art .711240.1000) et une phase 

mobile qui est un mélange de solvant (C6H12/AcOEt) mis sous pression à l’aide d’une pompe 

BUCHI (Pump manager C-15, Sepacore®). La taille de la colonne ainsi que le volume de la 

phase stationnaire varient selon la quantité d’échantillon à purifier (20 à 50 cm de hauteur).  

L’échantillon est déposé sur la phase stationnaire soit en solution ou par dépôt à sec.  

V.2.3. Chromatographie d’exclusion stérique 

✓ Principe 

Cette technique de purification utilise un gel de dextrane qui apparait sous la forme de 

billes poreuses. Il existe plusieurs types de gel de Sephadex qui se différencient par la taille et 

la porosité des billes. Cette méthode chromatographique permet de séparer les composés en 

fonction de leur taille. Les petites molécules pourront pénétrer à l’intérieur des billes de 

Séphadex car elles possèdent un diamètre inférieur à celui des pores du gel. Les grosses 

molécules ne pourront pas pénétrer dans les billes et seront exclues du gel à cause de leur 

grande taille. Ainsi les grosses molécules seront éluées en premier, car elles auront un trajet 

plus court tandis que les petites molécules seront éluées en dernier parce qu’elles auront une 

plus longue distance à parcourir pour atteindre le bas de la colonne.  

✓ Conditions expérimentales 

Le gel de Sephadex qui a été utilisé est de type LH-20® (SIGMA-ALDRICH ; 

diamètre des billes : 25-100 µm), car il est adapté aux solvants organiques pour la séparation 

des métabolites (les terpènes, les composés phénoliques, les lipides et des peptides) de faibles 

poids moléculaires. Le choix des colonnes sur lesquelles a été déposé le gel sephadex, varie 

en fonction de la quantité d’extrait à purifier. Il s’agit des colonnes allant de 23 à 100 cm de 

hauteur avec un diamètre interne de 2 ou 3 cm. L’extrait solide a été préalablement solubilisé 

dans le solvant d’élution (méthanol) avant d’être déposé sur le gel. 
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V.3. Chromatographie liquide haute performance couplée avec un détecteur 

UV-visible 

✓ Principe 

Elle permet de séparer des composés en fonctions de leur affinité avec une phase 

stationnaire.  Si la phase stationnaire est apolaire, les produits polaires seront élués en premier 

tandis que les produits peu polaires seront élués en dernier. 

✓ Conditions expérimentales 

Une colonne de silice phase inverse (Hibar® 250-4 Lichrospher® 100 RP-18 (5 µm)) a 

été choisie comme phase stationnaire pour réaliser la séparation chromatographique à un débit 

de 0,8 mL/min. Les solvants d’élution utilisés sont : 

- Solvant A : H2O 

- Solvant B : ACN 

 

Les gradients d’élution utilisés au cours de l’analyse sont résumés sur le tableau ci-dessous : 

 

T(min) %B 

0 10  

60 60 

65 10  

 

Chaque fraction ou extrait a été solubilisé dans l’ACN à une concentration de 

1mg/mL, puis un aliquote de chacune d’entre elles a été transvasé dans des tubes de 2 mL 

(KIMBLE®, vial, clear, Autosampler). Ces tubes ont ensuite été placés dans un appareil 

HPLC alliance (HPLC waters 2690 Alliance) couplé à un détecteur à barrettes de photodiodes 

(Waters 996 Photodiode Array Detector). L’appareil muni d’un injecteur automatique a 

ensuite été configuré) pour injecter 10 µL de chaque échantillon et permettre à la phase 

mobile de parcourir le système chromatographique avec une pression de 1600 Psi.  Enfin les 

spectres UV ont été observés entre 210 et 395 nm.  
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V.4. Chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse en tandem  

Le système HPLC consiste en une pompe Shimadzu LC 10 ADvp (Japon) avec un 

auto-injecteur SIL-Ht et un four CTO-10ASvp (plateforme SCRABL). La séparation 

chromatographique a été réalisée sur une colonne Atlantis T3 (100 Å, 5 μm, 2,1 mm x 100 

mm) (Waters) à un débit de 0,2 mL/min. 

 Solvant A : Eau / 0,1% acide formique 

 Solvant B : acétonitrile / 0,1% acide formique  

L’élution est réalisée comme suit : équilibration à 5% de solvant B, augmentation à 

95% de B en 30 min, 95% de B maintenu pendant 5 min, enfin diminution à 5% de B en 2 

min et rééquilibration de la colonne pendant 8 min.  

La détection est effectuée par un spectromètre de masse hybride triple quadrupole / 

trappe d’ions linéaire 4000 Q-TRAP® équipé d’une source d’ionisation Electrospray turbo Ion 

Spray (ESI) et contrôlé par le logiciel Analyst 1.5 (plateforme SCRABL). 

L’ionisation est effectuée en mode négatif avec les paramètres suivants : 

 Voltage Ion Spray (IS), -4 500 V 

 Température de source : 500°C 

 Curtain gas, 15 unités arbitraires 

 Ion source gas 1 et 2, respectivement 20 et 30 unités 

 Declustering Potential (DP), -50 V  

 Gaz de collision : azote 

L’acquisition est réalisée en mode IDA (Information-Dependent Acquisition) : le 

spectromètre de masse alterne en continu entre un survey scan en mode Enhanced MS (scan 

MS avec accumulation des ions dans la trappe linéaire) et un à trois dependant scan en mode 

EPI (Enhanced Product Ion scan) : les 3 ions les plus intenses de chaque spectre MS sont 

sélectionnés comme ions parents (sans autres critères de sélection), et sont fragmentés en EPI 

(Collision Energy (CE), -40V ± 15 V) pour obtenir les spectres de fragmentation (MS/MS) 
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spécifiques à chaque molécule sélectionnée (ensemble des « ions fragments »). Chaque ion 

peut être sélectionné pour un maximum de 2 occurrences consécutives, il est ensuite exclu 

pendant 30 secondes. Cette exclusion a pour but de limiter la sélection des ions majoritaires et 

de descendre en sensibilité. 

La durée d’analyse est de 45 min avec les gammes de masses (m/z) 100-600 Da (sous-

fractions de l’aubier) et 50-1000 Da (extraits des trois zones du bois et fractions du duramen). 

Chaque analyse a permis d’obtenir un courant ionique total ou Total Ion Current (TIC) qui est 

un spectre montrant les intensités des ions présents dans l’échantillon analysé en fonction de 

leur temps de rétention (tR). Ce sont les spectres MS/MS des composés présentant des valeurs 

d’intensité de TIC supérieure ou égale à 1e5 (ou 1x105) qui ont été pris en compte pour 

l’identification parce qu’ils sont majoritaires dans l’échantillon. 

V.5. Chromatographie liquide haute performance couplée à la spectrométrie 

de masse en tandem 

Le système HPLC correspond à une pompe Dionex Ultimate® 3000 RSLC 

(Allemagne) (plateforme HRMS ICOA d’Orléans). La séparation chromatographique a été 

réalisée sur une colonne Acclaim® RSLC 120 C18 (120 Å, 2,2 μm, 2,1 mm x 250 mm) 

(Dionex) à un débit de 500 μL/min. 

 Solvant A : Eau / 0,1% acide formique 

 Solvant B : acétonitrile / 0,08% acide formique  

L’élution est réalisée comme suit : équilibration à 3% de solvant B, augmentation à 

70% de B en 30 min, 95% de B maintenu pendant 7 min, enfin diminution à 3% de B en 1 

min et rééquilibration de la colonne pendant 5 min. 

La détection est effectuée par un spectromètre de masse hybride quadrupole / temps de 

vols d’ions Q-TOF® équipé d’une source d’ionisation Electrospray (ESI) et contrôlé par le 

logiciel DataAnalysis 4.1 (plateforme HRMS ICOA d’Orléans). 

L’ionisation est effectuée en mode négatif avec les paramètres suivants : 

 Voltage Ion Spray (IS), -4 500 V 

 Température de source : 200°C 
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La Méthode d’acquisition utilisée est : CYC - Small MW - 2013-07-25 - LCMS-

NEG.m. La durée d’analyse est de 40 min avec la gamme de masse (m/z) 50-2500 Da. La 

recherche des formules brutes des composés a été ensuite effectuée à partir des données de 

spectrométrie de masse et en utilisant plusieurs critères qui sont la tolérance en masse (3 

ppm), la parité électronique (les ions radicaux sont exclu), le nombre d’atomes de C, H, O (le 

nombre minimal de C est déterminé automatiquement par la distribution isotopique, le ratio 

H/C est compris entre 0 et 3 , le nombre d’insaturations inférieur à 80 et nombre maximum 

d’atome est illimité) et d’atome de N (le nombre maximum est 6). 

V.6. Quantification relative par MRM. 

✓ Principe 

La MRM (Monitoring réaction multiple) ou suivi de réactions multiples est une technique 

qui utilise la spectrométrie de masse en tandem pour quantifier des molécules d’intérêts en se 

basant sur l’abondance d’un ou plusieurs ions fragments caractéristiques. Ce type d’analyse 

est effectué avec un spectromètre de masse de type QTRAP couplé à un système de 

chromatographie liquide. L’analyse comprend deux étapes de sélection d’ions de m/z 

prédéfinis. Au cours de la première étape un ion précurseur de m/z prédéfini est sélectionné 

dans le premier quadrupole de l’appareil. L’ion est ensuite fragmenté dans le deuxième 

quadrupole par collision avec un gaz puis un fragment spécifique de l’ion précurseur prédéfini 

est selectionné dans le troisième quadrupole. L’intensité du signal généré par ce fragment est 

utilisée pour la quantification du composé analysé. La combinaison de la valeur m/z du 

composé à quantifier (ion précurseur) et la valeur m/z du fragment forme un ensemble appelé 

« transition ». Ces valeurs sont définies avant l’analyse et sont utilisées pour paramétrer le 

spectromètre de masse. 

✓ Conditions expérimentales 

Le système qui a été employé pour l’analyse est un spectromètre de masse PerkinElmer à 

triple quadrupole QTRAP 4000 (AB-Sciex) couplé à une pompe Shimadzu LC 10 ADvp avec 

un auto-injecteur SIL-Ht et un four CTO-10ASvp (plateforme SCRABL). La séparation 

chromatographique a été réalisée sur une colonne Atlantis T3 (100 Å, 5 μm, 2,1 mm x 150 

mm) (Waters) à un débit de 0,2 mL/min.  

Les gradients d’élution utilisés au cours de l’analyse sont résumés sur le tableau ci-dessous : 
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T 

(min) 

%B 

ACN + 0,1% 

acide formique 

%A 

H2O + 0,1% acide 

formique 

0 5 95 

2 20 80 

17 40 60 

22 75 85 

23 95 5 

28 95 5 

35 5 95 

Les spectres MS/MS obtenus ont permis de mettre en place la méthode de quantification en 

sélectionnant les 2 ou 3 fragments les plus intenses.   

V.7. Résonance magnétique nucléaire  

Les spectres de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) ont été enregistrés sur un appareil 

Brücker DPX-400, respectivement à une fréquence de 400,13 MHz pour le proton et de 

100,62 MHz pour le carbone (plateforme SCRABL). Les paramètres relevés sur les spectres 

1D (1H et 13C) sont les déplacements chimiques δ exprimés en ppm en prenant le 

tétraméthylsilane comme référence interne et les constantes de couplage J exprimées en Hz et 

calculées d’après la multiplicité du signal. Les abréviations retenues pour nommer les figures 

sont ; s (singulet), d (doublet), dd (double doublet), t (triplet), q (quadruplet), m (multiplet). 

Les figures élargies comportent un « él » en indice. 

 La RMN 2D (2 dimensions) regroupe les spectres HMBC, HSQC et COSY. Le spectre 

HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation) qui permet d’établir la corrélation directe 

entre le proton et le carbone qui le porte (couplage 1H-13C). Le spectre COSY (COrrelated 

SpectroscopY) permet de déterminer les couplages homonucléaires 2J ou 3J entre protons 

vicinaux et adjacents et enfin le spectre HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) 

montre les corrélations proton-carbone à travers 2 à 4 liaisons (2J, 3J ou 4J).  

Les solvants utilisés sont le chloroforme deutéré (CDCl3) et le méthanol deutéré (CD3OD).  
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VI. Méthode d’évaluation biologique 

                       Mesure de l’activité antioxydante par résonance paramagnétique 

électronique 

                       Principe 

Elle a été effectuée sur un spectromètre RPE (Résonance Paramagnétique 

Electronique). Il existe deux types de techniques de mesure : le spin-labelling [114] et le spin-

trapping [115]. La technique qui a été utilisée est le spin labelling qui consiste à mettre 

l’échantillon à étudier en présence d’un composé radicalaire ou spin-label qui est stable au 

cours du temps et donne un spectre caractéristique en RPE. 

 

Figure 34 : Réaction chimique du DPPH avec un phénol.         

La mesure de l’activité antioxydante d’un composé présent dans un échantillon est 

déterminée par l’aptitude du composé à capter le radical en le transformant en un composé 

non radicalaire sans réponse en RPE (figure 34). Ainsi la réduction du radical se caractérise 

par la diminution de l’amplitude du signal mesuré. Le DPPH (1,1-Diphényl-2-Picrylhydrazyl) 

est le radical qui a été choisi pour réaliser les mesures de l’activité antioxydante des extraits 

car il est compatible avec tous les solvants utilisés et présente les caractéristiques d’un bon 

spin-label. 

                            Détermination de l’activité antioxydante des extraits de bois de Douglas 

Une solution éthanolique du radical DPPH à une concentration de 5.10-4 M a été 

mélangé, à volume égal, au solvant d’extraction pour obtenir le signal de référence.  

Ensuite une nouvelle mesure a été effectuée avec la solution de l’extrait à tester et la solution 

du radical DPPH à volume égal. Cette mesure permet de diminuer le nombre de radicaux 

libres et entraine une baisse du signal. 
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 Et enfin une nouvelle mesure de la double intégrale du signal correspondant au mélange des 

solutions d’extrait et de DPPH a été effectuée pour quantifier l’activité antioxydante. Chaque 

mesure a été effectuée à trois reprises. Les résultats qui sont exprimés en pourcentage 

d’inhibition du signal de référence, s’obtiennent par la formule suivante :  

                                                                                                                                                           

ref = double intégrale du signal de référence 

extrait = double intégrale pour le mélange DPPH+extrait 

bdf =  bruit de fond 

ref - extrait 

ref - bdf 
%inhibition = 
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Partie III. Résultats et discussions 

I. Choix du solvant d’extraction 

Les extractions ont été effectuées par macération à froid en utilisant soit des solvants 

des polarités croissantes soit un solvant polaire après délipidation ou non suivie d’une 

partition liquide-liquide ont permis d’obtenir 16 extraits (E1 à E16) (figures 29 et 30).  

Après avoir déterminé les pourcentages massiques, on remarque une variation relativement 

importante de la quantité des molécules extraites en fonction de la polarité du solvant. Avec 

un solvant apolaire (hexane) de faibles pourcentages massiques sont obtenus (E1, E4, E10) 

tandis que dans le cas des solvants polaires, ils sont relativement élevés (E2, E3, E5 à E16) 

(figures 35A et B).  
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(B) 

Figure 35 : Pourcentages massiques des extractions effectuées.  

 

Les extractions les plus efficaces sont celles qui ont été réalisées avec les solvants 

moyennement polaires ou polaires tels que l’acétone (E13), le MeOH (E9), et les mélanges 

acétone/eau (E14, E15 et E16) (figure 35B) sans passer préalablement par des étapes de 

délipidation ou de partition liquide-liquide (E1 à E12). Le pourcentage massique le plus élevé 

est obtenu avec le mélange acétone/eau (50/50) (figure 35A).  Cela est dû à la polarité des 

métabolites secondaires présents dans le bois de Douglas. En effet,  il contient une proportion 

importante de polyphénols qui sont majoritairement de polarité intermediaire [5]. Avec le 

MeOH seul, ce sont uniquement des produits polaires qui sont extraits tandis que l’acétone 

entraîne les produits apolaires et moyennement polaires. La combinaison de l’acétone et l’eau 

est un bon compromis pour extraire les composés de différentes polarités. 

L’activité antioxydante des extraits obtenus a été également mesurée par RPE 

(Résonance Paramagnétique Electronique). Cette activité est la capacité d’un composé appelé 

antioxydant à piéger un radical en le transformant en un composé non radicalaire. Ces 

antioxydants sont capables de piéger et d’inhiber les « Espèces Réactives de l’Oxygène » 

(ERO) qui favorisent la détérioration du bois par oxydation [116]. 

 C’est la raison pour laquelle dans notre étude nous avons voulu déterminer prioritairement les 

extraits qui présentent une activité antioxydante intéressante. Cette mesure est basée sur la 
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détermination de la capacité de chaque extrait à inhiber le radical DPPH. Les résultats (figure 

36) ont montré que ce sont les extraits E3, E6, E12, E14 et E16 qui ont les meilleurs activités 

antioxydantes avec un pourcentage d’inhibition du radical DPPH>75% (l’activité 

antioxydante est efficace lorsque le pourcentage d’inhibition du DPPH est > 50%) [117]. Les 

extraits E3, E6 et E12 sont issus de l’extraction directe avec le MeOH ou après partition avec 

l’AcOEt et le n-BuOH et contiennent des produits moyennement polaires et polaires  [118] . 

 

Figure 36 : Résultats de la mesure de l’activité antioxydante des  extraits. 

 

Après avoir effectué plusieurs extractions en utilisant des solvants ayant des polarités 

différentes et mesuré l’activité antioxydante des extraits obtenus, le solvant choisi pour 

l’extraction des métabolites du bois Douglas est le mélange acétone/eau (70/30) (E15).  Avec 

ce solvant, un pourcentage important de molécules présentant une activé antioxydante 

intéressante (pourcentage d’inhibition du DPPH de 79,5%) et des polarités différentes 

(présence de produits peu polaires et polaires) d’après le chromatogramme observé en CLHP 

UV-Visible (qui permet d’exclure le mélange acétone/eau 90/10 et 50/50) (figure 37) sont 

extraites.  
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Figure 37 : Chromatogramme obtenus par CLHP UV-Visible des extraits E14, E15 et E16 (à 

218 nm). 

 

Au niveau des chromatogrammes (figure 37) un pic intense à 22 minutes correspondant au 

produit majoritaire est observé. Ce qui limite l’observation des autres composés. 

