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« La théorie, c’est quand on sait tout et que rien ne fonctionne. La pratique, c’est quand 

tout fonctionne et que personne ne sait pourquoi. Ici, nous avons réuni théorie et pratique : 

Rien ne fonctionne… et personne ne sait pourquoi ! » 

Albert Einstein 
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L’archéologie1, discipline consistant à étudier l’activité humaine du passé à travers l’analyse 

des vestiges matériels, est une science relativement ancienne : dès le IIIème millénaire avant 

notre ère, en Egypte et en Mésopotamie, des scribes ont étudié et restauré des monuments et 

des statues. Au Vème siècle avant notre ère, l’historien Hérodote est le premier écrivain à 

s’intéresser et à traiter d’histoire en utilisant des méthodes d’investigation faisant notamment 

appel à la récolte d’artéfacts du passé qu’il a par la suite étudiés et classifiés pour en tirer une 

histoire narrative décrite dans sa grande œuvre « les Histoires ». L’apport de ses recherches est 

tel qu’il fut surnommé quelques siècles plus tard « le père de l’Histoire » par Cicéron. Plus 

récemment, durant la Renaissance en Europe, le mouvement humaniste a vu le jour, dans lequel 

les « antiquaires », personnes férues d’histoire et d’antiquité, ont étudié de nombreux écrits 

anciens, et également procédé à de nombreuses fouilles archéologiques pour enrichir leurs 

collections d’artéfacts. Ce mouvement s’est ensuite nationalisé, menant notamment à 

l’ouverture de musées où les collections, jusqu’à alors relevant du privé, ont commencé à être 

exposées. Cette discipline qu’est l’archéologie a donc connu un engouement croissant au fil du 

temps à travers la passion pour l’histoire de nombreux érudits, et a mené à la 

professionnalisation de cette discipline qui est, de nos jours, internationalement reconnue.  

Plus récemment, une discipline connexe à l’archéologie, nommée archéométrie, s’est 

développée. Il s’agit d’une discipline scientifique mettant en œuvre des méthodes physiques ou 

chimiques pour les études archéologiques. Cette science a vu le jour en France après la seconde 

guerre mondiale, notamment à travers la création en 1976 d’une structure associative qu’est le 

GMPCA (Groupe des Méthodes Physiques et Chimiques de l’Archéologie) par plusieurs 

chercheurs parmi lesquels figure le physicien et archéologue Maurice Picon, pionnier de 

l’Archéométrie Française. Cette science a permis d’insuffler un nouvel élan aux études 

archéologiques et, par l’utilisation de méthodes pluridisciplinaires, de compléter le savoir déjà 

acquis. Au milieu des nombreuses disciplines que comprend l’archéométrie figurent la 

sédimentologie, la botanique, l’archéozoologie, l’anthropologie, ou encore la chimie. 

L’archéologie moléculaire, dans laquelle s’inscrivent nos travaux de thèse, consiste en l’étude 

de substances organiques mises au jour au cours des fouilles archéologiques. Comme pour 

toutes les disciplines de l’archéométrie, l’archéologie moléculaire s’est développée avec 

l’avènement de technologies instrumentales toujours plus poussées et performantes. Ainsi, les 

 

1  Les lignes qui vont suivre sur l’Histoire de l’Archéologie et de l’Archéométrie ont été inspirées des 

informations générales disponibles sur les sites de Wikipédia et de l’INRAP  
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premières études d’intérêt dans cette thématique remontent à l’arrivée des méthodes 

spectroscopiques telles que les spectroscopies infrarouge et Raman, ou encore la résonance 

magnétique nucléaire par lesquelles il a été possible pour la première fois d’obtenir des 

« empreintes moléculaires » des résidus organiques analysés, comme par exemple l’ambre. 

Toutefois, de par la nature complexe de ces matériaux organiques généralement composés de 

très nombreux constituants, les spectres obtenus par les méthodes spectroscopiques globales 

correspondent à la superposition des spectres de chacun des constituants qui les composent et 

sont de ce fait complexes à interpréter. C’est seulement à l’avènement des méthodes de 

chromatographie gazeuse dans la seconde moitié du XXème siècle que l’archéologie moléculaire 

s’est particulièrement développée. Ces techniques analytiques ont été les premières en la 

matière à permettre la séparation des différents constituants d’une substance organique, suivie 

de leur identification grâce au couplage de la chromatographie en phase gazeuse avec la 

spectrométrie de masse. Depuis lors, par la mise en évidence de marqueurs moléculaires 

spécifiques, également appelés biomarqueurs, parmi les constituants d’une matière organique 

archéologique, il a été possible d’identifier l’origine biologique de nombre de ces substances, 

parfois d’en déduire l’origine géographique et d’en tirer des conclusions quant à de possibles 

voies d’échanges commerciales, ou encore d’en déterminer le mode de préparation. 