II. Choix de la méthode d’extraction 

L’extraction manuelle (par macération à froid) et l’extraction liquide sous pression 

réalisée avec l’extracteur ASE ont été comparées afin de déterminer la méthode la plus 

efficace pour extraire les métabolites présents dans le bois de Douglas. Un échantillon de 

poudre de la zone de transition a été prélevé pour réaliser les différentes extractions. Chaque 

extraction a été réalisée avec 5 g de poudre. Pour l’extraction manuelle 4x200 mL d’un 

mélange acétone/eau (70/30) a été utilisé comme éluant. Avec l’extracteur ASE, 22 mL du 

mélange acétone /eau (70/30) a servi d’éluant pour réaliser une extraction accélérée à une 
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température de 60°C et une pression de 10 bars. Les résultats ont montré que l’extracteur ASE 

est plus efficace car avec un volume de solvant environ 10 fois inférieur le pourcentage 

massique proche de celle de l’extraction manuelle. Le temps d’extraction, la température et la 

pression qui sont les paramètres qui favorisent l’extraction des métabolites en dénaturant et 

provoquant la rupture des parois végétales permettent d’expliquer l’efficacité de l’extraction 

avec l’ASE 150 (tableau 4). Les CCM réalisées à partir des deux extraits obtenus ont révélé 

que leurs profils métaboliques sont relativement similaires. Ainsi, les méthodes d’extractions 

utilisées n’ont pas d’influence sur la composition chimique des extraits obtenus.  

Avec l’extracteur ASE, deux conditions d’extraction ont été comparées afin d’optimiser 

l’extraction des métabolites. La première méthode est une extraction réalisée à 100°C tandis 

que la deuxième méthode a été réalisée à 60°C. Les résultats ont montré que la première 

méthode est la plus efficace (tableau 4). Cela pourrait s’expliquer par l’élévation de la 

température qui favorise la rupture de la paroi végétale et la libération des métabolites. Les 

CCM réalisées sur les extraits provenant des deux méthodes d’extractions ont montré qu’ils 

avaient le même profil chromatographique. La variation de la température n’est donc pas un 

facteur qui influence la nature des profils métaboliques des extraits obtenus. 

Tableau 4 : Résultats des extractions réalisées sur la zone de transition en utilisant l'extraction 

manuelle et l'extracteur ASE 150.  

Mode d’extraction Vsolvant (mL) (%) 

T°A 4 x200 5,5 

T° = 100°C ; P = 10 bars  22 5,8 

T° = 60°C ; P = 10 bars 22 4,0 

 

III. Extraction, fractionnement et isolement des composés 

majoritaires 

III.1. Analyse des extraits 

Les extraits obtenus (aubier, zones de transition et duramen) après avoir réalisé les 

différentes extractions sur un échantillon de bois ont été analysés en CLHP UV-Visible 

(figure 38). Cette analyse a permis de mettre en évidence la présence des composés 

majoritaires dans chacun des extraits.  
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Figure 38 : Résultat de l’analyse en CLHP UV-Visible des extraits. 

Les chromatogrammes (A) obtenu après l’analyse des trois extraits de bois par CLHP-

PDA, (figure 37) présentent toujours un seul pic intense à 21,54 min dont le spectre UV-

Visible (B) est caractéristique de la taxifoline (λmax = 288 nm). Cela permet de confirmer que 

la taxifoline est  le métabolite majoritaire retrouvé dans  l’aubier [5]. 

Les fractions et sous-fractions des extraits d’aubier et de duramen qui ont été 

sélectionnées pour l’analyse en LC-MS/MS ont été préalablement analysées en CLHP UV-

Visible (figure 38). Cela a permis d’avoir une estimation de la nature des composés présents 

dans ces fractions ou sous-fractions.  
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Figure 39 : Résultat de l’analyse en CLHP UV-Visible des sous-fractions F6f, F8d et F9f. 
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Les chromatogrammes obtenus après l’analyse des sous-fractions F6f, F8d et F9f de 

l’aubier par CLHP-PDA (figure 39), montrent plusieurs pics de différentes intensités. Les pics 

intenses correspondent aux composés majoritaires présents dans chaque sous-fractions. Le 

chromatogramme de la sous-fraction F6f montre 4 pics intenses correspondant à 4 composés 

majoritaires dont les temps de rétention sont 22,44 min, 25,05 min, 30,73 min et 33,44 min 

(A). Au niveau des chromatogrammes des sous-fractions F8d et F9f un pic intense et plusieurs 

pic minoritaires sont observés (B et C). Dans le chromatogramme de la sous-fraction F8d le 

pic intense à 22,88 min possède un spectre UV-visible (B’) caractéristique de la taxifoline 

(λmax = 288 nm) tandis que dans la sous-fraction F9f, le pic intense à 22,88 min présente un 

spectre UV-visible (B’) caractéristique de la quercétine (λmax = 254 nm et 370 nm). 

Les résultats de l’analyse par CLHP-PDA des fractions du duramen sont identiques à ce 

qui a été  observé au niveau des extraits: un seul pic intense correspondant à la taxifoline 

apparait sur le chromatogramme. 

III.2. Caractérisation des produits isolés.  

III.2.1. Aubier 

Le fractionnement de l’extrait d’aubier et la purification des fractions F7, F8 et F9 ont 

permis d’isoler deux produits qui ont été caractérisés par RMN 2D. Ce sont deux isomères de 

P1 et le produit P2 qui ont été identifiés comme étant respectivement la taxifoline et la 

quercétine. 

Les différences entre les spectres de RMN1H  des deux diastéréoisomères (majoritaire et 

minoritaire) de la taxifoline (figure 40) se situent uniquement au niveau du nombre de signaux 

et des constantes de couplage (cf Partie II).   

Le spectre RMN1H de l’isomère majoritaire  de la taxifoline dans le  CD3OD montre des 

protons du noyau aromatique B en position H-2’ et H-5’ qui résonnent sous la forme de deux 

doublets vers 6,96 ppm (H-2’, J = 1,6 Hz) et 6,74 ppm (H-5’, J =8,2 Hz). Le proton H-6’ 

résonne sous la forme d’un double doublet vers 6,83 ppm (H-6’, J = 1,6 et 8,2 Hz). Les deux 

protons aromatiques du cycle A en α des groupes hydroxyles résonnent sous la forme de deux 

doublets vers 5,92 ppm (H-6, J = 1,9 Hz) et 5,88 ppm (H-8, J = 1,9 Hz). Les deux protons liés 

aux carbones sp3 du cycle C résonnent sous la forme de deux doublets vers 4,89 ppm (H-2, J 

= 11,5 Hz) et 4,48 (H-3, J = 11,5 Hz) caractéristiques des configurations des C2 et C3.  
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Figure 40 : Structure chimique de la taxifoline. 

                                           

La taxifoline est un dihydroflavonol que l’on retrouve dans les trois différentes parties du bois 

de Douglas. D’après la littérature, C’est le métabolite secondaire le plus abondant dans le bois 

de Douglas [5]. 

Le spectre RMN 1H de la quercétine (figure 41) dans le CD3OD montre trois protons 

du noyau aromatique B en position H-2’, H-5’ et H-6’ qui résonnent sous la forme de trois 

doublets vers 7,73 ppm (H-2’, J = 2,0 Hz), 6,87 ppm (H-5’, J =8,5 Hz) et 7,62 ppm (H-6’, J = 

2,0 et 8,5 Hz). Les deux protons aromatiques du cycle A en α des groupes hydroxyles 

résonnent sous la forme de deux doublets vers 6,38 ppm (H-8 et H-6, J = 2,0 Hz). 
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Figure 41 : Structure chimique de la quercétine. 

       

La quercétine est un flavonol qui a été décrit dans le bois de Douglas sous forme glucoside 

[5].  

III.2.2. Duramen 

Au niveau du duramen, le fractionnement et la purification ont permis d’isoler 

également 2 produits au sein des fractions de l’éther d’éthyle et d’acétate d’éthyle. Les 

spectres RMN proton des produits P3 et P4 ont été effectués dans le CDCl3. Ces produits ont 

été identifiés comme étant l’acide dihydrotodomatuique pour P3 et l’acide 4-p-tolylvalérique 

pour P4.  
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Le spectre de RMN 1H de l’acide dihydrotodomatuique (figure 42) se compose de 

deux groupes de signaux ; les protons des carbones sp2 du cyclohexane et ceux des carbones 

sp3 aliphatiques.  

Le proton du cyclohexane en α de la fonction carboxylique (H-1) résonne sous la forme d’un 

singulet élargi vers 2,66 ppm et correspond au proton le plus déblindé du cyclohexane dû à 

l’effet attracteur de la fonction carboxylique. Les quatre protons en β de la fonction 

carboxylique résonnent sous la forme d’un multiplet à 2,07 ppm (H-2 et H-6) ; il en est de 

même des quatre autres (H-3 et H-5) en position γ qui résonnent à 1,51 ppm. Enfin le proton 

le plus blindé (H-4) du cyclohexane résonne sous la forme d’un multiplet à 1,22 ppm ; l’effet 

attracteur de la fonction carboxylique s’en trouve réduit du fait de l’éloignement.  

En ce qui concerne la chaîne aliphatique nous avons tout d’abord les quatre protons en α de 

part et d’autre du carbonyle résonnant pour certains sous la forme d’un multiplet vers 2,07 

ppm (H-2’) et d’autre sous la forme d’un doublet à 2,25 ppm (H-4’, J = 2,0 Hz). Ensuite, on 

retrouve les deux protons en β du carbonyle qui résonnent sous la forme de deux multiplets 

vers 1,90 ppm (H-1’) et 2,07 ppm (H-5’). Et pour terminer les deux familles de CH3 qui 

résonnent sous la forme de trois doublets vers 0,82 ppm (CH3-1’, J = 6,8 Hz), 0,91 ppm (CH3-

5’, J = 2,8 Hz) et 0,89 ppm (CH3-5’, J = 2,8 Hz).  

                                    

O
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Figure 42 : Structure chimique de l’acide dihydrotodomatuique. 

          

Le spectre RMN 1H de l’acide 4-p-tolylvalérique (figure 43) présente également deux 

groupes de signaux ; les protons aromatiques et ceux de la chaîne aliphatique. Ainsi, les 

protons portés par le noyau aromatique résonnent sous la forme de multiplets vers 7,05 ppm 

(H-2, H-3, H-5 et H-6). Les protons du groupe méthyle directement lié au noyau aromatique 

en C-4 et légèrement déblindé, résonne sous la forme de singulet vers 2,29 ppm. Pour les 

protons de la chaîne aliphatique, on retrouve les deux protons en α de la fonction carboxylique 

qui résonnent sous la forme d’un double double doublet à 2,09 ppm (H-9, J = 12,1 Hz, 5,9 Hz 

et 1,5 Hz). Les deux protons en β de la fonction carboxylique (H-8) résonnent sous la forme 

d’un multiplet vers 1,81 ppm et le proton (H-7) légèrement déblindé par l’effet inductif 
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attracteur du noyau aryle, résonne sous la forme d’un multiplet vers 2,67 ppm. Enfin le 

groupement méthyle de la chaîne aliphatique résonne sous forme de doublet très blindé vers 

1,23 ppm (CH3-7, J = 6,9 Hz). 

 

Figure 43 : Structure chimique de l’acide 4-p-tolylvalérique.  

L’acide 4-p-tolylvalérique a été décrit de bois de Douglas [113] et l’huile de bois de 

Santal [112]. 

 Sachant que la zone de transition se situe à l’intermédiaire entre l’aubier et le duramen, 

avant de proceder à l’analyse en LC-MS/MS de l’extrait, il n’avait pas été jugé nécessaire de 

réaliser un fractionnement sur cette zone car on estimait qu’elle était susceptible de contenir 

majoritairement des composés retrouvés à la fois dans l’aubier et le duramen. 

IV. Identification des composés par LC-MS/MS.  

L’analyse de chaque extrait ou fraction a abouti à l’obtention de plusieurs spectres 

MS/MS. Ces composés sont majoritaires dans l’extrait ou la fraction étudiée. Pour identifier la 

structure chimique de chaque composé, des bases de données de métabolites en ligne 

(Massbank, ChEBI, Metlin, …) ont été utilisées dans un premiers temps pour rechercher la 

structure chimique de la molécule en utilisant la valeur m/z de l’ion pseudomoléculaire, le 

poids moléculaire mais également à l’aide des formule brute correspondant à des composés 

connus générés lors de l’analyse des fractions de l’aubier en spectrométrie de masse à haute 

résolution au sein de la plateforme HRMS de l’Université de Orléans. Ensuite, il a fallu 

expliquer les différentes fragmentations qui peuvent être observées au niveau de la structure 

chimique de la molécule en se référant sur celles qui peuvent s’appliquer chez les principaux 

groupes de métabolites présents dans le bois de Douglas (flavonoïdes, terpènes et lignanes) 

(cf partie I).  

Les valeurs des rapports m/z des ions fragments obtenus ont été corrélées à celles qui sont 

présentes sur le spectre MS/MS du composé pour confirmer son identité. 
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Les premières analyses (sous-fractions de l’aubier) ont été effectuées avec une durée de 

20 min et l’energie de collision de 25 eV a été utilisée pour une gamme de m/z comprise entre 

100 et 600 Da.  

Les conditions d’analyse ont été optimisées en utilisant une énergie de collison de 40 eV, une 

durée de 45 min et une gamme de m/z comprise entre 50 et 1000 Da. Elles ont été ensuite 

utilisées pour les extraits et fractions. 

IV.1. Aubier 

IV.1.1. Extrait 

L’exploitation des spectres MS/MS issus de l’analyse de l’extrait d’aubier (figure 44) 

a permis de détecter 21 composés. Sur le TIC obtenu, le composé qui s’ionise le mieux dans 

ces conditions est observé à 12,47 min. 

 

            

Figure 44 : Représentation du TIC de l’extrait d’aubier en mode négatif 

 

IV.1.1.1. Flavonoïdes 

Des flavonoïdes aglycones (non glycosylés) et des flavonoïde-O-glycosylés ont été 

identifiés au niveau de l’extrait d’aubier.  

 

✓ Flavonoïdes aglycones                                                                          
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D’une manière générale, l’analyse des différents spectres de masse correspondant aux 

flavonoïdes aglycones  montre que les fragmentations les plus répandus sont celles qui se 

produisent au niveau du cycle C de la molécule [119] [120] (les cycles A et B sont les deux 

autres cycles présents dans la structure de la molécule). Ces fragmentations entrainent la 

rupture entre deux liaisons carbone-carbone (C-C) du cycle C qui va engendrer des ions 

fragments de type x,yA- et x,yB-. Les lettres x et y correspondent aux numéros des liaisons du 

cycle C qui ont été rompues (figure 45) [120].  

                                

Figure 45 : Structure générale d’un flavonoïde.  

 

Des fragmentations de type Rétro Diels-Alder (RDA) peuvent avoir lieu au niveau des 

cycles à 6 carbones présentant au moins une double liaison. C’est le cas par exemple des 

fragmentations apparaissant sur le cycle C. Il existe également des fragmentations 

correspondant à des ruptures du cycle C associées à des pertes de molécules neutres [120] 

telles que H2O, CO, CO2 et C2H2O qui entrainent la formations d’ions dont la nomenclature 

est de type [x,yA-groupe neutre]- ou [x,yB-groupe neutre]- tel que l’ion [1,3A-CO2]
-. On note 

également la présence d’autres pertes de molécules neutres affectant cette fois-ci l’ion 

pseudomoléculaire ([M-H]- sans qu’il y ait une rupture du cycle C par des RDA. 

Généralement, ce sont les ions [M-H-CH3]
●- , [M-H-H2O]-, [M-H-CO]-, [M-H-CO2]

- ou l’ion 

formé par la perte du cycle B [M-H-cycle B]-qui sont générés par ce type de fragmentation 

(figure 45).  

Cependant, il existe des fragmentations qui sont couramment observées au niveau des 

structures particulières de ces flavonoïdes identifiés. C’est le cas par exemple de la RDA 
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entrainant la rupture des liaisons 1 et 2 du cycle C que l’on a observé avec les flavonoïdes 

possédant deux substituants hydroxyles sur le noyau B [121]. Les ions générés par cette 

fragmentation sont les suivants : [1,2A-CO] -, [1,2A-CO-CO2]
 -, 1,2B –  et 1,2A-. 

 

✓ Dihydroflavonols 

 Les fragmentations qui ont permis d’identifier le composé dont l’ion 

pseudomoléculaire [M-H] – présente un rapport m/z 303 à 14,07 min sont décrits dans les 

figures 46 puis 47. Ce composé a été identifié comme étant la taxifoline (P1) ou 

dihydroquercétine [5]. Au niveau du spectre MS/MS les ions fragments les plus intenses sont 

ceux qui présentent les rapport m/z 285 ([M-H- H2O] -) et m/z 125 (1,4A-). La perte d’eau est 

largement favorisée et entraine la formation d’un ion [M-H-H2O]– plus intense que l’ion 

pseudomoléculaire [M-H] – et l’apparition d’une double liaison entre les carbones 3 et 2. 

L’ion 1,4A- de rapport m/z 125 provient de la rupture des liaisons 1et 4 du cycle C et entraine 

la perte du B. Il est généralement observé dans les spectre MS/MS des flavonoïdes substitués 

par des groupes hydroxyles  sur le cycle A au niveau des carbones 7 et 5 [122]. D’autres ions 

fragments intenses couramment observés chez les dihydroflavonols sont présents dans le 

spectre MS/MS. Il s’agit des ions à m/z 175 [M-H-H2O-cycle B] – formé par la perte d’une 

molécule d’eau et du cycle B ; m/z 241 [M-H- H2O-CO2]
 -  généré par la départ de H2O et une 

décarboxylation au niveau du cycle C. Les ions minoritaires à m/z 275 et 259 sont produits par 

perte de CO et CO2 à partir de l’ion m/z 303. L’ion à m/z 217 [M-H-H2O-C3O2]
 - correspond à 

la perte de C3O2 à partir du cycle A.  La perte successive de C2H2O suivie de CO2 à partir du 

pic de base 285 génère l’ion à m/z 199. Les ions à m/z 153 [1,3A] -, 151 [1,3A] - formé par la 

rupture des liaisons 1 et 3 du cycle C et entrainant la perte du cycle B et 109 [0,4B]- sont aussi 

observés. La taxifoline présente 4 stéréoisomères avec 2 paires d’énantiomères (2R,3R) et 

(2S,3S) qui sont trans ainsi que (2R,3S) et (2S,3R) qui sont cis [123]. Au niveau de l’extrait 

d’aubier, deux isomères présentant des spectres MS/MS avec des fragments identiques ont été 

identifiés à deux temps de rétention différents (tR = 14,07 min, 14,16 min). 
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Figure 46 : Spectre MS/MS de la taxifoline. 

                      

Figure 47 : Fragmentations de la taxifoline. 
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Le composé présentant un ion pseudomoléculaire [M-H]- à m/z  287 à 15,58 min 

correspond au dihydrokaempférol (P5) [124] (figures 48et 49). Au niveau du spectre MS/MS, 

l’ion fragment le plus intense à m/z 259 [M-H-CO]- correspond à la perte de CO. 

Contrairement à la taxifoline, cette fragmentation est favorisée par rapport à la perte de la 

molécule d’eau qui entraine la formation  l’ion peu intense [M-H-H2O] – à m/z 269). 

Cependant,  l’ion [1,4A-]de rapport m/z 125 est moins intense au niveau dihydrokaempférol.  

Comme dans le spectre MS/MS de la taxifoline , l’ion pseudomoléculaire n’est pas intense. 

Ce composé a été décrit dans le duramen du bois de Douglas [5].  

 

Figure 48 : Spectre MS/MS du dihydrokaempferol. 
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Figure 49 : Fragmentations du dihydrokaempferol. 

Le composé dont l’ion pseudomoléculaire à m/z 271 à 18,60 min correspond à la 

pinobanksine (P6) [124] (figures 50 et 51). Contrairement à la taxifoline et au 

dihydrokaempférol, l’ion pseudomoléculaire [M-H]- (m/z 271) observé sur le spectre MS/MS 

est intense. Le pic de base est à  m/z 151[1,3A] –  et deux ions intenses sont observés à  m/z 119 

[1,3B] – et  m/z 177 [M-H-H2O-cycle B] –. L’ion est aussi intense et se forme par la perte du 

cycle B et d’une molécule d’eau au niveau du cycle C. 
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Figure 50 : Spectre MS/MS de la pinobanksine. 

 

 

Figure 51 : Fragmentations de la pinobanksine. 
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241 [M-H-CO2]
–), m/z 217 [M-H-C3O2]

– sont générés respectivement par les pertes de CO2 au 

niveau du cycle C et de C3O2 à partir du cycle A caractéristiques des flavonols [120], sont 

observés sur le spectre MS/MS. L’ion à m/z 201[M-H-CO-C2H2O2]
  est généré par la perte de 

C2H2O2 suivi d’un réarrangement associé à une perte de CO au niveau du cycle A. L’ion à m/z 

199 [M-H-C2H2O-CO2]
  est  produit par la perte de C2H2O (m/z à 243) suivi d’un 

réarrangement associé à une perte de CO2 au niveau du cycle C. Ce composé a été décrit dans 

plusieurs organes du sapin  Douglas (bois, aiguilles, écorce,…) [85].  

 

Figure 52 : Spectre MS/MS du  kaempférol. 
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Figure 53 : Fragmentations du kaempferol. 

Au niveau de l’extrait d’aubier, un flavanone a été identifié. Il s’agit de la 

pinocembrine (P8) [125] qui correspond au composé dont l’ion pseudomoléculaire [M-H]- 

présente un rapport m/z  255  à 22,33 min (figures 54 et 55). Dans le spectre MS/MS, le pic de 

base est l’ion à m/z 255 [M-H]-. Des pertes moléculaires neutres qui peuvent se produire au 

niveau des cycles A (perte C2H2O)  et C ( perte de CO) ont permis de former les ions à  m/z 

185 [M-H-CO-C2H2O] – et m/z 213 [M-H-C2H2O] –. Parmi les ions peu intenses observés, on 

note la présence de l’ion à m/z 151 [1,3A-] produit par les flavonoïdes qui possèdent des 

groupes hydroxyles sur le cycle A au niveau des carbones 5 et 7 [122]. L’ion à m/z 107 [0,2B-]  

est généré par la rupture des liaisons 0 et 2 du cycle C entrainant la perte  du cycle A. La 

pinocembrine a été décrit dans le duramen du bois Douglas [5]. 
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Figure 54 : Spectre MS/MS de la pinocembrine. 

 

                

 

Figure 55 : Fragmentations de la pinocembrine 
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✓ Flavan-3-ols 

Les composés dont l’ion pseudomoléculaire [M-H] - présente un rapport m/z = 289 ont 

été identifiés comme étant la catéchine (P9) à 10,54 min  et l’épicatéchine (P10) à 11,35 min 

[126] (figures 56 et 57). Ils ont été différenciés par leur temps de rétention par rapport aux 

standards utilisés. Ces deux composés sont des isomères dont les ions intenses observés sur 

les spectres MS/MS sont à m/z 289 [M-H] -, m/z 245 [M-H-C2H2O] –, m/z 203 [M-H-H2O-

C3O2]
 –, m/z 161 [M-H-H2O-cycle B]–, m/z 123 [0,3A –] et m/z 109 [M-H-cycle A-cycle C] -. 

L’ion fragment à m/z 203 [M-H-H2O-C3O2]
 – est formé par les pertes combinées de H2O au 

niveau de cycle C et de C3O2 au niveau du cycle A. L’ion à m/z 245 [M-H-C2H2O] – est formé 

par une rupture des liaisons 2 et 4 qui entraine la perte de C2H2O suivi d’un réarrangement. 

L’ion à m/z 221 [M-H-C3O2]
- est formé par la perte de C3O2. La perte du cycle A entraine la 

formation de l’ion à m/z 205 [M-H-C4H8O2]
-. Ces deux composés ont été décrits dans l’écorce 

du sapin de Douglas [127].   

                                

(A) 

 

(B) 

Figure 56  : Structures chimiques (A) et spectre MS/MS (B) de la catéchine ou de 

l’épicatéchine 
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Figure 57 : Fragmentations de la catéchine et l’épicatéchine 

 

✓ Tanins condensés 

Le composé possédant un ion pseudomoléculaire [M-H] - de rapport m/z = 577 à 9,63 

min a été identifié comme étant la procyanidine B1 (P11) ou B2 (P11) (figures 58 et 59). Il 

peut ainsi être un dimère d’épicatéchine et de catéchine (procyanidine B1) ou deux unités 

d’épicatéchine  (procyanidine B2) (figure 58) [128]. Sur le spectre MS/MS, le pic de base à 

m/z 407 est géneré par RDA suivie d’une perte d’eau et les ions intenses sont observés à m/z 

425 [1,3A]et m/z 289 par clivage aromatique (figure 58). L’ion fragment à m/z 451[M-H-1,4A]- 

est produit par clivage héterocyclique ou HRF (Heterocyclic Ring Fission) et perte de 1,4A- 

[129]. Les fragments caractéristiques du monomère sont aussi observés. 

L’ion 1,4A- (m/z 125) qui a été expliqué précédemment (cf dihydroflavonols) est 

également présent.  
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Figure 58 : Spectre MS/MS de la procyanidine B1 ou B2. 
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Figure 59 : Fragmentations de la procyanidine B1ou B2. 
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Une autre procyanidine a été identifiée dans le l’extrait d’aubier. Il s’agit de la 

procyanidine C4 (P12) [130] dont l’ion pseudomoléculaire [M-H]- présente un rapport m/z de 

865 à 11,62 min (figure 60). Ce composé pourrait correspondre à un trimère constitué de deux 

molécules de catéchines et d’une molécule d’épicatéchine (figure 61). En dehors de [M-H] - 

qui est l’ion le pic de base, on observe d’autres ions intenses à m/z 695, 525, 407, 287 et 243. 

La perte d’une unité monomérique par clivage (QM, quinone methide) [131] fournit la 

quinone à m/z 287 et le dimère à m/z 577. Le fragment ion à m/z 739 [M-H-1,4A] - est produit 

par clivage héterocyclique (HRF) et perte de 1,4A.  

 

On note également la présence d’ions peu intenses résultant de la fragmentation de 

monomère et dimère.  

 

 

Figure 60 : Spectre MS/MS de la procyanidine C4. 
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Figure 61 : Fragmentations de la procyanidine C4. 

 

✓ Flavonoïde-O-glycosylé 

Les fragmentations observées chez les flavonoïdes aglycones se produisent également 

au niveau des flavonoïdes-O-glycosylés. La fragmentation qui est  spécifique aux  

flavonoïdes-O-glycosylés est la perte de l’ose (disaccharide, hexose, pentose et 

déoxyhexose,…) [132]. En fonction de la nature du sucre et de sa position sur l’aglycone, la 
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- (Y0 corrrespond à la partie aglycone du flavonoïde 
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utilisée par Domon et Costello) [134].   
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rapport m/z = 177 formé après la perte du cycle B et d’une molécule de H2O au niveau cycle 

C permettent de supposer que le composé identifié est un dihydroflavonol glycosylé au niveau 

du carbone 3’ de l’aglycone. Dans le spectre MS/MS on note également la présence d’un ion 

fragment peu intense et proche de 450 uma mais dont la valeur du rapport m/z n’a pas été 

indiquée. Il s’agit de l’ion [M-H-H2O] – (m/z = 447) formé par la perte de H2O au niveau du 

cycle C du flavonoïde glycosylé. Cela a permis de confirmer que le composé correspond à la 

taxifolin-3'-O-glucoside (P13). Les autres ions observés correspondent à ceux qui ont été 

générés lors de la fragmentation de taxifoline.   

 

Figure 62 : Spectre MS/MS de la taxifoline-3'-O-glucoside. 
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Figure 63 : Fragmentations caractéristiques de la taxifoline-3'-O-glucoside. 

IV.1.1.2. Lignanes 

Pour ce groupe de métabolites, les fragmentations sont spécifiques à chaque classe des 

lignanes [137].  

Le composé possedant un ion pseudomoléculaire [M-H] - de rapport m/z = 373 (tR 

=16,46 min) a été identifié comme étant un métabolite appartenant à la classe des 

dibenzylbutyrolactone lignanes et appelé wikstromol ou neotrachélogénine (P14).[138] 

(figures 64 et 65). Le pic de base à m/z 164 correspond à l’ion radicalaire généré par 

décarboxylation suivi de la rupture de la liaison C8’ et C8 et perte du radical méthyle. Les 

fragments ions à m/z 355 [M-H-H2O] - et m/z 327 [M-H-H2O-CO]–  résultent successivement 

de la perte d’eau suivie de celle de CO. L’ion à m/z 312 [M-H- H2O-CO-CH3]
 ● –  est généré 

par les pertes consécutives de H2O, CO2 et du radical CH3
● et celui à m/z 296 [M-H-H2O–

CO2-CH3]
●–  est  produit par  les  pertes consécutives de H2O, CO2 et  CH3

● . Le fragment ion 

à m/z 193 correspond à l’ion coniferylate. Ceux à m/z 237 et 223 sont générés par la rupture 

de la liaison C-7’ et C-8 suivi de la perte d’un des cycles aromatiques. 
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Figure 64 : Spectre MS/MS du  wikstromol. 

 

                        

 

Figure 65 : Fragmentations du wikstromol.  
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IV.1.1.3. Terpènes 

Le composé présentant un ion pseudomoléculaire [M-H] - de rapport m/z = 329 (tR 

=18,06 min) pourrait correspondre à  un diterpène appelé gibbérelline A7 (P15) [139] (figures 

66 et 67). [M-H] – est l’ion le plus intense. D’autres ions comme celles qui présentent les 

rapports m/z 229 et 211 sont également intenses. Il s’agit respectivement de [M-H-2CO2] 
– 

généré lorsque des décarboxylations se produisent au niveau des carbones 2, 4 et 11 ; et [M-

H-C9H14]
 – formé par la rupture des liaisons situées entre les carbones 2 et 9 puis 11 et 19. 

Cependant, la structure du composé n’a pas été confirmée car les valeurs des rapports m/z des 

ions fragments sont différentes de ce qui est observé dans la littérature. 

 

        

Figure 66 : Spectre MS/MS de la gibbérelline A7. 
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Figure 67 : Fragmentations de la  gibbérelline A7. 

IV.1.1.4. Acides gras 

Le composé à m/z 329 au temps de rétention 19.66 min a été identifié comme étant 

l’acide 9,10,13-trihydroxy-11-octadécenoïque [140] (P16) (figures 68 et 69). L’ion 

pseudomoléculaire à m/z 329 [M-H]- correspond au pic de base. Les fragments ions à m/z 311 

[M-H-H2O] – et m/z 283 [M-H-CO2]
– sont générés respectivement par la perte de H2O en C13 

(car on note l’absence d’encombrement stérique sur cette région de la molécule) et la 

décarboxylation en C1 indiquant la présence d’un acide carboxylique. Le fragment ion à m/z 

263 [M-H-H2O-CO2]
- est produit par les pertes consécutives de H2O en C13 et CO2 en C1. La 

perte de la chaine carbonée ne portant pas l’acide carboxylique par la rupture de la liaison C8-

C7, entraine la formation de l’ion à m/z 299 [M-H-C7H14O2] 
– tandis que la rupture de la 

liaison C9-C10 produit l’ion à m/z 171 [M-H-C7H14O2] 
– et entraine la perte de la chaine 

carbonée non fonctionalisée. Le fragment ion à m/z 227 [M-H-C6H14O] - est formé par la 

rupture de la liaison C12-C13 entrainant la perte de la chaine carbonée non fonctionnalisée.  
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Figure 68 : Spectre MS/MS de l’acide 9,10,13-trihydroxy-11-octadécenoïque. 

 

 

Figure 69 : Fragmentations de l’acide 9,10,13-trihydroxy-11-octadécenoïque. 
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Le composé à m/z 315 au temps de rétention 26.06 min a été identifié comme étant 

l’acide 9,10-dihydroxyoctadécanoïque (figures 70 et 71). L’ion pseudomoléculaire à m/z 315 

[M-H] - correspond au pic de base.  Le fragment ion intense à m/z 199 [M-H-C6H12O2] 
- est 

généré par la rupture de la liaison C7-C8 entrainant la perte de la chaine carbonée portant 

l’acide carboxylique. La rupture de la liaison C13-C14 entraine la formation de l’ion à m/z 97 

[M-H-C11H22O4] 
– après la perte de la chaine carbonée fonctionnalisée. Les fragments ions à 

m/z 297 [M-H-H2O] – et m/z 271 [M-H-CO2] 
–  sont générés respectivement par les pertes de 

H2O en C10 et la décarboxylation en C1 indiquant la présence de la fonction acide 

carboxylique.  

 

 

Figure 70 : Spectre MS/MS de l’acide 9,10-dihydroxyoctadécanoïque. 
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Figure 71 : Fragmentations de l’acide 9,10-dihydroxyoctadécanoïque. 

IV.1.1.5. Bilan des composés identifiés dans l’extrait d’aubier. 

  Après avoir analysé l’extrait d’aubier en LC-MS/MS, 12 composés ont été identifiés. 

Parmi les composés identifiés, sont présents les polyphenols regroupant des flavonoïdes, des 

procyanidines et des lignanes, des acides gras, un diterpène dont la structure n’a pas été 

confirmé (tableau 6). La taxifoline, la pinobanksine, le dihydrokaempférol, le kaempférol, la 

catéchine, l’épicatéchine et la pinocembrine, sont des flavonoïdes aglycones qui ont été 

identifiés dans l’extrait d’aubier. En dehors de la pinobanksine qui est retrouvée dans de 

nombreuses autres plantes [124], les autres flavonoïdes aglycones ont été décrits auparavant 

dans le bois de Douglas (aubier, zone de transion et duramen) [5]. Au niveau de l’extrait 

d’aubier, un flavonoïde glycosylé a également été identifié. Il s’agit d’un dérivé de la 

taxifoline appelé taxifoline-3’-O-glucoside [5]. Ce composé a été décrit dans l’aubier du  bois 

de douglas [5].  

Les procyanidines B1 ou B2 et C4 sont des tanins condensés identifiés dans l’extrait 

d’aubier. Ces deux composés qui sont des dimères et trimères de catéchine et d’épicatéchine  

ont été décrits dans l’écorce du bois de Douglas [127] . 

            Le wikstromol est un lignane qui a été identifié dans l’extrait d’aubier. On le retrouve 

dans le pin des marais (Pinus palustris) [138] mais également dans d’autres plantes [141]. 

Le terpène identifié est la gibbérelline A7 retrouvé dans les bourgeons, les aiguilles, et les 

cônes du sapin de Douglas [142]. D’autres composés détectés ou identifiés sont présents en 

annexe (annexe 2).  
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           Les acides 9,10,13-trihydroxy-11-octadécenoïque et 9,10-dihydroxyoctadécanoïque 

sont les deux acides gras qui ont été identifiés dans l’extrait d’aubier. Le premier est retrouvé 

dans le riz [143] et le second est présent dans les bactéries [144]. 

 Au niveau des résultats de l’analyse de l’extrait d’aubier certains composés ont été 

identifiés à deux reprises mais à des temps de retentions légèrement différents. C’est le cas du 

dihydrokaempferol, la taxifoline et la taxifolin-3’-O-glucoside (tableau 6). L’identification de 

ces 3 composés (stéréoisomères) à plusieurs temps de rétention légèrement différents indique 

également que ce sont des isomères car ces flavonoïdes possèdent des carbones asymétriques. 

Les autres composés détectés sont présentés en annexe (annexe 2).  

Tableau 5 : Composés identifiés dans  l'extrait d'aubier. 

tR 

(min) 

[M-H] – 

(m/z) 

Composé identifié 

9,63 577   Procyanidine B1/ B2 

10,52 289 Catéchine 

11,41 289 Epicatéchine 

11,67 865 Procyanidine C4 

12,47 465 Taxifoline-3'-O-Glc 

12,56 465 Taxifoline-3'-O-Glc 

13,98 285 Kaempferol 

14,07 303 Taxifoline 

14,16 303 Taxifoline 

15,58 287 Dihydrokaempferol 

16,46 373 Wikstromol 

16,91 287 Dihydrokaempferol 

18,06 329 Gibbérelline A7  

18,60 271 Pinobanskine 

19,66 329 Acide 9,10,13-trihydroxy-11-octadécenoïque 

22,33 255 Pinocembrine 

26,06 315 Acide 9,10-dihydroxyoctadécanoïque 

IV.1.2. Fractions 

 L’analyse en LC-MS/MS a été effectuée à partir des sous-fraction F6f, F8d, et F9f 

issue de la repurification des fractions F6, F8 et F9 (cf partie II). Cette étude a permis 

d’identifier des composés minoritaires non détectés lors de l’analyse LC/MS de l’extrait brut.  

IV.1.2.1. Flavonols 

Un flavonol a été identifié au niveau de la fraction F8d à 11,24 min. Il s’agit du 

composé possédant un ion pseudomoléculaire à m/z 301 [M-H]– correspondant au pic de base 

de la quercétine (P2) [120] (figures 72 et 73 ). Le fragment ion à m/z 179 [M-H-1,2B]-  est 
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généré par la rupture des liaisons 1 et 2 du cycle C entrainant la perte du cycle B. L’ion à m/z 

151 [M-H-1,2A-CO]- est issu de la perte d’un CO à partir de l’ion à m/z 179  tandisque l’ion à 

m/z  107 [M-H-1,2A-CO-CO2]
- est généré par la perte de CO2 à partir de l’ion à m/z 151. L’ion 

à m/z 211 [M-H-2CO2]
-est formé par la perte de deux CO2 (sur les cycles A et C ) et celui à 

m/z  229 [M-H-1,2B-CO-CO2]
- est formé par les pertes consécutives de CO et CO2 au niveau 

du cycle C. L’ion à m/z 273 [M-H-CO] - est généré par la perte de CO au niveau du cycle C 

tandisque que celui à m/z 121 [1,2B -] est produit par la rupture des liaisons 1 et 2 du cycle C 

entrainant la perte du cycle A. 

 

Figure 72 : Spectre MS/MS de la quercétine. 
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Figure 73 : Fragmentations de la quercétine. 