Une difficulté majeure de cette approche moléculaire en contexte archéologique est liée aux 

processus d’altération que subissent les substances organiques mises au jour. Ces processus, 

qu’ils soient anthropiques (e.g. traitement thermique des substances) ou simplement liés à une 

dégradation naturelle due aux conditions d’enfouissement et de préservation de la matière 

organique, peuvent entraîner une modification plus ou moins importante d’une partie ou de la 

totalité du signal moléculaire originel de ces substances organiques. La compréhension des 

mécanismes d’altération a donc été, dès les premières études moléculaires, une nécessité afin 

de pouvoir remonter aux constituants originels d’une matière organique archéologique, d’en 

déterminer l’origine biologique, et d’identifier la nature des processus d’altération subis. Ces 

derniers peuvent notamment induire une perte sélective d’une partie des constituants des 

substances naturelles originellement utilisées, notamment par évaporation, lessivage, 

oxydation, biodégradation, mais également engendrer des réactions de polymérisation entre 

ingrédients. Dans ce dernier cas, des informations sur les ingrédients originels, perdus sous 

forme libre, peuvent potentiellement être conservés à l’échelle macromoléculaire par piégeage 

au sein de ces structures.  
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Les travaux effectués au cours de cette thèse ont été consacrés en grande partie à la 

problématique de l’altération des substances organiques rencontrées en contexte archéologique, 

que ce soit lors de leur préparation (chauffage, mélange de substances…) ou au cours du 

vieillissement naturel au cours du temps, avec pour objectifs de donner des clés analytiques et 

expérimentales pour étudier et comprendre les processus d’altération mis en jeu, d’identifier de 

nouveaux outils moléculaires pour caractériser la nature des processus subis par les matériaux 

organiques archéologiques et d’interpréter l’impact de ces processus sur les signatures 

moléculaires de ces matériaux.  

Ainsi, après un premier chapitre dans lequel nous situerons le contexte général de nos 

travaux de thèse dans le cadre d’études menées en archéométrie, nous décrirons, dans une 

seconde partie, la mise au point d’un protocole expérimental de vieillissement en laboratoire 

afin de reproduire de manière pertinente les processus de vieillissement observés dans le cas de 

substances organiques archéologiques (chapitre 2). Une partie de ces travaux sera consacrée à 

l’étude de l’altération par oxydation de mélanges de substances naturelles de natures différentes 

à l’aide d’expériences en laboratoire afin d’établir des voies d’altération de différentes 

substances naturelles (acides gras, composés terpéniques) lors du vieillissement au cours du 

temps. La possibilité de formation de produits de réactions croisées conduisant à des composés 

oligo-/polymériques sera plus particulièrement appréhendée, cet aspect étant relativement peu 

documenté dans la littérature à ce jour. De telles substances sont en effet susceptibles d’être 

formées lors du vieillissement des matériaux organiques archéologiques, et des informations 

concernant les ingrédients mis en œuvre pour préparer ces matériaux peuvent potentiellement 

être obtenues, même dans le cas de matériaux très altérés, par l’étude de ces constituants 

macromoléculaires à l’aide de réactions de dégradation chimique. 

Un autre volet de cette thèse sera consacré à l’étude de matériaux organiques 

archéologiques : des substances résineuses trouvées dans des épaves asiatiques du XIIème siècle 

(chapitre 3) et des matériaux utilisés pour réparer des céramiques et coller des objets lithiques 

datant du Néolithique (chapitre 4) afin d’en identifier l’origine et de mettre en évidence 

d’éventuels marqueurs de processus d’altération.  

Une conclusion générale résumant les principaux résultats obtenus et les perspectives 

émanant de ces travaux sera ensuite donnée en chapitre 5.  

  



 

 



 

 

 

Chapitre 1 

Les substances organiques en contexte 

archéologique 
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1.1. Introduction 

L’Homme a su dès les temps les plus anciens mettre à profit son environnement pour sa 

survie et l’amélioration de son confort de vie. Il a donc utilisé à son avantage de nombreux 

matériaux naturels. Ces derniers ont notamment été utilisés pour la confection d’objets, par 

exemple des outils (Andrefsky, 1994 ; Backwell et al., 2008) ou des contenants en céramique 

(Sciau et Goudeau, 2015 ; Drieu, 2017 ; Maritan, 2017), mais également à des fins artistiques 

et culturelles (Sandars, 1995) (e.g. peintures rupestres, sculptures), ou encore comme 

substances médicinales ou cosmétiques (Lucas, 1930 ; Evershed et al., 2004 ; Tchapla et al., 

2004 ; David, 2008 ; Aboelsoud, 2010), sans oublier les denrées alimentaires qu’il consommait. 