  

 Au niveau de la sous-fraction F6f, le composé dont le rapport de l’ion 

pseudomoléculaire est à m/z  317 [M-H]-  (tR = 10,59 min) a été  identifié comme étant la 

myricétine (P18) [145] (figures 74 et 75). Les deux ions intenses observés sur le spectre 

MS/MS sont l’ion pseudomoléculaire à m/z 317 [M-H] – et m/z 289 [M-H-CO] –.  Ce dernier 

est le pic de base et est formé par la perte de CO au niveau du cycle C. L’ion à m/z 125 [1,4A-] 

est également observé. On note également la présence d’un ion fragment peu intense de 

rapport m/z 299 [M-H-H2O]- qui provient de la fragmentation entrainant la perte de H2O au 

niveau du cycle B. Le fragment ion à m/z 273 [M-H-CO2]
- est produit par une perte de CO2 au 

niveau du cycle C. 
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Figure 74 : Spectre MS/MS de la myricétine. 

 

 

Figure 75 : Fragmentations de la myricétine. 
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Un flavonol glycosylé a été identifié dans la sous-fraction F6f. Il s’agit du composé 

présentant un ion pseudomoléculaire de rapport m/z de 447 est susceptible de correspondre à 

la quercétine-3-O-rhamnoside ou quercitrine (P19) [133] (figures 76 et 77). Dans le spectre 

MS/MS de ce composé, les ions fragments de rapports m/z 301 et 273 sont caractéristiques de 

la quercétine. Pour passer de l’ion pseudomoléculaire à m/z 447 [M-H]- à l’ion fragment à m/z  

301 [Y0
-], la molécule a subi une perte de 146 uma caractéristique d’un déoxyhexose. Après 

avoir comparé le spectre MS/MS de la quercitrine avec les informations présentes dans la 

littérature [133] , il a été déduit que la glycosylation se réalisait au niveau de la position 3 de 

la quercétine pour entrainer la formation de la quercertine-3-O-rhamnoside. Sur le spectre 

MS/MS de la quercitrine, comme dans le cas de certains flavonoïdes glycosylés des ions 

fragments originaires des ruptures hétérolytiques de la liaison osidique de l’ion 

pseudomoléculaire [|M-H]- sont observés [146] (figure 76). Cette rupture hétérolytique 

entraine la formation des ions fragments dont les rapports m/z sont 301 et 179. Ces ions sont 

issus de fragmentations caractéristiques à la quercétine telles que les pertes de CO, CO2 ou le 

clivage des liaisons 1 et 4 du cycle C. Cependant, la présence d’un ion fragment à m/z 300 peu 

intense réduit l’hypothèse d’un composé dont la structure correspond à celle de la quercitrine. 

 

 

Figure 76 : Spectre MS/MS du composé à m/z 447. 
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Figure 77 : Fragmentations de la quercitrine. 

IV.1.2.2. Diphénylpropane 

Au niveau de la sous-fraction F9f le composé qui possède un ion pseudomoléculaire 

de rapport m/z = 349 est susceptible de correspondre au méthyl-3-[3-(3,4-dihydroxyphényl)-

2-hydroxypropyl]-2,4,6-trihydroxybenzoate (P20) (figures 78 et 79) dont la structure est 

proche de celle du dihydrochalcone (cf partie I, flavonoïdes). L’ion pseudomoléculaire [M-H] 

- n’est pas observé dans le spectre MS/MS car la molécule a commencé à se fragmenter dans 

la source d’ionisation. L’ion fragment majoritaire est celui qui présente un rapport m/z = 300. 

La structure de ce composé n’a pas été confirmée car elle n’a pas été retrouvée dans la 

littérature. 

 

 

Figure 78 : Spectre MS/MS du composé à m/z 349 
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Figure 79 : Structure du dérivé diphénylpropane. 

IV.1.2.3. Flavonolignane 

La silybine  (P21) [147] a été identifié comme étant le composé qui présente un ion 

pseudomoléculaire à m/z = 481 [M-H]- (tR = 11,58 min) (figures 80 et 81). Le pic de base est 

l’ion à m/z 285 [M-H-H2O-C10H12O3]
- généré par la perte du monolignol (alcool 

dihydroconiférylique) associé à une perte d’eau sur le cycle C. La perte du monolignol lié à la 

taxifoline au niveau des hydroxyles portés par les carbones 4’ et 5’ du cycle B entraine la 

formation de l’ion à m/z 303 [M-H- C10H12O3]
-. On observe également une perte de H2O 

entrainant la formation de l’ion à m/z 463 [M-H-H2O]–. Le fragment ion à m/z 453 [M-H-CO] 

- est généré par la perte de CO. L’ion à m/z 419 [M-H-H2O-CO2]
- est produit par les pertes 

consécutives de H2O et CO2. L’ion à m/z 357 [M-H-H2O-0,4A]- est généré par la rupture des 

liaisons 0 et 4 du cycle C associés aux pertes de H2O et du cycle A. Les ions à m/z 313 [0,2A-] 

et 314[0,2A-] sont produits par la rupture des liaisons 0 et 2 entrainant la perte du cycle B. Pour 

ce flavonolignane, il n’est pas possible de définir s’il s’agit de la silybine ou d’autres 

composés appartenant à la famille de la silybine. 

        

Figure 80 : Spectre MS/MS de la silybine. 
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Figure 81 : Fragmentations de la silybine. 

IV.1.2.4. Bilan des composés identifiés dans les fractions de l’aubier 

Les résultats de l’analyse des fractions et sous-fractions de l’aubier ont permis 

d’identifier 5 composés. Ces composés sont des polyphénols dans lesquelles on peut retrouver 

des flavonoïdes, un dérivé diphénylpropane et un flavonolignane. La quercétine et la 

myricétine sont les flavonoïdes aglycones qui ont été identifiés. Ces métabolites ont été décrit 

dans le bois de Douglas [5].  

La quercitrine est le seul flavonoïde glycosylé identifié au niveau des fractions de l’aubier. Ce 

composé  a été décrit comme étant présent dans d’autres espèces appartenant à la famille des 

Pinaceae [148]. L’unique flavonolignane identifié est la silybine qui est un composé que l’on 

retrouve dans le Chardon-Marie (Silybum marianum). 

Un composé dont la structure chimique a été proposée comme étant un de dérivé 

diphénylpropane. Ce composé n’a pas été retrouvé dans la littérature mais présente une 

structure proche de la dihydrochalcone qui est présent dans plusieurs plantes [124].  
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• Comparaison des résultats de l’analyse de l’extrait et des fractions de l’aubier  

Au niveau de l’aubier 17 composés ont été identifiés au total dans l’extrait et les 

fractions exploitées. Ce sont uniquement des polyphénols qui ont été identifiés. Le groupe de 

polyphénol le plus représenté est celui des flavonoïdes dont certains sont présents à la fois 

dans l’extrait et les fractions. Ces composés sont la taxifoline, la taxifoline-3’-O-Glc, la 

quercétine et le dihydrokaempferol. Lorsque les spectres MS/MS des composés identifiés 

dans les sous-fractions sont comparés avec les spectres MS/MS des composés identifiés dans 

l’extrait d’aubier, on remarque qu’ils diffèrent par le nombre de fragments apparaissant dans 

le spectre et la gamme de masse utilisée. Cela est dû aux conditions d’analyse qui sont 

différentes. En effet, les fractions ont été analysées en premier avec des conditions analyse qui 

n’ont pas été satisfaisantes car dans les spectres MS/MS la faible quantité de fragments 

observés n’a pas permis d’identifier de façon précise certains composés. De plus, la gamme 

de masse utilisée était trop restreinte (100 à 600 Da) pour identifier certains composés 

possedant des rapports de m/z > 600   qui pourraient également être des composés comme la 

[5’,5’]-bidihydroquercétine de rapport m/z = 605 et décris dans la littérature comme étant 

présent dans le bois de Douglas. 

IV.2. Duramen 

IV.2.1. Extrait  

L’analyse de cet extrait par MS/MS a permis de détecter 20 composés (figure 82). 

L’observation du TIC de l’extrait de duramen montre la présence de deux composés 

majoritaires à 13,95 min et 15,53 min. Ces temps de rétention sont proches de celles des 

polyphénols identifiés précédemment comme la taxifoline et la quercétine. 

 

Figure 82 : Représentation du TIC de l’extrait de duramen.  
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IV.2.1.1. Flavonoïdes 

  Les composés présentant les rapports m/z de 255, 271, 285 (tR = 13,94 min), 287, 301, 

303, 465 ont été identifiés comme étant respectivement la pinocembrine, la pinobanksine, le 

kaempférol, le dihydrokaempférol, la quercétine, la taxifoline et la taxifolin-3’-O-glucoside. 

Tous ces composés ont été identifiés précédemment dans l’extrait et les fractions de l’aubier. 

Le composé présentant un ion pseudomoléculaire [M-H]- avec un rapport m/z = 331 

(tR =17,34 min) a été identifié comme étant la taxifolin-7,3'-diméthyléther (P22) (figures 83 et 

84) [149]. Sur le spectre MS/MS, le pic de base est observé à m/z 153 correspondant à l’ion 

0,2B-. La présence de l’ion à m/z 303 [M-H-2CH3]
- produit par la perte de 2 groupes méthyles 

confirme la présence de la taxifoline.  On note également la présence d’autres d’ions générés 

par des fragmentations caractéristiques à la taxifoline et dont les rapports m/z sont 179 [0,2A-] 

et 151 [0,3A-]. L’ion à m/z 269 [M-H-H2O-CO2]
- est généré par les pertes consécutives de H2O 

et CO2 au niveau du cycle C . Les ions à m/z 180 [1,2A-CH3]
 ● -, 152 [1,3A-CH3]

 ● -  et 124 [1,4A-

CH3]
 ● –  proviennent des ruptures des liaisons du cycle C associé à la perte de l’ion radicalaire 

CH3
●. 

 

 

Figure 83 : Spectre MS/MS de la taxifoline-7,3'-diméthyléther. 

 

 

0,2
B

-
  

[M-H-CO]
 -
 

[M-H]
 -
 



MBAKIDI-NGOUABY HENRI | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 28 Avril 2017 131 

 

 

Figure 84 : Fragmentations de la taxifoline-7,3'-dimethyléther. 

 

Le composé présentant un ion pseudomoléculaire [M-H] -  avec rapport m/z = 605 (tR = 

17,07 min a été identifié comme étant un biflavonoïde (P23) (figures 85 et 86). Sur le spectre 

MS/MS, l’ion pseudomoléculaire à m/z 605 [M-H] - est majoritaire. Les ions à m/z 301, 285, 

257, 217, 151 et 125 sont caractéristiques de la taxifoline. On observe un ion intense qui 

présente un rapport m/z = 301 correspondant au poids moléculaire de la quercétine. Les ions à 

m/z 587 et 543 sont générés respectivement par les pertes de H2O et de CO2. L’ion à m/z 479 

est produit par un mécanisme de clivage hétérocyclique conduisant à la perte de l’ion 0,4A- 

comparable à ce qui est observé pour les tanins. La perte simultanée de H2O sur les deux 

entités monomériques génère le fragment ion à m/z 569.  Le fragment ion à m/z 525 [M-H-

2H2O-CO2]
 -  est généré par la perte successive de 2H2O et une décarboxylation. Les autres 

ions fragments observés et qui présentent des rapports m/z inférieur à 301 correspondent à 

ceux de la taxifoline (cf fragmentation de la taxifoline). Cela a permis d’identifier le composé 

comme étant la  [5',5''']-bisdihydroquercétine [5] (figures 84 et 85). L’ion à m/z 461 [M-H-

H2O-C3O2-C2H2O2]
- est généré par les pertes successives de H2O et C3O2 sur une entité 

monomérique et la perte de C2H2O2 sur l’autre entité. Ce dimère qui est un biflavonoïde  a 

déjà été isolé dans le duramen du sapin de Douglas [5]. 
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Figure 85 : Spectre MS/MS de la [5',5''']-bisdihydroquercétine. 

 

Figure 86 : Fragmentations caractéristiques de la [5',5''']-bisdihydroquercétine 
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Le composé présentant un ion pseudomoléculaire [M-H] -  avec rapport m/z = 603 (tR = 

18,12 min) pourrait correspondre à un dimère de taxifoline et quercétine (P24) (figures 87 et 

88). Il présente 2 uma de moins que la [5',5''']-bisdihydroquercétine et sur le spectre MS/MS 

plusieurs fragments ions relatifs au dimère présentent une différence de 2 uma (581, 541, 

523). Ces fragments sont formés par les mêmes mécanismes décrits précédemment. Sur le 

spectre MS/MS, les ions les plus intenses sont [M-H] – (qui est majoritaire), [M-H-H2O-0,4A] – 

(m/z = 477) et [M-H-H2O] – (m/z = 585). L’ion à m/z 477 est issu du départ de H2O suivi de la 

rupture des liaisons 0 et 4 du cycle C de la taxifoline. La fragmentation qui a entrainé la 

formation de l’ion à m/z 585 peut être due à une perte de H2O à partir du cycle C de la 

taxifoline. La fragmentation à m/z 449 [M-H-H2O-2C3O2]
 - est produite par la perte de C3O2 à 

partir de l’ion à m/z 585. L’ion radical à m/z 300 correspond à la sous unité quercétine 

obtenue après une rupture radicalaire de la liaison C-C aromatique. Le fragment ion à m/z 293 

correspond à la même sous unité obtenue par une réaction non radicalaire. La perte d’un CO à 

partir de l’ion à m/z 299 conduit à la formation de l’ion à m/z 271. On observe également des 

ions fragments peu intenses dont les rapports m/z (151, 179 et 193) sont caractéristiques à la 

quercétine[120]. Cependant, la structure de ce composé n’a pas été confirmée car elle n’a pas 

été retrouvée dans la littérature.  

 

 

 

Figure 87 : Spectre MS/MS du dimère de taxifoline et quercétine. 
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Figure 88 : Fragmentations caractéristiques du dimère de taxifoline et quercétine. 

Le composé dont l’ion pseudomoléculaire présente un rapport m/z 633 (tR = 16,72 min) 

correspond à un dimère de dihydroisorhamnétine ou méthyltaxifoline appelé [5',5''']-

bisdihydroisorhamnétine (P25) (figures 89 et 90). Sur le spectre MS/MS, le pic de base est 

observé à m/z = 311. Il est généré par la perte d’un des monomères et d’une molécule d’eau 

sur l’un des cycles C. Des fragments caractéristiques ont été détectés à m/z 329 et 285. L'ion 

fragmenté à m/z 329 a été généré par le clivage des liaisons 2 et 3 du cycle C de chaque unité 

monomère et correspondait à deux ions [2,3B]- liés par une liaison aromatique C-C. D'autres 

ions fragments ont été observés à m /z 241, 225, 177 et 151. Sur le spectre MS / MS, des ions 

fragments entre l'ion pseudomoleculaire à m / z 633 et l'ion à m / z 329 sont observés avec des 

intensités très faibles et ne peuvent pas être détectés. Ce qui suggère que le clivage de la 

méthyltaxifoline liée par une liaison aromatique C-C avec une autre entité s'est produite avec 

des fragmentations supplémentaires contrairement à ce qui est observé pour d'autres dérivés 

de taxifoline (dimères et flavolignanes). 
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Figure 89 : Spectre MS/MS du [5',5''']-bisdihydroisorhamnétine. 

 

Figure 90 : Fragmentations du [5',5''']-bisdihydroisorhamnétine.  
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IV.2.1.2. Bilan des composés identifiés dans l’extrait de duramen 

Les résultats de l’analyse de l’extrait du duramen ont permis d’identifier 13 

métabolites. Les flavonoïdes constituent le groupe de métabolites prédominant (tableau 6). 

Parmi tous les flavonoïdes identifiés, c’est uniquement la taxifolin-7,3'-dimethyléther [124] 

qui n’a pas été décrit dans le sapin de Douglas. Deux composés dont les structures chimiques 

ont été proposées sont inclus dans les composés identifiés (tableau 8). Ces composés n’ont pas 

été retrouvés dans la littérature mais sont des dérivés de flavonoïdes. Il s’agit d’un dimère 

formé par la taxifoline et la quercétine, et du [5',5''']-bisdihydroisorhamnétine qui est un 

dimère qui dérive de la dihydroisorhamnétine. Les autres composés détectés sont présents en 

annexe (annexe 2).  

Tableau 6 : Composés identifiés dans l’extrait du duramen 

tR 

(min) 

[M-H]- 

(m/z) 

Composé identifié 

12,37 465 Taxifoline-3'-O-glucoside 

13,94 285 Kaempférol 

13,85 303 Taxifoline  

14,02 303 Taxifoline 

14,11 303 Taxifoline  

14,37 303 Taxifoline  

15,34 605 [5',5''']-bisdihydroquercétine 

15,51 287 Dihydrokaempferol 

15,59 288 Non identifié 

15,94 317 3-Methyltaxifoline 

16,46 605 [5',5''']-bisdihydroquercétine 

16,72 633 [5',5''']-bisdihydroisorhamnétine 

16,89 287 Dihydrokaempferol 

16,98 301 Quercétine  

17,07 605 [5',5''']-bisdihydroquercétine 

17,34 331 Taxifoline-7,3'-dimethyléther 

18,12 603 Dimère de taxifoline et quercétine  

18,55 271 Pinobanksine 

19,52 603 Dimère de taxifoline et quercétine 

22,39 255 Pinocembrine 

30,67 299 Acide 9-hydroxy-10,12,15-octadécatriènoïque  

 

IV.2.2. Fractions  

L’exploitation des résultats de l’analyse en LC-MS/MS des fractions du duramen a 

abouti à l’identification de plusieurs composés. Cela concerne uniquement les composés qui 

ont été exclusivement identifiés dans les fractions car certains métabolites sont également 

présents dans l’extrait de duramen ou dans l’aubier (extraits et fractions). 
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IV.2.2.1. Flavonoïdes 

IV.2.2.1.1. Dihydroflavonols 

Le composé dont l’ion pseudomoléculaire présente un rapport m/z 435 (tR = 12,53 

min) a été identifié comme étant un flavonoide glycosylé (P26) (figures 91 et 92)  [169]. Sur le 

spectre MS/MS du composé, on observe un ion majoritaire à m/z 285 qui est caractéristique à 

la taxifoline. La plupart des ions dont les rapports m/z sont inférieurs à 285 sont également 

issus de la fragmentation de la taxifoline (241, 217, 199, 177, 152 et 125). L’ion peu intense à 

m/z 303 est formé par une perte de 132 uma qui indique la présence d’un pentose. On observe 

également un ion fragment à m/z 417 généré par une perte de H2O survenue sur le flavonoïde 

glycosylé. Cette fragmentation permet de confirmer que la O-glycosylation ne réalise pas au 

niveau du carbone 3 car si c’était le cas, la perte de H2O n’auraient pas eu lieu. La O-

glycosylation au niveau du carbone 3’ de la taxifoline a été suggérée parce que les flavonoïdes 

retrouvés dans le bois de Douglas sont généralement O-glycosylés sur ce carbone [7]. Cela a 

permis d’identifier le composé comme étant une taxifoline-3'-O-pentoside. La nature du 

composé n’a pas été définie par les seules données MS/MS. 

 

Figure 91 : Spectre MS/MS de  la taxifoline-3'-O-pentoside. 
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Figure 92 : Fragmentations caractéristiques de la taxifoline-3'-O-pentoside. 

IV.2.2.1.2. Flavanone 

 Le composé dont l’ion pseudomoléculaire (P27) [M-H]- possède un rapport m/z 

287 (tR = 16,26 min) a été identifié comme étant l’ériodictyol [120] (figures 93 et 94). Sur le 

spectre MS/MS, le pic de base est observé à m/z 135 correspondant à l’ion 1,3B-. Un autre ion 

intense à m/z 151 [1,3A-] est observé. Ce dernier est produit par la perte du cycle B après la 

rupture des liaisons situées entre les carbones 1 et 3 du cycle C. L’ion à m/z 107 [1,2A-CO-

CO2]
 – est généré par la rupture des liaisons 1 et 2 du cycle C entrainant les pertes de CO, CO2 

et du cycle B. 

 

Figure 93 : Spectre MS/MS de l’ériodictyol. 
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Figure 94 : Fragmentations de l’ériodictyol. 

IV.2.2.1.3. Biflavonoïde  
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Figure 95 : Représentation du spectre MS/MS du composé à 13,08 min. 

 

 

Figure 96 : Fragmentations caractéristiques du fisétinidol-4,6-taxifoline. 
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ainsi qu’un autre ion relativement intense à m/z 177 qui est produit par la perte de la fonction 

acétate.   

 

 

Figure 97 : Spectre MS/MS du coniferylacétate. 

 

 

Figure 98 : Fragmentations du coniferylacétate. 
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des liaisons 1 et 4 du cycle C et entraine la perte du cycle A.  L’ion de rapport  m/z = 285 

caratéristique à la taxifoline est également présent. Cela indique qu’il y a eu une perte du 

pinorésinol formant l’ion à m/z  303. Dans le spectre MS/MS d’autres ions caractéristiques de 

taxifoline dont les  rapports m/z sont  177 et 241 sont égalements observés. L’ion fragment à  

m/z 313 [M-H-C15H12O7-CH2OH]- est  généré par la perte de la taxifoline associée à la rupture 

des liaisons C’8-C’9 et C’9O-C7 entrainant la perte de CH2OH. Ce composé a été décrit dans 

l’écorce de bois de Douglas [151]. 

 

Figure 99 : Spectre MS/MS  du pseudotsuganol. 

    

 

Figure 100 : Fragmentations caractéristiques du pseudotsuganol.  
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Le composé à 13,09 min dont l’ion pseudomoléculaire est à m/z 499 [M-H] – pourrait 

correspondre à un flavonolignane (P30) (figures 101 et 102). Sur le spectre MS/MS, le pic de 

base correspond au fragment ion à m/z 285 qui indique la présence de la taxifoline. Il en est de 

même pour l’ion à m/z 303 et pour la plupart des ions présentant des rapport m/z inférieur à 

285. L’ion fragment à m/z 481 [M-H-H2O]- est généré par la perte de H2O au niveau du cycle 

C de la taxifoline tandis que celui à m/z 463 [M-H- 2H2O]- est formé par le perte de 2H2O (sur 

le cycle C et au niveau carbone 7 du monolignol). L’ion à m/z 435 [M-H-2H2O-CO]-  est 

généré par les pertes consécutives de 2H2O  et de CO (sur le cycle C) et tandis que celui à m/z 

419 [M-H-2H2O-CO2]
-   est produit par les pertes successives de 2H2O et de  CO2 (sur cycle 

C) . L’ion à m/z 375 [M-H- H2O- 0,4A]-  est généré par la rupture des liaisons 0 et 4 du cycle C 

associée aux pertes de H2O et du cycle A de la taxifoline tandis que que celui à m/z 321[M-H- 

1,2A-CH3]
-  est formé par la rupture des liaisons 1 et 2 du cycle C associée aux pertes de CH3 

et du cycle A. La structure de ce composé n’a pas été confirmée car elle n’a pas été décrite 

dans la littérature. Il est constitué d’une unité taxifoline et d’une unité de guaiacylglycérol. 

 

Figure 101 : Spectre MS/MS  du composé à m/z 499. 
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Figure 102 : Fragmentations caractéristiques du composé à m/z 499.  
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Figure 103 : Spectre MS/MS du composé à m/z 469. 

 

 
 

Figure 104 : Fragmentations caractéristiques du composé à m/z 469.  
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IV.2.2.3. Terpènes 

IV.2.2.3.1. Sesquiterpènes 

Le composé dont l’ion pseudomoléculaire [M-H]- présente un  rapport m/z 251 ( tR = 

23,13 min) a été identifié comme étant l’acide todomatuique (P32) (figures 105 et 106) [152]. 

L’ion majoritaire possède un rapport m/z de 207 et est généré par la décarboxylation qui se 

produit au niveau du carbone 1. En dehors de l’ion pseudomoléculaire à m/z 251 [M-H] -, les 

autres ions intenses sont ceux qui sont à m/z 125 et 99 . L’ion à m/z 99 est formé après la  

rupture de la liaison situées entre les carbones 2’ et 3’ tandis que le second à m/z = 125 est 

généré après le clivage de la liaison située entre les carbones 1’ et 4. Ces deux fragmentations 

sont caractéristiques aux sesquiterpènes dérivés de la juvabione comme l’acide todomatuique 

[153]. Ce composé à été décrit dans le duramen du bois de Douglas [152]. 

 

Figure 105 : Spectre MS/MS de l’acide todomatuique. 
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Figure 106 : Fragmentations de l’acide todomatuique. 

 

Le composé dont l’ion pseudomoléculaire [M-H]- présente un rapport m/z 253 à 24,64 
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combinée à la perte de la fonction acide par décarboxylation entraine la formation de l’ion à 

m/z 151. Ce composé a été isolé dans le duramen du bois de Douglas [153].  

 

Figure 107 : Spectre MS/MS  de l’acide dihydrotodomatuique. 
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Figure 108 : Fragmentations de l’acide dihydrotodomatuique. 
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[153]. 

 

Figure 109 : Spectre MS/MS  du pseudotsugonal. 
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Figure 110 : Fragmentations du pseudotsugonal. 

 

Le composé avec un ion pseudomoléculaire [M-H]- possèdant un rapport m/z = 265 à 

20,50 min semble correspondre à la juvabione (P35) [154] en raison de son temps de rétention 

et de l’intensité élevée des ions fragments dont les rapports m/z sont compris entre 99 et 92 

(figures 111 et 112). Cependant, la quantité élévée d’ions observés sur le spectre MS/MS ainsi 

que la  présence d’ions  dont les rapports m/z sont  177, 193 et 221 montrent  qu’il pourrait 

également correspondre à un dérivé de l’acide férulique.  

Si la juvabione (figure 112) est considérée comme le composé identifié, sur le spectre 

MS/MS le pic de base correspond au fragment ion à  m/z 95 généré par  la perte de la fonction 

ester (C2H4O2) en C1 associée la perte du CH3 en C1’ et à la rupture de la  liaison C1’-C2’ 

entrainant la perte de la chaîne carbonée linéaire (C6H12O) . L’ion à m/z 99 [M-H-C10H16O2]
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est généré par la rupture de la  liaison C1’-C2’ entrainant la perte du cycle aromatique 

(C10H16O2). L’ion à m/z 205 [M-H-C2H4O2]
- est formé par la perte de la fonction ester 

(C2H4O2) en C1. L’ion à m/z 193 [M-H-CH3-C2H4O2]
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juvabione est un métabolite qui a été décrit dans les nœuds (zones d’insertion des feuilles ou 

d’aiguilles au niveau du tronc de l’arbre) de sapin de Douglas bois [155].  

Si un dérivé de l’acide férulique (figure 112) est considéré comme le composé 

identifié, il est susceptible de correspondre au 2-hydroxybutylférulate en raison de la présence 

de l’ion intense à m/z 265 et des ions fragments générés à m/z 247 [M-H-H2O] -, 221[M-H-

C2H4O] -. Les ions Fragment à m /z 193, 177, 165, 149 et 121 indique la présence d'un groupe 

acide férulique. Le pic de base a été observé à m / z 95.  

 

Figure 111 : Spectre MS/MS du composé à 20,50 min. 

 

 

Figure 112 : Structures de la juvabione et du 2-hydroxybutylférulate. 
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299 [M-H] -. L’ion à m/z 271 [M-H-CO]- est généré par perte de CH2OH. L’ion à m/z 227 [M-

H-C3H7]
- est formé par la perte du groupe isopropyl  au niveau du carbone 13 sur le cycle C 

du composé. L’ion à m/z 209 [M-H-C3H7-H2O]- est formé par les pertes consécutives du 

groupe isopropyl sur le cycle C et de  H2O sur le cycle A. L’ion à m/z 253 [M-H-CH2OH-

CH3]
- est généré par les pertes consécutives de CH2OH  et CH3 au niveau du cycle A. L’ion à 

m/z 163 est produit par la rupture des liaisons C9-C10 et C7-C8 du cycle B entrainant la perte 

du cycle C. La structure de ce composé a été proposée car elle n’a pas été répertoriée dans la 

littérature.  

           

 

Figure 113 : Spectre MS/MS du 3,18-dihydroxyabieta-7-ène. 
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Figure 114 : Fragmentations du 3,18-dihydroxyabieta-7-ène. 
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IV.2.2.4. Acides alcanoïques 

Le composé dont  l’ion pseudomoléculaire [M-H]- présente un rapport m/z de 187 [M-

H]- a été identifié comme étant l’acide azélaïque (P37) (figures 115 et 116) [154]. Sur le 

spectre MS/MS l’ion à m/z  143 [M-H-CO2]
- est produit par une décarboxylation qui informe 

sur  la présence d’une fonction acide carboxylique dans la structure chimique. Le pic de base 

à m/z 125 [M-H-H2O-CO2]
- est généré par la perte consécutive de H2O et d’une fonction acide 

par décarboxylation. Le départ de H2O s’effectue sur  l’une des fonctions acide carboxylique. 

L’ion intense  à m/z 97 [M-H-2CO2]
- est issu d’une double décarboxylation et confirme la 

présence de deux fonctions acides carboxyliques dans le structure du composé.  Cet acide gras 

a été isolé dans l’écorce de sapin de Douglas [157]. 

 

 

Figure 115 : Spectre MS/MS l’acide azélaïque. 
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Figure 116 : Fragmentations de l’acide azélaïque. 

IV.2.2.5. Acide phénolique 

Le composé à 8,37 min qui présente un ion pseudomoléculaire à m/z 315 [M-H]- à été 

identifié comme étant l’acide protocatéchuique hexoside  (P38) (figures 117 et 118) [158]. Le 

pic de base correspond à l’ion à m/z 109 [M-H-162-CO2]
- qui est généré par les pertes 

succéssives d’hexose et  de CO2 au  niveau  du cycle aromatique. L’ion à m/z 107 est 

également généré par les mêmes pertes d’hexose et de CO2. L’ion à m/z 153 [M-H-162]- est 

généré par la perte de l’hexose tandis que l’ion à m/z 269 [M-H-CO2]
- est produit par la perte 

de CO2 au niveau du cycle aromatique. 

 

Figure 117 : Spectre MS/MS de l’acide protocatéchuique hexoside 
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Figure 118 : Fragmentations de l’acide protocatéchuique hexoside. 

           

IV.2.2.6. Autre composé 

La molécule dont l’ion pseudomoléculaire [M-H]- présente un rapport  m/z de  173 a 

été identifié comme étant un intermédiaire biochimique appelé acide shikimique (P39) 

(figures 119 et 120) [159]. Les ions fragments présents dans le spectre MS/MS ont été 

expliqués avec les schémas de fragmentations observées au niveau des cyclohexènes [159]. 

Sur le spectre MS/MS, le pic de base observé  à m/z 111 est formé par les  pertes consécutives 

de H2O et  de la fonction acide par décarboxylation. L’ion peu intense à m/z 129 [M-H-CO2]
 – 

est issu de la décarboxylation de l’acide shikimique.  

     

Figure 119 : Spectre MS/MS du acide shikimique. 
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Figure 120 : Fragmentations de l’acide shikimique. 

 

 

IV.2.2.7. Bilan des composés identifiés dans les fractions du duramen 
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biosynthèse des polyphénols [65] et l’acide protocatéchuique hexoside qui est un dérivé de 

l’acide protocatéchuique retrouvé dans les plantes appartenant à la famille des Astéracées. 

 Au niveau des fractions analysées, certains composés ont été identifiés plusieurs fois mais à 

des temps de retentions différents. Ces composés sont pour la plupart des polyphénols et des 

terpènes qui sont considéré comme étant les groupes de métabolites les plus abondants dans le 

duramen du Douglas [5] . Ces métabolites pourraient donc être à l’origine de la très grande 

résistance du duramen contre les agents pathogènes extérieurs.  

 

V. Zone de transition 

 L’exploitation des résultats de l’analyse en LC-MS/MS de l’extrait de la zone de 

transition (Figure 121) a permis de détecter 49 composés. Sur le TIC, il est observé trois 

composés à 14,39 min, 24,64 min et 30,90 min qui sont majoritaires. 

 

Figure 121 :  Représentation du TIC de l’extrait de la zone de transition. 

V.1. Polyphénols 

Presque tous les polyphénols identifiés dans l’extrait de la zone de transition ont été 

identifiés dans les extraits et fractions de l’aubier et du duramen. Il s’agit des composés qui 

présentent les rapports m/z de 221, 255, 271, 285, 287, 301, 303, 331, 465, 481 correspondant 

respectivement au coniférylacétate, à la pinocembrine, la pinobanksine, le kaempférol, le 

dihydrokaempférol, la quercétine, la taxifoline, taxifoline-7,3'-dimethyl ether, la taxifoline-3’-

O-glucoside et la silybine. 
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V.1.1. Dihydroflavonols 

Le composé dont l’ion pseudomoléculaire [M-H]- présente  un rapport m/z 317 (tR = 

15,94 min) a été identifié comme étant la taxifoline-4'-méthyléther (P40) (figures 122 et 123) 

[160]. Sur le spectre MS/MS, le pic de base à m/z 289 est formé par la perte de CO au niveau 

du cycle C. On observe d’autres ions intenses comme [M-H] -, [M-H-CO2]
 – à m/z 273 formé 

par la perte de CO2 au niveau C, [M-H-0,4A-CH3
●]- à m/z 192 généré par la rupture des 

liaisons associé à la perte du cycle A et du radical CH3
●; et [M-H-CH3

●-CO2]
– à m/z 258 

produit par les pertes successives de CH3
● et CO2. La perte du radical CH3

● est fréquente chez 

les flavonoïdes méthylés [120]. Les ions à m/z de 125 [1,4A]- et 152 [1,3A]- sont également 

intenses et sont caractéristiques à la taxifoline (cf fragmentation de la taxifoline). La présence 

de ces deux derniers ions et de [M-H-H2O] – peu intense à m/z 299, montre que taxifoline 

n’est pas méthylé au niveau des cycles A et C. La position du CH3 sur le cycle B en C-4’ à été 

confirmé par la littérature [160]. Ce composé a été décrits chez les espèces appartenant à la 

famille des Asteraceae et Fabaceae [160]. 

       

Figure 122 : Spectre MS/MS de la taxifoline-4'-méthyléther. 
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Figure 123 : Fragmentations de la taxifoline-4'-méthyléther. 

V.1.2. Flavonols  

Le composé dont l’ion pseudomoléculaire [M-H] - présente un rapport m/z = 299 

correspond au 6-méthylkaempférol (P41) [161] (figures 124 et 125). L’ion pseudomoléculaire 

[M-H] – correspond au pic de base et les autres ions présents sur spectre MS/MS sont de faible 

intensité car leurs fragmentations sont peu favorables. Parmi ces ions peu intenses ceux qui 
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cycle C suivi d’un réarrangement de la molécule ; à m/z 213 [M-H-C2H4O2-CO]– qui est 

généré par la perte de CO sur l’ion précédent ; et à m/z 271 [M-H-CO2]
– qui est produit par 

une décarboxylation réalisée au niveau du C. Ce composé a été isolé dans le pin tordu (Pinus 

contorta) [161]. 
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Figure 124 : Spectre MS/MS du 6-méthylkaempférol. 

 

 

Figure 125 : Fragmentations du 6-méthylkaempférol. 
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à m/z 151 qui est produit par la perte du cycle B après la rupture des liaisons 1et 3 du cycle C. 

Ce composé a été décrit dans plusieurs plantes angiospermes dont celles de la famille des 

Asteraceae [162].  

 

Figure 126 : Spectre MS/MS de l’isorhamnétine. 

 

Figure 127 : Fragmentations de l’isorhamnétine 
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Le composé dont l’ion pseudomoléculaire [M-H] – présente un rapport m/z 285, à 

17,29 min,  a été identifié comme étant la lutéoline (P43) (figures  128 et 129) [120]. Sur le 

spectre MS/MS, l’ion pseudomoléculaire à m/z 285 [M-H] – est le pic de base. Les fragments 

ions à m/z 133 [1,3B-] et m/z 151 [1,3A-] sont générés par la rupture des liaisons 1 et 3 du cycle 

C. D’autres ions issus de pertes neutres sont observés. C’est le cas de l’ion -  à m/z 175 [M-H-

C3O2-C2H2O] produit par les pertes consécutives de C3O2 et C2H2O ; l’ion à m/z 199  [M-H-

C2H2O-CO2]
 –généré par les pertes successives de C2H2O et CO2 ; et à m/z 241  [M-H-CO2] 

–  

produit par la perte de CO2.  

 

Figure 128 : Spectre MS/MS de la lutéoline. 
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Figure 129 : Fragmentations de la lutéoline. 

V.1.3. Lignanes 

V.1.3.1. Tétrahydrofurane lignanes 
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Figure 130 : Spectre MS/MS du massonirésinol. 

 

 

Figure 131 : Fragmentations du massonirésinol. 
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133). Sur le spectre MS/MS, l’ion à m/z 329 [M-H-2CH3-CH2O]- correspond au pic de base. Il 
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aromatiques, associé à une perte de CH
2
O au niveau du carbone 8. L’ion à m/z 374 [M-H-

CH3]
 ●–est produit par la perte du radical CH3

● au niveau de l’hydroxyle porté par le carbone 

4. C’est l’absence d’encombrement stérique dans cette région de la molécule qui a favorisé le 

départ du CH3 radicalaire en C4.  Les ions à m/z 343 et 341 sont formés par la perte de H2O 

associée à la rupture des liaisons C8’-C9’ et O-C7 entrainant la perte de CH2O.  Ce composé a 

été isolé dans les racines de Rubia yannanensis [164] . 

 

Figure 132 : Spectre MS/MS du 5'-méthoxylaricirésinol. 

 

[M-H]
 -
 

[M-H-CH
3
]

 ● -
 

[M-H-2CH
3
-CH

2
O]

 -
 



MBAKIDI-NGOUABY HENRI | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 28 Avril 2017 165 

 

 

Figure 133 : Fragmentations du 5'-méthoxylaricirésinol. 