Toutes ces activités sont à l’origine d’importants dépôts d’artéfacts macroscopiques, minéraux 

ou organiques, donnant des indices précieux sur son environnement et sur la manière dont il l’a 

mis à profit dans son quotidien. Parmi ces nombreux artéfacts figurent des résidus organiques 

amorphes qui se sont trouvés être d’une incroyable diversité en fonction des applications faites 

par l’Homme, preuve d’un savoir-faire important dès la Préhistoire. L’appréhension de ces 

substances organiques à travers l’analyse des lipides et plus particulièrement par l’identification 

des composés spécifiques (« biomarqueurs ») dont sont constitués ces matériaux est donc d’une 

grande importance afin d’en déterminer l’origine biologique et d’appréhender les éventuelles 

modifications apportées par l’Homme à ces substances pour en adapter les propriétés physiques, 

chimiques et biologiques en fonction de l’application désirée.  

Au cours de ce premier chapitre, nous présenterons, dans un premier temps, un aperçu des 

substances organiques les plus fréquemment rencontrées en contexte archéologique, suivi d’une 

introduction à la science des biomarqueurs permettant l’identification de ces matériaux 

organiques. A cet égard, nous nous attarderons plus particulièrement sur les difficultés 

rencontrées par les chercheurs suite aux processus d’altération subis par la matière organique 

au cours du temps, qui peuvent alors mener à la modification du profil moléculaire originel 

voire même à la perte d’informations sur certains ingrédients utilisés par le passé. Dans le cas 

de substances très altérées, il a été envisagé que les constituants macromoléculaires des 

substances organiques archéologiques puissent contenir sous forme liée certains lipides qui ont 

par ailleurs disparu à l’état libre en raison de leur sensibilité aux processus d’altération. Les 

constituants macromoléculaires sont de ce fait susceptibles de recéler des informations 

concernant l’origine et le mode de préparation des substances organiques archéologiques 

complémentaires de celles qui peuvent être obtenues par l’analyse de composés de bas poids 
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moléculaire. Un état de l’Art sera également présenté, mettant en lumière les techniques 

analytiques et opératoires mises en œuvre pour leur étude moléculaire.  

1.2. Diversité des substances organiques utilisées par l’Homme 

De nombreux matériaux organiques naturels ont été utilisés par l’Homme. Ces substances 

ont pu soit être utilisées telles quelles, ou subir des traitements anthropiques afin d’en modifier 

les propriétés physiques, chimiques ou biologiques pour une application spécifique. Nous 

proposons ici une description non exhaustive des substances organiques les plus communément 

rencontrées lors de découvertes archéologiques. 

1.2.1. Les résines végétales 

Avant toute chose, il est important de se poser la question de la définition du terme 

« résine ». En effet, ce terme a été souvent associé à la notion « d’exsudat de végétaux » qui 

s’applique à bien d’autres substances, entraînant donc un certain flou dans la terminologie de 

ce mot. Ainsi, par le passé, ont été souvent associés à cette notion certains exsudats comme les 

gommes, les mucilages ou les latex (Burger, 2008). C’est seulement à partir des années 1940 et 

1950, avec l’avènement des technologies d’identification moléculaire chromatographiques 

séparatives et spectroscopiques que les premières distinctions entre les différents exsudats ont 

pu être réalisées. Toutefois, il a fallu attendre les années 2000 pour avoir une définition précise 

de ce terme (Langenheim, 2003). Ainsi, une résine consiste en « un mélange liposoluble de 

terpénoïdes et/ou de composés phénoliques volatils ou non volatils qui est généralement sécrété 

par des structures spécialisées localisées à l’intérieur ou à la surface de la plante » (Langenheim, 

2003). Ces résines, qui sont donc séparées en deux catégories selon la composition moléculaire, 

font partie des matériaux organiques qui ont été dès le départ les plus facilement accessibles à 

l’Homme grâce à leur exsudation par les plantes, qu’elle soit naturelle ou induite par un stress 

comme par exemple une simple blessure.  

a) Les résines phénoliques  

Les résines phénoliques sont composées de molécules à structures phénoliques mais 

également de terpènes pouvant représenter une part plus ou moins importante du mélange 

(Langenheim, 2003). Ces résines ne sont produites que par un nombre limité d’espèces 

d’angiospermes, les plus connues étant le baume du Pérou, ou encore le Storax qui fut 
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notamment utilisé en médecine, dans les procédés d’embaumement en Egypte antique et au 

Levant (Langenheim, 2003 ; Modugno et al., 2006a).  

b) Les résines terpéniques 

Contrairement à leurs homologues phénoliques, les résines terpéniques sont composées 

essentiellement de terpènes et leur production est la plus répandue chez les végétaux supérieurs. 

De ce fait, elles ont été plus largement utilisées par le passé et ont trouvé, de par leurs propriétés 

d’adhésivité et d’hydrophobicité, une large palette d’applications en tant qu’adhésif et 

revêtement (Colombini et al., 2003 ; Helwig et al., 2008 ; Mitkidou et al., 2008 ; Mayyas et al., 

2013).  

1.2.2. Goudrons de végétaux 

Les goudrons de végétaux désignent généralement des produits issus de la pyrolyse d’écorce 

ou de bois d’arbres, mais il est également fait mention de production de goudron par pyrolyse 

de résine (Colombini et Modugno, 2009 ; Bailly, 2015). Ces matériaux, désignés de manière 

plus spécifique par les termes de poix pour les goudrons issus de la pyrolyse de bois de conifères 

ou encore de brai pour les goudrons issus de la pyrolyse d’écorce de bouleau, ont été largement 

utilisés dès le Paléolithique (Koller et al., 2001), comme dans le cas des résines, pour leur 

hydrophobicité et leurs propriétés d’adhésivité particulièrement importantes. A cet égard, la 

poix produite à partir de bois de conifères a été particulièrement employée dans l’industrie 

navale pour le calfatage des navires (Connan et al., 2000 ; Colombini et al., 2003 ; Laurent et 

al., 2011).  

1.2.3. Les cires animales 

Les produits issus du règne végétal ne sont pas les seuls à avoir été utilisés par l’Homme 

dans le passé. En effet, un certain nombre de cires animales ont également été employées et le 

sont encore aujourd’hui. On peut notamment citer la cire sécrétée par l’insecte Ceroplastes 

ceriferus qui est utilisée dans les vernis, comme cire pour bougies, ou encore comme ingrédient 

en médecine chinoise (Colombini et Modugno, 2009). Mais c’est incontestablement la cire 

d’abeille qui a vu son application la plus diversifiée, et ce dès la Préhistoire (Regert et al., 2001). 

Cette dernière, composée d’une série d’alcanes, d’acides gras, et plus particulièrement d’esters 

à longues chaînes, notamment d’esters d’acide palmitique (Regert et al., 2001 ; Rageot, 2015), 

a été notamment employée en tant qu’agent imperméabilisant (Heron et al., 1994), dans la 
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composition de baumes funéraires (Colombini et al., 2000), ou encore dans le domaine de l’art 

(Regert et al., 2001). 

1.2.4. Les huiles et graisses 

Les huiles et graisses animales ou végétales sont composées principalement d’un mélange 

complexe de triglycérides d’acides gras, souvent présents sous une forme mixte (un triglycéride 

estérifié avec des acides gras différents) les rendant particulièrement délicats à identifier (Fig. 

1.1). Les acides gras les plus communément rencontrés dans les huiles et graisses sont les acides 

palmitique (1), stéarique (2), oléique (3), linoléique (4) et linolénique (5) (Fig. 1.1).  

 

Figure 1.1 : Structure générale d’un triglycéride et des principaux acides gras rencontrés dans le 

règne animal et végétal.  

 

Les huiles et graisses ont été par le passé utilisées de manière intensive, bien entendu pour 

la consommation alimentaire, mais également comme combustible pour l’éclairage (Kimpe et 

al., 2001), dans la cosmétique et dans la composition de médicaments (Evershed et al., 2004 ; 

Tchapla et al., 2004). A ce titre, les huiles et graisses ne sont que rarement utilisées seules mais 

plutôt en mélange avec d’autres substances organiques. 

1.3. L’archéologie moléculaire : une science d’identification basée sur les 

biomarqueurs 

L’identification de l’origine biologique des substances naturelles utilisées pour la 

préparation de substances organiques trouvées en contexte archéologique, permise grâce à 

l’avancée technologique de la seconde moitié du XXème siècle, s’est effectuée par la 

caractérisation des lipides constituant ces matériaux et plus précisément par la recherche de 

lipides spécifiques possédant un potentiel taxonomique. Ces composés, également appelés 

biomarqueurs, ont une structure suffisamment caractéristique pour être reliée à un organisme 
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producteur. Dans le cas de substances organiques altérées par l’intervention de processus de 

dégradation naturels ou anthropiques fréquemment rencontrés en archéologie, ces constituants 

correspondent à des composés ayant conservé une structure suffisamment spécifique pour que 

l’on puisse la rattacher sans ambiguïté à une molécule précurseur fonctionnalisée, elle-même 

caractéristique d’un organisme vivant.  