V.1.3.2. Dibenzylbutyrolactone lignane 

Le composé dont l’ion pseudomoléculaire [M-H] - présente un rapport m/z 373 (tR = 

15,15 min) a été identifié comme étant l’hydroxymatairésinol (P46) (figures 134 et 135) 

[137]. Sur le spectre MS/MS , le pic de base  à m/z  173 [M-H-CO2-H2O-C7H8O2] 
- est formé 

par la perte de CO2 au  niveau de la fonction lactone, associée à la perte de H2O en C7’ et à la 

rupture  de la liaison C1’-C7’ (perte d’un cycle aromatique). On note également la présence 

d’un ion  à m/z 355 généré par la perte de H2O en C7’. Les ions à m/z  313 et  m/z  311 sont 

produits par les pertes consécutives de CO et H2O au niveau de la fonction lactone, associées 

la déméthylation de l’un des groupes hydroxyles porté par les cycles aromatiques. Ce 

composé a été isolé dans les aiguilles du cyprès de Taiwan (Chamaecyparis formensensis) 

[165].  
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Figure 134 : Spectre MS/MS du 7-hydroxymatairésinol. 

 

 

Figure 135 : Spectre MS/MS du 7-hydroxymatairésinol. 
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V.2. Terpènes 

Parmi les terpènes identifiés dans l’extrait de la zone de transition, certains ont été 

retrouvés dans les fractions duramen. Il s’agit de l’acide dihydrotodomatuique (m/z = 253, tr = 

23 min et 24 min) et le pseudotsugonal (m/z =235). Le composé présentant un rapport m/z = 

265 à  21,54 min  a été précedemment détecté dans la zone de transition (m/z 265 à 20,50 

min). Les structures possibles de ce composé sont celles de la juvabione ou un dérivé de 

l’acide ferrulique.  

V.3. Autres composés  

Le composé à 9,15 min qui présente un ion pseudomoléculaire à m/z 211 [M-H]- a été 

identifié comme étant le 1-(3,4 dimethoxyphenyl)-2,3-propanediol (P47) (figures 136 et 137). 

Le pic de base correspond à l’ion à m/z 148 [M-H- 2CH2O-CH3
●]- qui est généré par les pertes 

succéssives de  2CH2O  (sur la chaine aliphatique) et CH3
● (une perte  sur le cycle 

aromatique). Cette fragmentation est passée par des étapes intermédiaire qui ont permis la 

formation des fragments ions à m/z 181 [M-H2CH2O]-  et m/z 163 [M-H-CH3
●-2CH2O]-. 

L’ion à m/z 166 [M-H-CH2O-CH3
●]- est généré par les pertes de CH2O  et  CH3

●. L’ion à m/z 

109 [M-H-2CH2O-C2H3]
- est formé par la perte de la chaîne carbonée linéaire associé à la 

perte de CH3. L’ion à m/z 135 [M-H-2CH2O-2CH3]
- est formé par les successives de  2CH2O 

et 2CH3.  

         

Figure 136 : Spectre MS/MS de de la 1-(3,4 dimethoxyphenyl)-2,3-propanediol. 
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Figure 137 : Fragmentations de la 1-(3,4 dimethoxyphenyl)-2,3-propanediol. 

L’acide azéalique (m/z 187) qui est un acide gras retrouvé dans les fractions du 

duramen a également été identifié dans l’extrait de la zone de transition. 

V.4. Bilan des composés identifiés dans la zone de transition. 

Les résultats de l’analyse de l’extrait de la zone de transition ont permis d’identifier 36 

composés. Des polyphénols ont été identifiés (tableau 7).  Parmi ces polyphénols certains 

n’ont pas été décrit dans le sapin de Douglas comme le massonirésinol retrouvé dans Pinus 

massoniana [163], le 5’-méthoxylaricirésinol présents dans Rubia yunnanensis [164], le 7-

hydroxymatairésinol retrouvé dans cyprès de Taiwan (Chamaecyparis formensensis)  [165] et 

l’isorhamnétine que l’on peut retrouver dans le cèdre de l’Atlas (Cedrus atlantica) [166] et 

également dans d’autres plantes (tableau 7).  

 Les autres métabolites identifiés sont les terpènes et les acides gras. Parmi les 

terpènes identifiés, il y a  l’acide  dihydrotodomatuique et le pseudotsugonal  qui ont été 

décrits dans le duramen du sapin Douglas [152]. Le seul acide gras identifié est l’acide 

azélaïque également décrit dans le sapin de Douglas [157]. 
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Au niveau de l’extrait de la zone de transition presque tous les flavonoïdes identifiés 

sont également présents dans les extraits d’aubier et de duramen. Cela montre que la zone 

intermédiaire est liée à l’aubier et au duramen. Les autres composés détectés sont présents 

dans le tableau 7 ou en annexe (annexe 2).  

 

Tableau 7 : Composés identifiés dans l'extrait de la zone de transition 

tR 

(min) 

[M-H]- 

(m/z) 

Identification 

9,15 211 
1-(3,4 dimethoxyphenyl)2,3propanediol 

11,19 303 Taxifoline 

12,48 375 7-Hydroxybutyltaxifoline  

13,51 389 5'-Methoxylariciresinol 

13,86 391 Massoniresinol 

14,37 303 Taxifoline 

14,54 285 Kaempferol 

14,89 187 Acide azélaïque 

15,15 373 7-Hydroxymatairesinol 

15,83 317 Taxifoline-4'-méthyléther 

15,92 287 Dihydrokaempferol 

16,60 221 Coniferylacétate 

16,78 373 7-Hydroxymatairesinol 

17,29 285 Luteoline 

17,38 301 Quercétine  

17,80 331 Taxifoline-7,3'-diméthylether 

1797 299  6-Méthylkaempférol  

18,41 329 Gibbérelline A7  

18,57 481 Silybine 

18,99 271 Pinobanksine 

19,42 315 Isorhamnétine 

20,36 235 Pseudotsugonal 

21,54 265  Juvabione 

22,78 255 Pinocembrine 

24,68 253 Acide dihydrotodomatuique 

 

VI. Propriétés biologiques des métabolites identifiés dans les 

différentes zones du bois de Douglas.   

Les composés qui ont été identifiés dans les trois zones du bois de Douglas mettent en 

évidence principalement trois groupes de métabolites : les polyphénols, les terpènes et les 

acides gras. Les polyphénols se caractérisent surtout par des propriétés antioxydantes, 

antimicrobiennes et antifongiques. Ce sont ces propriétés qui permettent de considérer les 

polyphénols comme les principaux métabolites responsables de la protection du bois contre 

les champignons et d’autres microorganismes pathogènes. Tous les polyphénols identifiés 
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sont des antioxydants et leur activité varie en fonction de la structure de chaque composé. 

Dans le cas par exemple des flavonoïdes, la présence de la double liaison 2-3 et de la fonction 

4-one sur le cycle C ainsi que la présence de groupe hydroxyles au niveau du cycle B 

augmente l’activité antioxydant de la molécule. La taxifoline par exemple à une activité 

antioxydante beaucoup moins élevée que la quercétine [167]. Cependant, la glycosylation 

diminue l’activité antioxydante du flavonoïde. Dans le bois, ces antioxydants permettent 

d’inhiber les composés oxygénés qui entrainent la détérioration du bois par oxydation [116] 

[168]. En dehors de leur activité antioxydante, les polyphénols identifiés possèdent également 

des propriétés antibactériennes et antiprolifératives [57]. Ces propriétés pourraient être à 

l’origine de résistance du bois face aux microorganismes pathogènes.  

Les terpènes identifiés dans les extraits et fractions exploités présentent des propriétés 

biologiques variées spécifiques à chaque type de terpènes. Les dérivés de la juvabione 

(pseudotsugonal, acides dihydrotodomatuique et todomatuique,) par exemple, sont des 

sesquiterpènes qui ont des effets ovicides (capacité à empêcher l’évolution de l’embryon) 

chez certains insectes [83]. Ces propriétés insecticides pourraient être à l’origine de la 

résistance du bois Douglas contre les attaques des insectes. Certains diterpènes comme les 

gibbérellines et l’acide 7’-hydroxyabscissique sont des phytohormones (molécules qui 

régulent la croissance et le développement de la plante) [169]. Ce qui explique leur présence 

dans les tissus végétaux en développement (bourgeons, cônes,…). 

Quelques composés appartenant à d’autres groupes de métabolites ont été identifiés 

dans les extraits et fractions du bois de Douglas. C’est le cas par exemple des flavolignanes, et 

des acides alcanoïques qui sont des antioxydants et  antibactériens [170]. L’acide azélaïque 

par exemple joue un rôle important dans la défense des plantes contre les agents pathogènes 

extérieurs [171]. On retrouve également des  acides gras et des phytostérols  qui sont des 

métabolites qui participent à la protection de la plante contre les agressions 

environnementales (sécheresse, température,...) [172].                                                  

VII. Répartition des métabolites secondaires au sein du bois de 

Douglas. 

L’analyse en LC-MS/MS des extraits d’aubier, de la zone de transition et de duramen 

a permis de détecter plusieurs composés. L’identification de ces composés par l’explication 

des ions fragments présents dans les spectres MS/MS a permis de mettre en évidence 

différents groupes de métabolites dont les principaux sont : les polyphénols (flavonoïdes, 
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lignanes et procyanidines), les terpènes et les acides gras (figure 138). Dans l’extrait de 

duramen il a été noté une forte concentration en polyphénols notamment en flavonoïdes telles 

que la taxifoline et la quercétine (cf tableau 8).  En effet, dans la littérature il a été montré que 

le duramen est la zone au niveau de laquelle l’on retrouve majoritairement des polyphénols de 

défense [11]. L’extrait de la zone de transition présente une plus grande variété des 

métabolites (polyphénols, terpènes et acides gras). Cela peut s’expliquer par une activité 

métabolique intense qui peut s’observer au niveau de cette zone intermédiaire car les 

précurseurs biosynthétiques des polyphénols sont produits en grande quantité aux alentours de 

la zone de transition [54]. 

Lorsque l’on observe les polyphénols identifiés, on constate que certains métabolites 

sont retrouvés dans les trois zones. C’est le cas de la taxifoline, du dihydrokaempferol et la 

pinocembrine. La taxifoline par exemple est considéré comme le métabolite secondaire le plus 

abondant dans le bois de Douglas [5]. Ce qui explique sa présence dans les trois extraits. 

Cependant, au niveau de l’extrait d’aubier on remarque l’absence de la quercétine qui est 

censé être présent (et il a été également isolé dans les fractions de l’aubier). L’absence de ce 

composé est peut-être due à une faible concentration dans l’extrait. 

Parmi les composés qui ont été détectés dans les trois zones du bois, certains n’ont pas 

pu être identifiés car il pourrait s’agir de nouveaux composés ou de métabolites dont les 

données de spectrométries de masse ne sont pas répertoriées dans la littérature. En effet, il 

serait préférable d’isoler ces nouveaux composés en envisageant des nouvelles techniques de 

purification. 
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Figure 138 : Répartition des métabolites identifiés dans les extraits d’aubier, de duramen et 

de la zone de transition.  

Pour pouvoir comparer les résultats obtenus lors de l’analyse en LC-MS/MS des 

différents extraits de bois de Douglas, des réseaux moléculaires ont également été générés. Le 

réseau moléculaire est une forme de représentation qui permet d‘organiser les composés 

identifiés par LC-MS/MS en se basant sur les fragments communs aux différentes molécules   

[173].  Ils peuvent être réalisés en ligne sur le site GNPS (Global Natural Products Social 

Molecular Networking) ou exportés pour être visualisés sur le logiciel cytoscape.  

Après avoir effectué l’analyse en LC-MS/MS des extraits de bois, les résultats de 

chaque extrait ont été recueillis dans des fichiers au format « wiff ».  Ces derniers ont ensuite 

été convertis au format « mzXML » à partir de l’outil « MSConvertGUI ». En effet, pour 

générer les réseaux moléculaires les fichiers doivent être préalablement convertis dans des 

format adapté (mzXML ou mzML) [174] à la plateforme GNPS ou logiciel GNPS pour 

générer les réseaux moléculaires. Ces fichiers ont été insérés dans GNPS afin d’effectuer un 

traitement des données de LC-MS/MS en modifiant un certain nombre des paramètres pour 

obtenir des réseaux moléculaires exploitables et adaptés aux conditions d’analyses utilisées.  

Les paramètres qui ont été modifiés sont la tolérance (intervalle d’erreur) de la masse des ions 
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précurseurs, des fragments ions et le nombre minimum de fragments ions appariés (fragments 

en commun entres composés apparentés). Une tolérance de 0,2 a été utilisé pour les ions 

précurseurs tandis que pour les fragments ions, elle a été de 0,1. Le nombre minimum de 

fragments ions appariés a été 4. Ces modifications ont été soumises à la plateforme GNPS qui 

a généré des fichiers sous plusieurs formats dont certains ont permis de visualiser les réseaux 

sur GNPS et d’autres ont été utilisés pour la visualisation sur cytostape. 

Pour réaliser les réseaux moléculaires, GNPS ou cytoscape va effectuer une 

corrélation spectrale pour détecter les ensembles de spectres qui appartiennent à des 

molécules apparentées. Dans la visualisation, chaque spectre est représenté par un nœud et les 

spectres similaires sont reliés par des lignes d’intersection qui apparaissent entre les nœuds 

(figure 143). Sur chaque nœud est indiqué la valeur du rapport m/z de l’ion pseudomoléculaire 

du composé.  

 Au niveau du réseau généré par cytoscape, les spectres qui ne possèdent aucune 

similarité avec les autres spectres apparaissent sous la forme d’un nœud relié à eux-même 

(figure 139). L’épaisseur de la liaison entre les nœuds augmentent avec la similarité entre les 

spectres représentés. Lorsqu’un composé est présent dans la base de données de GNPS, il est 

possible d’obtenir sa structure chimique en cliquant sur le nœud concerné pour être renvoyé 

vers la page de GNPS contenant les informations sur la structure de la molécule. 
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Figure 139 : Fragment d’un réseau moléculaire réalisé à partir des fractions du  duramen. 

 

Dans les réseaux moléculaires qui ont été générés l’absence de certains composés est 

observée.  C’est le cas par exemple du dihydrokaempférol (m/z = 287) et de la pinobanksine 

(m/z = 271) qui sont des métabolites qui ont été identifiés dans les trois zones du bois.  

Certains composés non identifiés sont également absents et le phénomène est encore plus 

marquant lorsque les réseaux moléculaires sont générés sur GNPS. Néanmoins, certaines 

parties des réseaux moléculaires montrent des corrélations qui peuvent s’expliquer. C’est le 

cas par exemple du réseau moléculaire réalisé à partir des données de spectrométries de masse 

du duramen (figure 139). Au niveau d’une région du réseau, il se forme une liaison entre le 

composé à m/z 606 et le composé à m/z 465 qui sont des dérivés de la taxifoline identifiés 

précédemment. Les composés à m/z 401 et m/z 563 qui correspond à la taxifoline + un adduit 

de 98 uma (H2SO4) et m/z 465 + 98 uma est également lié à ces deux composés. D’autres 

composés à m/z 469, 499 et 661 sont également corrélés aux molécules précédentes car ce 

sont des flavonolignanes dérivés de la taxifoline (figure 139). Mais ces informations ne sont 

pas suffisantes pour exploiter efficacement le réseau moléculaire car d’autres composés non 

identifiés ou qui n’apparaissent pas dans les résultats de LC-MS/MS sont également observés. 
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Les données de LC-MS/MS ont été modifiées afin d’obtenir des réseaux moléculaires 

exploitables. Les résultats n’ont pas été concluant car ces données modifiées n’ont pas été 

reconnues par GNPS. Cela est peut-être dû aux différents paramètres présents sur Cytoscape 

ou GNPS qui ne sont pas adaptés aux conditions d’analyse en LC-MS/MS ou aux types 

d’extraits utilisés. Il serait préférable d’envisager un certain nombre de modifications au 

niveau des conditions d’analyse des extraits en LC-MS/MS avant de réaliser les réseaux 

moléculaires pour avoir la possibilité d’obtenir des données de spectrométrie de masse 

compatible avec les paramètres présents sur GNPS. 

VIII. Variation quantitative des métabolites majoritaires au cours 

de l’année. 

C’est une méthode utilisant la spectrométrie de masse en tandem pour quantifier des 

molécules d’intérêts en se basant sur l’abondance d’un ou plusieurs ions fragments 

caractéristiques présents dans les échantillons. Des « transitions » sont effectuées en indiquant 

la masse de l’ion parent à fragmenter puis en surveillant un ou plusieurs ions fragments 

spécifiques à des temps de rétentions différents. 

La quantification relative des métabolites a été réalisée en effectuant une analyse par 

MRM/MS des composés d’intérêts contenus dans tous les extraits ou fractions analysés 

précédemment en LC-MS/MS [175]. Cette analyse a permis de déterminer l’abondance des 

composés d’intérêts dans chacune des zones du bois de Douglas aux différentes saisons de 

l’année. Ce sont les composés majoritaires (identifiés ou non identifiés) dans les extraits et 

fractions du bois de Douglas qui ont été sélectionnés (tableau 8). Pour chaque composé, 1 à 3 

transitions ont été suivies à plusieurs temps de rétentions. La première a été utilisée pour la 

quantification tandis que les autres sont des transitions de confirmation. Pour l’analyse des 

composés, les conditions d’analyses utilisées ont été différentes pour chaque composé 

(tableau 8).  L’identité de chaque composé est confirmée par la superposition des transitions 

suivies sur le spectre MRM (montrant que tous les fragments ions apparaissent au même 

temps de rétention caractéristique à la molécule considérée).  Chaque composé a été quantifié 

à partir de l’aire de la transition la plus intense (cf annexe 1). Ne disposant pas de témoins 

pour tous les composés sélectionnés, Il n’est pas possible de faire une quantification absolue. 

Pour chaque composé, la variabilité saisonnière est ainsi observée. 
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Tableau 8 : Conditions d'analyses en MRM des différents composés sélectionnés. 

Composé 

[M-H] – 

 (m/z) 

Q1  

(m/z) 

Q3  

(m/z) 

DP  

(V) 

EC 

(V) 

EP 

(V) 

CXP 

(V) 

 

Procyanidine C1/C2/C4 865 289 407 ; 525 90 40 10 10  

659 A 659 481 329 ; 177 90 25 10 10  

659 B 659 533 641 90 40 10 10  

Pseudotsuganol 659 641 285 50 55 10 10  

643 643 625 465 ; 519 90 40 10 10  

633 633 311 285 ; 177 90 40 10 10  

609 609 407 289 ; 231 50 40 10 10  

[5',5'''] - bisdihydroquercétine 605 479 285 ; 179 90 55 10 10  

Dimère taxifoline-quercétine 603 585 299 90 40 10 10  

Procyanidine B1/B2 577 407 289 ; 245 50 40 10 10  

521 521 475 169 ; 123 50 55 10 10  

Taxifoline-3'-O-2(5-

hydroxyconiferylglycerol) 515 467 271 ; 165 50 25 

 

10 

 

10 

 

Dihydrodiconiferylalcohol-p-

4- dihydrocoumaroyl 505 163 145 ; 327 90 40 

 

10 

 

10 

 

Famille de silybine 481 453 301 ; 257 ; 179 ; 152 ; 125 90 30 8 10  

Taxifoline-3'-O-Glc 465 285 217 ; 125 90 25 10 10  

Quercitrine 447 301 271 ; 179 90 25 10 10  

Quercetine-4'-hexenol 399 301 165 ; 97 90 25 10 10  

Dérivé diphénylpropan-2-ol 349 331 269 ; 207 90 25 10 10  

Hydroxymatairésinol 373 164 179 ; 355 90 40 10 10  

Gibbérelline A1 347 329   50 25 10 10  

3,7,12-trihydroxyabiéta-8,13-

dien-18-al 333 287 315 90 40 

 

10 

 

10 

 

Taxifolin-7,3'-dimethyl ether 331 303 153 ; 179 90 55 10 10  

Taxifolin-7,3'-dimethyl ether 331 287 269 ; 191 90 40 10 10  

Taxifoline-4-méthylether 317 289 152 ; 125 90 55 10 10  

315 315 203 251 ; 269 90 40 10 10  

Acide 15-hydroxy-6-èn-

dihydroabietique  313 251 175 ; 146 90 25 

 

10 

 

10 

 

Férulate d’octyle 305 175 147 90 55 10 10  

Taxifoline 303 285 125 ; 175 90 55 10 10  

Quercétine 301 179 151 94 26 10 8  

3-Hydroxyabieta-8,13-dièn-

18-al 301 255   50 40 

 

10 

 

10 

 

Acide 10-

Hydroxyoctadécanoïque 299 237 271 ; 227 50 40 

 

10 

 

10 

 

Acide Feruloylpentanoïque 293 249 193 ; 177 50 25 10 10  

Catéchine/epicatéchine 289 245 179 ; 125 115 20 10 15  

Sandaracopimarinol 287 151 135 ; 107 50 55 10 10  

Dihydrokaempférol 287 259 201 ; 125 50 55 10 10  

Pinobanksine 271 119 151 ; 177 50 40 10 10  

265 265 95 165 ; 193 50 55 10 10  

Pinocembrine 255 171 185 ; 213 90 40 10 10  

Acide dihydrotodomatuique 253 235 209 ; 151 90 25 10 10  

 

Les valeurs de DP, CE, et EP (qui devraient être négatives) sont positives pour faciliter leur insertion 

dans le tableau.    

DP (peclustering potential) : potentiel de décomposition. 
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CE (collision energy) : énergie de collision utilisée pour générer l’ion fragment de quantification. 

EP (entrance potential) : potentiel émis à l’entrée du spectromètre. 

CXP (collision cell exit potential) : potentiel émis à la sortie de la cellule de collision. 

Q1 : ion fragment de quantification  

Q3 : ion fragment de confirmation 

 

L’analyse par MRM/MS des composés sélectionnés a abouti à l’obtention de plusieurs 

aires de transitions dont les valeurs varient selon la zone du bois ou la saison impliquée Pour 

chaque composé, au lieu de représenter la variation des aires en fonctions des saisons et des 

zones du bois (figure 140), les résultats ont été présentés à partir de la quantité relative de 

chaque composé en prenant comme référence (quantité initiale) la saison d’automne  pour 

simplifier leur interprétation. Parmi les composés quantifiés, trois composés majoritaires ont 

été détectés : la taxifoline, la taxifoline-3’-O-glucoside et la quercétine.  

 

 

          

Figure 140 : Variation de l’aire de la taxifoline dans chaque zone en fonction des saisons.                          

Taxifoline (dihydroflavonol) 

Les résultats obtenus en fonction des saisons, permettent de remarquer une variation 

relativement importante (figure 141). Dans l’aubier, la quantité du composé est 2 fois moins 

importante en hiver. Entre l’hiver et le printemps sa quantité augmente légèrement et atteint 

une valeur proche de celle obtenue en automne. A partir de la saison de printemps, on observe 

une progression significative de la quantité de taxifoline pour atteindre la valeur maximale en 

été qui est 2 fois plus importante par rapport à la saison d’automne. Au niveau de la zone de 

transition, il est observé une baisse plus significative de la quantité de la taxifoline entre 
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l’automne et l’hiver où elle est 4 fois plus importante. Entre l’hiver et l’été elle augmente 

progressivement pour atteindre une valeur maximale qui est légèrement supérieure à celle 

obtenue en automne. Dans le duramen, l’évolution de la quantité de taxifoline au cours des 

saisons est similaire à ce qui est observé dans l’aubier. 

         

Figure 141 : Variation de la quantité relative de taxifoline au cours des saisons.  

 

Taxifoline-3'-O-glucoside (dihydroflavonol) 

Pour ce composé, l’observation de la variation de sa quantité au cours des saisons 

(figure 142), montre qu’au niveau de l’aubier, sa quantité est relativement stable entre 

l’automne et l’hiver. Au printemps sa quantité augmente progressivement pour devenir deux 

fois plus importante en été. Au sein de la zone de transition, la quantité du composé augmente 

progressivement en automne et devient deux fois importante en hiver. Entre l’hiver et le 

printemps, elle diminue pour atteindre une quantité proche de la valeur initiale. A partir du 

printemps, elle augmente progressivement et devient 3 fois plus importante en été. Dans le cas 

du duramen, entre l’automne et l’hiver la quantité du composé augmente progressivement et 

devient 2 fois plus importante. Elle reste stable entre l’hiver printemps et augmente en été où 

elle devient 4 fois plus importante par rapport à sa valeur initiale (automne). 
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Figure 142 : Variation de la quantité relative de taxifoline-3'-O-glucoside  au cours des  

saisons.  

 

Quercétine (flavonol) 

L’observation de l’évolution de la quantité de ce composé au cours des saisons (figure 

143), montre que dans les trois zones du bois elle est deux fois plus importante en hiver. Entre 

l’hiver et le printemps il est observé une baisse significative de sa quantité dans l’aubier pour 

atteindre une valeur proche de la quantité initiale. Dans la zone de transition et le duramen, la 

diminution de sa quantité est moins importante entre l’hiver et le printemps mais devient plus 

significative entre le printemps et l’été. Dans la zone transition elle devient 2 fois moins 

importante par rapport à sa valeur initiale (automne).  

 

 

Figure 143 : Variation de la quantité relative de quercétine  au cours des  saisons. 
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Les autres composés qui sont minoritaires par rapport aux trois métabolites décrits 

précédemment, l’analyse a abouti à plusieurs résultats qui ont été représentés selon les 

différents groupes de molécules concernés. 

 

1- Autres dihydroflavonols 

Pour cette classe de flavonoïdes, il a été constaté  que parmi les 3 composés quantifiés, 

la taxifolin-7,3'-diméthyléther est le seul composé qui présente une variation différente de sa 

quantité relative au cours de l’année (figure 144 A). En effet, entre l’automne et le printemps, 

sa quantité est relativement stable puis augmente progressivement à partir du du printemps et 

devient 25 fois plus importante en été (figures 144 A).   

 

A : Taxifolin-7,3'-diméthyléther (m/z 331 ; 18,02 min) 

Dans le cas du dihydrokaempférol et de la pinobanksine c’est entre l’hiver et le 

printemps qu’ils sont plus abondants dans le bois tandis que leur quantité est minimale en 

automne et en hiver (figures 144B et C). On remarque également qu’au niveau de l’aubier la 

quantité maximale est atteinte en hiver ( 5 à 15 fois plus importante)  tandis que dans  la zone 

de transition et dans le duramen elle est maximale au printemps (6 à 45 fois plus importante) 

(figures 2B et C). L’allure de la variation quantitative de  de ce composé est proche de celui 

de la taxifoline-3'-O-glucoside  et de la taxifoline. Cela permet de supposer que la quantité des 

dérivées de la taxifoline dans le bois évolue de la même manière aux cours de l’année. 
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B : Dihydrokaempférol (m/z 287 ; tR = 14,43 min) 

 

 

C: Pinobanksine (m/z 271; tR = 20,63 min) 

 

Figure 144 : Variation de la quantité relative des 3 dihydroflavonols au cours de l’année. 

 

2- Flavanone 

 L’évolution de la quantité de relative de la pinocembrine au cours de l’année 

montre qu’elle atteint sa valeur maximale en hiver (5 à 6 fois plus importante) avant 

de baisser progressivement et atteindre sa valeur minimale qui est proche de sa 

quantité initiale dans le bois (figure 145). Cependant au niveau de l’aubier, entre 

l’hiver et le printemps la chute de la quantité de composés est plus significative que 

dans les autres zones du bois. Il a été remarqué également que l’allure de variation de 

la quantité de la pinocembre au cours des saisons est proche de celle qui a été observé 

au niveau de l’aubier de la pinobanksine et le dihydrokaempferol (figure 145).  
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Figure 145 : Variation de la quantité relative de la pinocembrine (m/z 255 ; tR = 24,41 min) au 

cours de l’année.  

 

3- Flavonols 

L’observation de la variation de la quantité de quercitrine (figure 146) au cours de 

l’année, montre qu’elle est relativement stable entre l’automne et le printemps sauf dans le cas 

du duramen où elle devient 4 fois plus importante en hiver et reste stable jusqu’au printemps. 

Entre le printemps et l’été, une augmentation progressive de la quantité du composé jusqu'à sa 

valeur maximale (2 à 4 fois supérieur à la valeur initiale) est observée.   

 

 

Figure 146 : Variation de la quantité relative de la quercitrine (m/z 447 ; tR = 11,78 min) au 

cours de l’année 
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4- Flavan-3-ol 

 La catéchine et l’épicatéchine sont deux isomères qui ont pu être identifiés en 

MRM. Après avoir suivi les transitions 289→245, 289 →179, et 289→125 au cours du temps 

puis corrélé les informations obtenues avec les données de la littérature (référence), sur le 

spectre MRM il a été déduit que le composé à 7,42 min correspond à la catéchine tandis que 

l’épicatéchine a été identifié comme étant le composé à 8,05 min (figure 147).  

 

Figure 147 : Chromatogramme MRM de la catéchine et l’épicatéchine 

 

 L’évolution de la quantité de ces deux isomères au cours de l’année est similaire. 

Elle est maximale au printemps et 20 à 50 fois supérieure à sa valeur initiale. Cependant dans 

l’aubier ces isomères sont absents une partie de l’hiver tandis que dans la zone de transition et 

le duramen ils y sont présent en quantité importante au cours de cette saison. Ces isomères 

sont également peu présents ou absents en été dans les trois zones du bois (figures 148A et B). 

 

 
 

A : Catéchine (m/z 289 ; tR = 7,42 min) 

 

0

10

20

30

40

50

60

Automne Hiver Printemps Été

Q
u

a
n

ti
té

 r
el

a
ti

v
e 

Aubier Zone de transition Duramen

289 → 245 
289 → 179 
289 → 125 

Catéchine (7,42min) 

Epicatéchine (8,05min) 



MBAKIDI-NGOUABY HENRI | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 28 Avril 2017 184 

 

 

 

 
B : Epicatéchine (m/z 289 ; tR = 8,05 min) 

Figure 148 : Variation de la quantité relative des deux flavan-3-ol au cours de l’année. 

 

 

5- Dimères de flavonoïdes 

 L’observation de la variation de la quantité de [5',5''']-bisdihydroquercétine et du 

dimère de taxifoline et quercitrine, montre une similarité dans son évolution au cours de 

l’année (figures 149A et B). En effet, sa valeur est maximale en automne puis elle baisse 

progressivement et devient 3 fois moins importante en hivers. Entre l’hiver et le printemps ces 

deux composés sont absents ou présents en très faible quantité dans le bois. Entre le printemps 

et l’été on observe une augmentation de leur quantité sans atteindre la valeur maximale.   

 

 
A : [5',5'''] -bisdihydroquercétine (m/z 605 ; tR = 18,64 min) 

 

 

 

                    

0

10

20

30

40

50

60

Automne Hiver Printemps Été

Q
u

a
n

ti
té

 r
el

a
ti

v
e

Aubier Zone de transition Duramen

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

Automne Hiver Printemps Été

Q
u

a
n

ti
té

 r
el

a
ti

v
e

Aubier Zone de transition Duramen



MBAKIDI-NGOUABY HENRI | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 28 Avril 2017 185 

 

       

B : Dimère de taxifoline et quercétine (m/z 603 ; tR = 18,64 min) 

 

Figure 149 : Variation de la quantité relative des deux dimères de flavonoïdes au cours de 

l’année 

 

6- Flavonolignanes 

 

L’isosilybine A et la silybine B sont deux isomères qui ont pu être distingués en 

MRM. Le suivi des transitions pour le composé à m/z 481 dont le fragment ion de 

quantification est à m/z 453 et les ions de confirmation sont à m/z 301, 257, 179, 152, 

125 a permis d’identifier le composé à 19,35 min comme étant la silybine B et celui à 

20,44 min comme étant isosilybine A (figure 150).  

          

 

Figure 150 : Chromatogramme MRM de la silybine B et l’isosilybine A. 
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La littérature a permis de confirmer l’identité de ces deux isomères [126]. Comme 

dans le cas de la catéchine et de l’épicatéchine, la quantité de ces deux isomères 

évoluent similairement aux cours de l’année (figure 151A et B). Ces composés sont 

abondants en l’hiver et au printemps. Dans l’aubier c’est en hiver qu’il atteint sa 

quantité maximale (6 fois plus importante) tandis que dans la zone de transition et le 

duramen les valeurs maximales sont atteintes au printemps (4 à 6 fois plus 

importante). Au printemps et l’été on observe une baisse significative de la quantité du 

composé qui reprend sa valeur initiale. 

 

                   

A : Isosilybine A (m/z 481 ; tR = 20,43 min) 

      

 

                  

B : Silybine B (m/z 481 ; tR = 19,31 min) 

 

Figure 151 : Variation de la quantité relative des deux flavonolignanes au cours de l’année.                               
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7- Lignanes 

La variation de la quantité de 7-hydroxymatairésinol au cours de l’année, montre 

qu’elle diffère selon la zone du bois concernée (figure 152). En effet, dans l’aubier sa quantité 

est très faible et presque constante aux cours des saisons. Au niveau de la zone de transition, 

elle est également très faible et varie légèrement. Au printemps elle atteint sa valeur maximale 

et sa valeur minimale est atteint en hiver et en été. 

Dans le cas du duramen, on observe une variation importante de la quantité du composé qui 

augmente progressivement entre l’automne et l’hiver où elle triple et atteint sa valeur 

maximale avant de baisser légèrement à la saison d’été (elle devient deux fois plus importante 

par rapport à sa valeur initiale). 

 

 

Figure 152 : Variation de la quantité relative du 7-hydroxymatairésinol (m/z 373) au cours de 

l’année. 

 

 

8- Dérivé diphénylpropane 

L’observation de l’évolution de la quantité de ce composé au cours de l’année, montre 

qu’en fonction de la zone du bois concerné les variations sont distinctes (figure 153). Dans 

l’aubier et la zone de transition, son évolution est similaire avec une augmentation progressive 

jusqu’en hiver où elle atteint sa valeur maximale (30 à 40 fois plus importante par rapport à sa 

quantité initiale). Cependant dans le cas de l’aubier elle reste constante entre l’hiver et le 

printemps.  

Dans le cas duramen on observe une augmentation significative de la quantité du composé 
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l’automne et l’hiver, on observe une baisse légère de la quantité du composé avant d’atteindre 

fois de plus sa valeur maximale en été. 

 

 

 

Figure 153 : Variation de la quantité relative du méthyl-3-[3-(3,4-dihydroxyphényl)-2-

hydroxypropyl]-2,4,6-trihydroxybenzoate (m/z 349 ; tR = 10,49 min) au cours de l’année. 

 

9- Terpènes  

La variation de la quantité de l’acide dihydrotodomatuique au cours de l’année, montre 

qu’elle diffère selon la zone du bois concernée (figure 154). En effet, dans le cas de l’aubier 

elle augmente progressivement et est presque de 2 supérieure en hiver. Au printemps on note 

une baisse de la quantité du composé qui atteint sa valeur minimale légèrement inférieure à sa 

valeur initiale. En été, elle augmente et atteint sa valeur maximale (2 fois supérieur à la 

quantité initiale) 

Dans la zone de transition et le duramen, on observe une diminution de la quantité du 

composé entre l’automne et le printemps où elle atteint sa valeur minimale (2 à 3 fois 

inférieur à sa quantité initiale) puis entre le printemps et l’été, elle augmente significativement 

et atteint sa valeur initiale. 
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Figure 154 : Variation de la quantité de l’acide dihydrotodomatuique (m/z 253 ; tR = 25,57 

min) au cours de l’année. 

 

 

L’observation de l’évolution de la quantité du composé à m/z 347 (figure 155) au 

cours de l’année, montre qu’en fonction de la zone du bois concerné les variations sont 

distinctes. Dans l’aubier et la zone de transition, sa quantité est relativement constante au 

cours de l’année. Dans le cas du duramen on observe une augmentation significative de la 

quantité du composé entre l’automne et l’hiver où elle atteint sa valeur maximale (3 fois 

supérieur à sa quantité initiale).  Entre l’automne et l’hiver, une baisse légère de la quantité du 

composé est observée avant d’augmenter entre été et atteindre une valeur proche de sa 

quantité maximale. 

 

 

 

                    

Figure 155 : Variation de la quantité du composé à m/z 347 (tR = 25,02 min) au cours de 

l’année.  
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10- Composés non identifiés 

 

 Plusieurs composés non identifiés ont été sélectionnés pour réaliser leur 

quantification relative par MRM au cours de l’année. Les résultats ont montré que l’évolution 

de leur quantité au cours des saisons diffère selon le composé considéré. Cependant, on 

remarque que pour la majorité des composés (12 composés) leur quantité est maximale en été. 

Le printemps est la deuxième saison dans laquelle on observe une forte quantité de 

métabolites non identifié (4 composés). L’hiver et l’automne sont les saisons dans lesquelles 

on note une faible teneur en composés non identifié (0 à 2 composés). 

 

             Bilan des résultats de quantification  

 

Après avoir observé la variation de la quantité relative des composés au cours des 

saisons, on remarque qu’elle est plus élevée dans le duramen suivi de la zone transition et 

l’aubier. Ces résultats confirment l’hypothèse selon laquelle le duramen serait la zone qui 

accumulerait la majorité des métabolites responsables de la durabilité naturelle du bois [5] car 

la plupart de ces métabolites possèdent des propriétés antifongiques, antioxydantes et 

antibactériennes. Cependant, l’évolution de la quantité est variable selon la molécule étudiée. 

Par ailleurs, il a été constaté, dans le cas de la majorité de composés analysés, que l’été et le 

printemps sont des saisons qui sont propices à une forte concentration de ces métabolites dans 

le bois de Douglas. De plus, au printemps, plusieurs polyphénols (catéchine, épicatéchine, 

pinobanksine, dihydrokaempferol) identifiés atteignent leur quantité maximale. Cela peut 

s’expliquer par la biosynthèse de molécules protectrices ou osmotiques actives pour faire face 

à la sécheresse. Ces composés joueraient un rôle dans l’ajustement osmotique en condition 

hydrique et seraient également des antioxydants [176]. 