De ce fait, les biomarqueurs peuvent être classés en deux catégories :  

 Les biomarqueurs natifs : lipides spécifiques présents à l’état natif dans l’organisme 

source. 

 Les biomarqueurs d’altération : lipides spécifiques issus des composés biologiques 

mais ayant subi différents processus d’altération naturels ou anthropiques.  

Ces lipides caractéristiques permettent donc, dans le domaine de l’archéologie moléculaire, 

de déterminer l’origine taxonomique de nombreuses substances organiques archéologiques 

(e.g. Colombini et al., 2005a ; Regert et al., 2008 ; Burger et al., 2009 ; Sarret et al., 2017 ; 

Courel et al., 2018), mais il est également possible par l’analyse des biomarqueurs d’altération 

de déterminer les processus de dégradation subis par les substances organiques archéologiques, 

d’en déduire l’origine naturelle ou anthropique, et donc de distinguer un éventuel traitement 

induit par l’Homme (e.g. chauffage).  

En ce sens, les terpènes, dont font partie les monoterpènes (C10), les sesquiterpènes (C15), 

les diterpènes (C20), et les triterpènes (C30), constituent une des classes de lipides fréquemment 

utilisée pour l’identification de biomarqueurs de végétaux en archéologie moléculaire. Ceci 

concerne plus spécifiquement les diterpènes et triterpènes, qui, grâce à leur volatilité compatible 

avec les méthodes de chromatographie en phase gazeuse et à leur bonne résistance face aux 

processus d’altération (Charters et al. 1993 ; Regert et al., 2006 ; Courel, 2016 ; Sarret et al., 

2017 ; Courel et al., 2018), mais également pour leur grande diversité et spécificité au sein du 

règne végétal (Langenheim, 2003 ; Evershed, 2008 ; Courel, 2016), font partie des composés à 

fort potentiel chimiotaxonomique en contexte archéologique. 

1.3.1. Les biomarqueurs natifs : cas des résines terpéniques 

Un des cas les plus marquants, quand nous parlons de l’identification de biomarqueurs 

natifs, est celui des résines terpéniques. En effet, ces dernières, universellement réparties dans 

le monde, ont été particulièrement exploitées par l’Homme. Ceci en a fait l’un des matériaux 

organiques les plus fréquemment identifiés en contexte archéologique et a donc mené à 

l’identification de nombreux biomarqueurs spécifiques de ce type de substance.  
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Ces résines végétales sont produites à partir des plantes de genres spécifiques appartenant 

aux deux principales sous-divisions de la classification du règne végétal, les gymnospermes et 

les angiospermes. Cette distinction entre ces deux sous-divisions peut généralement être 

visualisée à travers l’étude des composantes terpéniques : les résines de gymnospermes se 

distinguent par une prédominance de diterpènes, tandis que celles des angiospermes s’illustrent 

par la prédominance de triterpènes. Cette différence de composition moléculaire a mené à 

classer les résines produites comme « diterpéniques » pour celles issues des gymnospermes, et 

« triterpéniques » pour celles issues des angiospermes, même s’il existe certaines exceptions. 

En effet, il a été montré que certaines familles, genres, et espèces d’angiospermes pouvaient 

produire à la fois des di- et triterpènes. Nous pouvons notamment citer le genre Bursera de la 

famille tropicale des Burseraceae qui possède cette particularité (Becerra et al., 2001 ; 

Langenheim, 2003), mais également certaines plantes de la famille des Fabaceae (aussi connue 

sous le nom de Leguminosae) de la sous-division des angiospermes produisant aussi des résines 

diterpéniques (Croteau et Johnson, 1985).  

a) Les résines issues des angiospermes 

Les résines triterpéniques sont principalement produites par les familles des Anacardiaceae, 

des Burseraceae, et des Dipterocarpaceae dont les principaux constituants triterpéniques 

appartiennent aux séries du lupane, de l’ursane, de l’oléanane, du dammarane et de l’euphane 

(Fig. 1.2 ; Mills et White, 1977 ; Langenheim, 2003 ; Burger, 2008). Parmi les plus connus et 

exploités par l’Homme figurent le mastic, l’oliban, et le dammar.  