Dans le cas de certains composés comme la quercétine, la quantité du composé est 

maximale en hiver. Cela pourrait être dû à l’activité métabolique qui devient intense à cette 

période de l’année pour permettre à l’arbre de résister au froid. En effet, elle correspond à la 

phase de dormance du cycle saisonnier des cellules du cambium. Pendant cette phase de 

dormance, il se produit une intense activité métabolique entrainant l’accumulation de 

molécules telles que les polyphénols, les lipides et les protéines [177].  

. 
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Conclusion 

 

Le sapin de Douglas est un arbre qui possède un bois présentant de nombreuses 

qualités telles qu’une croissance rapide, une adaptation physiologique, une résistance 

mécanique et une durabilité naturelle intermédiaire. Cette dernière qualité permet au bois de 

Douglas de se protéger contre les agressions extérieures comme les champignons, les insectes 

et d’autres microorganismes pathogènes. Cette résistance du bois de Douglas serait dû à la 

présence de métabolites secondaires principalement retrouvés dans le duramen et qui seraient 

responsables de la protection du bois contre les agents pathogènes extérieurs par des 

mécanismes complexes. Le bois de Douglas est ainsi un matériau qui présente un intérêt 

majeur dans la construction des meubles, bâtiments ou maisons en raison de ses nombreuses 

qualités naturelles.   

Ce travail a été réalisé suivant deux axes majeurs qui sont d’une part l’identification 

des métabolites secondaires et leur répartition au sein du bois et d’autre part la comparaison 

des profils métaboliques d’échantillons de bois de Douglas prélevé aux 4 saisons.  

Dans un premier temps des extractions acétonique aqueux ont été réalisées à partir des 

3 zones du bois (duramen, aubier et zone de transition) sur l’échantillon prelévé à l’automne. 

Ces extraits ont été fractionnés, ce qui a conduit à l’isolement et l’identification de 4 

composés majoritaires : la taxifoline, la quercétine, l’acide dihydrotodomatuique et l’acide-4 

p-tolylvalérique.  

Dans un deuxième temps l’analyse en LC-MS/MS des extraits et des fractions a été 

réalisée et a permis l’identification d’une cinquantaine de métabolites parmi lesquels les 

polyphénols, les terpènes et acides gras et d’autres groupes de composés tels que les acides 

alcanoïques. Les polyphénols sont largement majoritaires et les flavonoïdes sont les composés 

prédominants, dans toutes les zones du bois.  

Les résultats obtenus ont permis de confirmer l’hypothèse selon laquelle le duramen 

serait la zone responsable de la durabilité naturelle du bois car un grand nombre de 

métabolites ont été observés au niveau de cette zone.  

Enfin, des extractions acétoniques aqueuses ont été réalisées sur des échantillons de 

bois prélevés aux différentes saisons de l’année. Le profil chromatographique obtenu par LC-

MS/MS a été complété par une quantification relative des métabolites par MRM des extraits 

de bois récoltés aux 4 saisons de l’année. Ces résultats ont permis de mettre en évidence 
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l’accumulation des métabolites dans le bois de Douglas. Le printemps semble être la période 

favorable pour la récolte de bois de Douglas en raison de son utilisation dans la construction  

Ces informations pourront être utiles dans l’amélioration de la durabilité du bois de 

Douglas qui fait partie de la Chaire d’excellence « Ressources Forestières et Usages du Bois » 

dont est inclus ce travail de thèse. Cependant, pour confirmer les hypothèses proposées, il 

serait intéressant d’envisager de refaire les travaux sur plusieurs échantillons de bois du même 

génotype et de génotypes différents. Il serait aussi utile d’envisager l’analyse en GC-MS 

(chromatographie gazeuse couplée à la spectrométrie de masse) des extraits de bois de 

Douglas afin de déterminer la présence de composés volatiles comme les terpènes dont les 

propriétés insecticides et antifongiques sont très largement décrites dans la littérature. 
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Annexe 2. Les composés détectés en LC-MS/MS après l’analyse des extraits de bois de 

Douglas. 

Tableau 1. Temps de rétention, données MS/MS et identification des composés dans l’aubier de Pseudotsuga 

menziesii 

Rt 

(min) 

[M-H]- 

(m/z) 

MS/MS fragments  

(m/z) 

Identification 

9,63 577   451, 425, 407, 289, 285, 281, 245, 205, 161, 125 Procyanidine B1/ B2  

10,16 609 565, 485, 457, 407, 329, 313, 289, 275, 231, 203, 165, 137 Non identifié 

10,34 321 277, 259, 233, 215, 191, 173, 167, 149, 147, 109  Acide 6-hydroxyglucuronide 
hexan-1-oïque 
 

10,52 289 245, 205, 203, 187, 161, 137, 109 Catéchine 

11,41 289 271, 245, 221, 205, 203, 187, 175, 161,151, 137, 123, 109 Epicatéchine 

11,67 865 767, 739, 695, 587, 577, 525, 407, 287, 243, 217, 161, 125 Procyanidine C4 

12,47 465 437, 447, 303, 285, 259, 217, 177, 175, 152, 125  Taxifoline-3’-O-Glc 

12,56 465 437, 447, 421, 303, 285, 259, 217, 177, 175, 152, 125  Taxifoline-3’-O-Glc 

13,98 285 257, 241, 199, 175, 201, 174, 171, 157, 146 Kaempferol 

14,07 303 285, 275, 259, 241, 217, 199, 177, 175, 151, 125 Taxifoline 

14,16 303 285, 275, 241, 217, 177, 175, 151, 125 Taxifoline 

15,58 287 269, 259, 243, 215, 201, 177, 173, 161, 151, 125, 107 Dihydrokaempferol 

16,46 373 355, 340, 327, 312, 296, 237, 223, 193, 176, 164, 163, 159, 147   Neotrachelogenine ou wikstromol 

16,91 287 269, 161, 151, 135, 107 Dihydrokaempferol 

18,06 329 311, 293, 283, 229, 211, 183, 171, 153, 139, 127 Gibberellin A7  

18,60 271 253, 229, 209, 201, 187, 177, 165, 151, 119, 107 Pinobanskine 

19,04 399 353, 331, 301, 283, 203, 199, 165, 135, 121 Quercétine -4'-hexen-ol 

19,66 329 311, 293, 275, 267, 227, 199, 171, 149 Acide  
9,10,13-trihydroxy- 
11-octadécenoïque 

20,64 349   331, 317, 306, 287, 259, 244, 229, 217, 193, 163, 150, 135 Non identifié 

21,44 365 347, 329, 321, 303, 259, 247, 205, 179, 163 Non identifié  

22,33 255 227, 213, 185, 171, 164, 151, 145, 107 Pinocembrin 

22,86 347 315, 304, 275, 260, 245, 227, 205, 179, 149, 135  Guaiacylglycérol-8-O- 
4-vanilline ether 

26,06 315 297, 279, 271, 269, 235, 217, 199, 181 Acide 9,14 Dihydroxyoctanoïque 

29,17 333 315, 287, 269, 247, 237, 203, 191, 167 3,7,12-trihydroxyabiéta- 
8,13-dien-18-al 
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Tableau 2. Temps de rétention, données MS/MS et identification des composés dans la zone de transition  

tR 

(min) 

[M-H]- 

(m/z) 

MS/MS fragments (m/z) Identification 

9,15 211 196, 181, 166, 163, 148, 135, 120, 109 1-(3,4 dimethoxyphenyl)2,3propanediol 
10,34 521 475, 321, 297, 237, 219, 169, 161, 153,127, 123,  Lignane non identifié 
11,19 303 285, 275, 259, 241, 217, 199, 177, 175, 151,147, 125 Taxifoline 

11,46 515 
467, 419, 373, 299, 285, 271, 256, 241, 195, 165, 150, 134 Taxifoline-3'- 

O-2(5-hydroxyconiferylglycerol) 
12,14 357 339, 329, 311, 297, 267, 205, 179, 164, 153 Dehydrodiconiferylalcool 

12,48 375 
357, 347, 313, 297, 285, 275, 251, 225,191, 177, 175, 151, 125, 
109 7-hydroxybutyltaxifolin  

13,51 389 374, 359, 343, 341, 329, 299, 257, 239, 207, 193, 165, 150, 134 5' Methoxylariciresinol 
13,86 391 343, 323, 293, 209, 195, 165, 151, 150 Massonirésinol 
14,11 693 675, 663, 477, 419, 355, 343, 313, 271, 256, 207, 151 Non identifié 
14,37 303 285, 275, 259, 241, 217, 199, 177, 175, 151, 125 Taxifoline 
14,54 285 257, 241, 217, 201, 199, 175, 143 Kaempferol 
14,89 187 143, 125, 123, 97, 80 Acide Azelaïque 

15,15 373 355, 340, 313, 231, 217, 173, 163, 160, 155, 108 7-hydroxymatairésinol 
15,83 317 299, 289, 273, 258, 231, 207, 192, 188, 180, 152, 125 4’-Methyltaxifoline  
15,92 287 269, 259, 243, 215, 201, 177, 173, 151, 125 Dihydrokaempferol 
16,00 289 274, 261, 201, 175, 158 Non identifié 
16,26 
16,26 

643 
643 

625, 615, 581, 519, 477, 465, 405, 381, 363, 285, 258, 217, 177, 
151 

Taxifolin-7 
-dihydroferuloylglucoside  

16,60 221 206, 177, 162, 149, 134 Coniferylacétate 
16,78 373 355, 327, 311, 296, 235, 223, 179, 164, 163, 149, 135 7-hydroxymatairésinol 

17,03 225 
207, 181, 163 Acide 3,4 dimethoxy- 

2hydroxy-propanoïque 
17,21 287 225, 203, 161, 151, 135, 125, 107 Ériodictyol 
17,29 285 267, 241, 217, 201, 199, 175, 151, 133 Lutéoline 
17,38 301 273, 257, 229, 193, 179, 151, 121, 107 Quercétine  

17,80 331 
313, 303, 287, 269, 241, 208, 201, 191, 179, 152, 151, 124, 109 Taxifoline-7,3' 

-dimethyl ether 

17,71 291 
273, 245, 229, 227, 213, 175, 161 Acide 13-keto- 

9,11,15-octadecatrienoïque  

17,97 299  271, 255, 243, 227, 213, 199, 185, 163, 151  6-methylkaempferol  
18,41 329 311, 283, 229, 211, 183, 171, 139, 127 Gibberellin A7  
18,57 481 453, 435, 423, 311, 301, 273, 257, 229, 215, 179, 152, 125 Silybine 
18,91 207 192, 189, 163, 161, 147, 135, 133, 119 Dérivé phenylpropane 
18,99 271 253, 229, 227, 187, 151, 143, 119, 107 Pinobanksine 
19,42 315 300, 271, 227, 199, 164, 151 Isorhamnetine 
19,50 289 245, 215, 211, 175, 149 Non identifié 
19,59 331 313, 285, 255 Non identifié 
20,02 349 331, 313, 287, 275, 269, 251, 233, 207, 189, 177, 173, 161, 147 Non identifié 
20,36 235 163, 148, 147 Pseudotsugonal 

20,78 333 
315, 287, 275, 271, 219, 199, 161 3,7,12- Trihydroxyabieta- 

8,13-dien-18-al 

22,94 315 
279, 255, 247, 211, 203, 185, 145 3-oxo -7,18 dihydroxyabieta 

-1,8,13-triene 

21,12 505 
459, 437, 327, 311, 275, 203, 191, 177, 163, 145, 119, 117 4-p-dihydrocoumaroyldehydro 

diconiferylalcohol 

21,46 313 
295, 265, 251, 185, 183, 153, 97 Acide 15-hydroxy 

-6 -èn-dihydroabiétique 
21,54 265 247, 221, 205, 193, 177, 165, 149, 135, 121, 108 Juvabione 
22,29 253 235, 209, 185, 181, 165, 145, 139 Acide 3-hexadecenoïque 
22,78 255 227, 2132, 193, 185, 171, 151, 145, 136, 107 Pinocembrine 
22,94 315 279, 255, 247, 229, 227, 211, 203, 185, 145 Non identifié 
24,68 253 235, 209, 151 Acide dihydrotodomatuique 

25,26 315 
313, 297, 279, 269, 221, 141 3,7-dihydroxyabieta 

-5,8,13-trien-18-al 

25,76 333 
305, 290, 275, 265, 246, 173, 123, 108 3,7-Dihydroxyabieta-12oxo 

-13-ne-18-al 

27,08 313 
295, 269, 251, 235, 198, 185, 173, 117 3-Hydroxy-6-en- 

dehydroabietic acid 

28,72 317 
299, 271, 249, 229 7,15-dihydroxyabieta 

-8,13-dien-18-al 
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30,69 299 281, 253, 237, 223, 183, 169  Acide 10-hydroxyoctadénoïque 

33,85 301 
255, 241, 227, 151 3-Hydroxyabiéta- 

8,13-dièn-18-al 

39,52 305 277, 249, 220, 203, 193, 175, 165, 147, 131, 119, 103  Férulate d’octyle 
    

 

Tableau 3. Temps de rétention, données MS/MS et identification des composés dans duramen de Pseudotsuga 

menziesii 

Rt 

(min) 
[M-H]- 

(m/z) 
MS/MS fragments (m/z) Identification 

12,37 465 437, 421, 303, 285, 259, 241, 217, 175, 125, 97 Taxifolin-3'-O-glucoside 

13,94 285 267, 257, 241, 223, 217, 213, 201, 199, 175, 171, 161, 157, 143, 117  Kaempferol 
13,85 303 285, 259, 241, 217, 199, 177, 175, 153, 125 Taxifoline  
14,02 303 285, 275, 259, 241, 217, 199, 189, 177, 175, 153, 125 Taxifoline 
14,11 303 285, 275, 177, 175, 125 Taxifoline  
14,37 303 285, 275, 177, 125 Taxifoline  
14,90 293 195, 177, 159, 97 Acide féruloylpentanoïque 
15,34 605 587, 569, 525, 479, 461, 443, 389, 351, 295, 281, 179, 165, 151 [5'5''']-bisdihydroquercetine 
15,51 287 269, 259, 243, 215, 201, 177, 151, 125, 107, 93 Dihydrokaempferol 
15,59 288 260, 259, 244, 177, 173, 159, 79 Non identifié 

15,94 317 299, 289, 274, 258, 231, 230, 201, 199, 180, 152, 149, 125, 124 4'-Methyltaxifoline 
16,46 605 587, 569, 479, 461, 443, 375, 353, 335, 327, 309, 281, 179, 175, 165, 163, 151 [5'5']-bisdihydroquercetin  
16,72 633 571, 437, 402, 329, 311, 303, 301, 285, 267, 241, 225, 201, 199, 177, 175, 151, 125 Non identifié  
16,89 287 269, 225, 161, 151, 135, 107, 97 Dihydrokaempferol 
16,98 301 273, 257, 245, 229, 211, 193, 179, 151, 121, 107 Quercétine  
17,07 605 587, 569, 543, 479, 461, 301, 285, 283, 257, 217, 179, 175, 151, 147, 125 [5'5''']-bisdihydroquercétine 
17,34 331 313, 303, 294, 277, 269, 233, 191, 179, 177, 175, 153, 151, 124 Taxifoline-7,3'-dimethyl ether 
18,12 

18,12 

603 

603 

585, 541, 523, 477, 459, 451, 422, 405, 381, 361, 299, 285, 271, 255, 193, 179, 163, 

151  Dimère quercétine-taxifoline  
18,55 271 253, 227, 185, 177, 165, 151, 119, 107 Pinobanksine 
18,91 285 257, 239, 185, 92 Non identifié 
19,52 603 585, 531, 517, 449, 413, 373, 299, 271, 255, 227, 193, 179, 165, 151, 107 Dimère quercetin-taxifolin 
22,39 255 227, 213, 185, 171, 164, 151, 145, 107, 83 Pinocembrine 
22,48 256 228, 214, 186, 172, 151, 144, 107, 83 Non identifié 

24,23 
293 249, 243, 193, 177, 159, 136, 97, 79 Acide 9-Hydroxy- 

10,12,15 octadécatriènoïque 

30,67 299 297, 263, 237, 185 Non identifié 
37,91 339 275, 197, 183, 170   Non identifié 
38,62 441 384, 348, 333, 294, 280, 254, 238, 196   Non identifié  

    
 

 

 



 

Metabolites of Pseudotsuga menziesii: metabolomic approach and role in resistance 

Pour l’identification et l’accès aux métabolites secondaires du bois de Douglas, les 

optimisations des conditions d’extractions ont été réalisées dans différents solvants. 

L’identification de composés par LC-MS/MS a été privilégiée. L’analyse en LC-ESI-MS/MS 

des extraits de bois issus des trois zones a été effectuée afin d’identifier les différents groupes 

de métabolites présents dans chaque zone. Une cinquantaine de métabolites a été identifié. 

Les groupes de métabolites les plus représentatifs sont les polyphénols et les terpènes qui sont 

réputés avoir des propriétés antioxydantes, antifongiques à l’origine de la durabilité naturelle 

du bois. Dans un deuxième temps la quantification relative de métabolites d’intérêt a été 

réalisée à partir d’échantillon de bois prélevés aux 4 saisons de l’année. Les résultats ont 

montré que le duramen était la zone la plus riche en métabolites quelque soit la saison. 

Cependant, la quantité de chaque métabolite varie différemment en fonction des saisons. Pour 

une majorité de composés quantifiés, le printemps et l’été sont les saisons au cours desquelles 

le bois accumulait une grande quantité de métabolites. Ces résultats confirment que le 

duramen est la zone la plus riche en métabolites protecteurs. Ces informations peuvent être 

utiles pour la sélection des lignées les plus résistantes et l’amélioration de la durabilité 

naturelle du bois. 

Mots-clés : Bois, extraction, métabolites, aubier, duramen, zone de transition, durabilité 

naturelle. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Metabolites of Pseudotsuga menziesii: metabolomic approach and role in resistance 

For the identification and access to secondary metabolites of Douglas-fir, the 

optimization of the extraction conditions was carried out in different solvents. The 

identification of compounds by LC-MS / MS was favored. LC-ESI-MS / MS analysis of the 

wood extracts from the three zones was carried out to identify the different groups of 

metabolites present in each zone. About fifty metabolites have been identified. The most 

representative groups of metabolites are polyphenols and terpenes, which are said to have 

antioxidant, antifungal properties that are at origin of the natural durability of wood. In a 

second step, the relative quantification of metabolites of interest was carried out using wood 

samples taken during the 4 seasons of the year. The results showed that duramen was the 

richest metabolite area in any season. However, the amount of each metabolite varies 

differently depending on the season. For a majority of quantified compounds, spring and 

summer are the seasons in which wood accumulates a large amount of metabolites. These 

results confirm that the duramen is the area richest in protective metabolites. This information 

can be useful for selecting the most resistant lines and improving the natural durability of 

wood. 

Keywords : wood, extraction, metabolites, sapwood, duramen, transition zone, natural 

durability. 
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