 

Figure 1.2 : Squelettes terpéniques des principales séries de triterpènes rencontrées chez les familles 

des Anacardiaceae, Burseraceae, et Dipterocarpaceae productrices de résines.  
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Les résines de mastic sont produites par la famille des Anacardiaceae et plus spécifiquement 

par des espèces végétales du genre Pistacia, genre particulièrement représenté dans le bassin 

méditerranéen (Langenheim, 2003 ; Yi et al., 2008 ; Xie et al., 2014). On peut notamment citer 

les espèces Pistacia lentiscus et Pistacia atlantica. Ces mastics, caractérisés par la présence des 

acides moronique (6), masticadiénonique (7) 2, et isomasticadiénonique (8) (Fig. 1.3 ; Buckley 

et Evershed, 2001 ; Stern et al., 2003 ; Modugno et al., 2006b), ont été largement employés 

dans les procédés d’embaumement en Egypte antique (Buckley et Evershed, 2001), mais 

également en tant qu’encens (Serpico et White, 2000), ou encore plus récemment comme vernis 

pictural (Van der Doelen et al., 1998a). La composition moléculaire de la résine de mastic sera 

étudiée de manière plus approfondie dans le chapitre 3.  

L’oliban est produit à partir du genre Boswellia des Burseraceae, dont les principales 

espèces végétales exploitées sont : Boswellia carterii, Boswellia papyrifera, Boswellia sacra et 

Boswellia serrata (Langenheim, 2003 ; Burger, 2008 ; Bailly, 2015). Il est facilement identifié 

par la présence caractéristique des acides -boswellique (9) et -boswellique (10) (Fig. 1.3) 

(Modugno et al., 2006b). Il a été utilisé en médecine, mais également dans les procédés 

d’embaumement ou encore dans la cosmétique (Langenheim, 2003 ; Modugno et al., 2006b).  

Le dammar, qui fait l’objet de l’étude du chapitre 3 et qui, de ce fait, sera présenté de 

manière plus détaillée, est issu de la famille des Dipterocarpaceae. Il est caractérisé par 

l’association de triterpènes des séries oléanane, ursane et dammarane (Van der Doelen, 1999 ; 

Burger, 2008). Le dammaradiénone (11) ou encore l’acide dammarénolique (12) font partie des 

triterpènes les plus abondants de ces résines (Fig. 1.3).  

 

2 Il est important de signaler que dans l’ensemble de la littérature, une grande confusion existe quant à la 

position de l’insaturation des acides masticadiénonique et isomasticadiénonique (et également de leur version 

alcool en C-3). Ainsi l’insaturation de l’acide masticadiénonique est souvent faussement considérée comme étant 

en position 8(9), et non en position 7(8) comme cela a été démontré par Barton et Seoane en 1956. 
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Figure 1.3 : Principaux biomarqueurs caractéristiques du mastic (6-8), de l’oliban (9-10), et du 

dammar (11-12).  

 

b) Les résines issues des gymnospermes 

Les résines diterpéniques sont produites en majorité, comme cela a été présenté 

antérieurement, par des arbres de l’ordre des conifères qui font partie des gymnospermes.  

Les résines de conifères sont produites par 5 des 7 familles composant cet ordre, mais de 

manière abondante uniquement dans les familles des Pinaceae, Araucariaceae et, dans une 

moindre mesure, des Cupressaceae (Langenheim, 2003). Ces résines se composent, outre d’une 

fraction volatile comprenant des mono et sesquiterpènes allant de 20 à 50 % de la masse totale 

de la résine, d’acides diterpéniques des séries de l’abiétane, du labdane et du pimarane 

(Langenheim, 2003) (Fig. 1.4). On peut notamment citer les acides abiétique (13), trans-

communique (14), pimarique (15) qui sont parmi les plus connus et répandus (Langenheim, 

2003 ; Fig. 1.4).  
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Figure 1.4 : Squelettes terpéniques des principales séries de diterpènes des résines produites par les 

familles des Pinaceae, Araucariaceae et Cupressaceae et exemples de diterpènes fréquemment 

rencontrés dans les résines de conifères.  

 

Contrairement aux résines triterpéniques, les résines de conifères présentent généralement 

une composition moléculaire comprenant simultanément les trois séries de diterpènes, limitant 

donc grandement la possibilité de déterminer des biomarqueurs spécifiques aux différents 

genres ou familles des conifères (Hautevelle et al., 2006 ; Bailly, 2015 ; Courel, 2016 ; 

Steigenberger, 2013). La distinction entre les différentes résines se fonde donc principalement 

sur les abondances relatives des différents constituants, et ne sera pas présentée plus amplement 

dans ce travail de thèse (Hautevelle et al., 2006 ; Bailly, 2015 ; Courel, 2016 ; Steigenberger, 

2013). 

1.3.2. Les biomarqueurs de dégradation  

Outre l’identification taxonomique, il est aussi possible, à travers l’analyse des 

biomarqueurs issus d’une substance organique altérée, de déterminer la nature des processus 

d’altération qu’elle a subis. Ces processus peuvent affecter cette substance lors de sa phase 

d’utilisation ou après son abandon, et être d’origine anthropique ou naturelle. 

a) Processus anthropiques 

Un des processus anthropiques le plus fréquemment rencontré en contexte archéologique 

est bien entendu le traitement thermique. Ses effets apparaissent clairement lors de l’analyse 
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des goudrons de végétaux qui sont issus de pyrolyse de bois ou d’écorce d’arbre. Parmi les plus 

connus figurent le brai de bouleau qui fera l’objet du chapitre 4, et les goudrons de conifères.  

De manière générale, le traitement pyrolytique d’un bois de conifère va entraîner 

l’exsudation d’une substance visqueuse appelée goudron qui se compose principalement de 

diterpènes. Ces derniers vont être transformés par l’action du chauffage en condition anoxique, 

et vont notamment subir, à des températures modérées (155-200 °C), des réactions 

d’isomérisation (Loeblich et al., 1955 ; Loeblich et Lawrence, 1957 ; Joye et Lawrence, 1961 ; 

Chen, 1992). Ainsi par exemple, lors de la pyrolyse, des réactions de migration/isomérisation 

des insaturations des acides abiétique (13), néoabiétique (16), palustrique (17) et lévopimarique 

(18) entraînent un équilibre en faveur de l’acide abiétique (13), conduisant donc à 

l’enrichissement de ce dernier dans le milieu (Fig. 1.5 ; Loeblich et al., 1955 ; Loeblich et 

Lawrence, 1957 ; Joye et Lawrence, 1961 ; Chen, 1992). Au-delà de 210 °C (et plus largement 

au-delà de 300 °C), des réactions de déshydrogénation et de décarboxylation se produisent 

également, entraînant donc la formation d’hydrocarbures aromatiques, notamment le rétène 

(19) (Fig. 1.5 ; Chen, 1992 ; Connan et al., 2002 ; Colombini et Modugno, 2009). Ce dernier 

est souvent utilisé comme molécule diagnostique d’un traitement thermique d’un matériau issu 

de conifère (bois ou encore résine), mais des précautions sont à prendre en fonction du lieu de 

la découverte du matériel archéologique. En effet, comme nous le verrons par la suite, le rétène 

(19) peut également être formé par transformation microbienne de l’acide abiétique en 

conditions anoxiques, notamment en milieu sédimentaire ou aquatique (Tavendale et al., 1997 ; 

Martin et al., 1999). En revanche, si le rétène (19) ne peut être considéré comme un biomarqueur 

spécifique d’un traitement thermique d’un matériau issu de conifère, le méthylrétène (20) (Fig. 

1.5), également formé lors de la pyrolyse de bois de conifère, peut, quant à lui, être réellement 

considéré comme un biomarqueur de goudron de conifère (Carpy et Marchand-Geneste, 2003 ; 

Connan et Nissenbaum, 2003 ; Bailly et al., 2016). Plus récemment, des esters mixtes d’acide 

déhydroabiétique et d’alkylméthoxyphénols (21) ont été identifiés dans différents goudrons de 

conifères et ont été interprétés comme de nouveaux biomarqueurs de ces substances traitées 

thermiquement (Fig. 1.5 ; Bailly et al., 2016).  
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Figure 1.5 : Exemples de diterpènes rencontrés dans les goudrons de conifères.  

 

b) Processus naturels  

Outre les processus d’altération induits par l’Homme lors de la confection de mélanges par 

traitement thermique (cuisson, pyrolyse), de nombreux processus de dégradation naturelle sont 

susceptibles d’affecter les substances organiques après leur abandon, ou lors de leur phase 

d’utilisation. Ces processus d’altération de nature biologique ou abiotique peuvent intervenir 

dans tous types de milieux, qu’ils soient oxiques ou anoxiques, et entraîner une altération 

importante dans la composition originelle de la substance organique par des changements 

d’abondance relative des différents constituants et/ou la dégradation de certaines molécules 

particulièrement sensibles. Nous pouvons notamment citer les réactions d’autoxydation ou 

encore des processus de dégradation microbienne en milieu anoxique. Les effets de ces 

processus, qui seront d’ailleurs présentés de manière plus détaillée dans le chapitre 2 

(autoxydation), et le chapitre 3 (dégradation microbienne en milieu anoxique), peuvent être 

facilement identifiés dans les substances organiques archéologiques. Ainsi, en prenant 

l’exemple d’une résine de conifère conservée en milieu oxique, il est possible de mettre en 

évidence l’action de l’oxydation par la détection des acides déhydroabiétique (22), 7-

oxodéhydroabiétique (23), 15-hydroxy-déhydroabiétique (24), ou encore le 15-hydroxy-7-oxo-

déhydroabiétique (25) qui ne sont que peu abondants à l’état natif dans les résines (Fig. 1.6 ; 

Van den Berg et al., 2000).  
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Figure 1.6 : Exemples de diterpènes formés par oxydation d’une résine de conifère.  

 

Par ailleurs, la dégradation microbienne en conditions anoxiques d’une résine ou de bois de 

conifère en milieu aquatique se traduit par la présence de dérivés aromatiques tels les 18-

norabiétatriène (26), 19-norabiétatriène (27), tétrahydrorétène (28) et le rétène (19), mais 

également de composés réduits comme le 18-norabiétane (29) (Fig. 1.7 ; Simoneit et al., 1986 ; 

Martin et al., 1999 ; Serebrennikova et al., 2017). L’altération microbienne en milieu anaérobie 

est également susceptible d’affecter les triterpènes oxygénés en C-3. Dans ce cas, cela peut se 

traduire par la perte du cycle A selon un mécanisme qui sera présenté dans le chapitre 3 ou par 

l’aromatisation partielle des structures (Trendel et al., 1989 ; Wolff et al., 1989 ; Lohmann et 

al., 1990).  

 

Figure 1.7 : Exemples de diterpènes de conifères formés par dégradation microbienne en condition 

anoxique.  

 

1.4. La préservation de la matière organique 

Comme nous venons de le voir dans la partie précédente, les substances organiques trouvées 

en contexte archéologique peuvent subir de nombreuses altérations anthropiques ou naturelles, 

entraînant des changements importants au niveau des profils moléculaires originels, à travers la 

dégradation plus ou moins importante de certaines structures. Ces processus rendent 

l’identification des substances originelles parfois difficile, et une bonne connaissance des voies 

d’altération susceptibles d’affecter les biomarqueurs est nécessaire. 
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En ce sens, il est courant que l’altération naturelle ou anthropique d’une substance 

organique entraîne la perte sélective d’une partie des constituants d’une substance organique 

archéologique, pouvant alors induire une perte d’information importante quant à la nature des 

ingrédients utilisés pour préparer cette substance. Outre l’oxydation et la biodégradation 

précédemment évoquées, d’autres voies d’altération peuvent en être responsables. Ainsi, par 

simple chauffage/évaporation, les composés volatiles (e.g. mono et sesquiterpènes) sont 

facilement perdus, par lessivage les composés organiques les plus hydrosolubles peuvent avoir 

été entraînés, et enfin par réaction de polymérisation, des constituants ont pu être liés dans des 

structures macromoléculaires qui sortent généralement de la fenêtre analytique classiquement 

utilisée (analyse des lipides par GC-MS), pour disparaitre des constituants de bas poids 

moléculaire.  

De ce fait, de nombreux ingrédients ne sont connus pour leur utilisation qu’au travers 

d’écrits anciens ou encore d’illustrations picturales, et ne furent jusqu’à présent jamais mis en 

évidence lors de l’analyse des substances organiques archéologiques. A titre d’exemple, le 

papyrus Ebers, relatant des pratiques médicales en Egypte et datant de 1550 BCE, indique 

l’utilisation d’épices comme le cumin ou d’herbes aromatiques du genre Ammi des Apiaceae 

en mélange avec d’autres substances (e.g. une résine aromatique provenant du genre Boswellia 

de la famille des Burseraceae) pour le traitement de l’inflammation de la langue mais ces 

ingrédients n’ont jamais été identifiés dans des substances organiques archéologiques (David, 

2008).  

Dans ce contexte, les études réalisées jusqu’à présent sur des échantillons organiques 

archéologiques en vue d’identifier les substances naturelles utilisées pour leur préparation ont 

porté principalement sur la caractérisation de composés de bas poids moléculaire (Regert, 

2004 ; Lucquin et al., 2007 ; Burger et al., 2010 ; Sarret et al., 2017 ; Courel et al., 2018). Ces 

composés présentent l’avantage d’être facilement analysables par les méthodes analytiques 

conventionnellement employées pour l’analyse moléculaire de mélanges complexes, comme la 

GC-MS (Charters et al., 1993 ; Modugno et al., 2006b ; Regert et al., 2006 ; Burger et al., 2009, 

2010 ; Courel et al., 2018), la HPLC-MS (Van der Doelen et al., 1998a ; Charrié-Duhaut et al., 

2007), ou encore la Py-GC-MS (Pyrolyse – chromatographie en phase gazeuse – spectrométrie 

de masse), et la TD-GC-MS (Thermodésorption – Chromatographie en phase gazeuse – 

spectrométrie de masse) (Buckley et al., 1999, 2004 ; Languri, 2004 ; Hao et al., 2019). 

Or, les composés de bas poids moléculaire comme les lipides ne constituent généralement 

qu’une partie (mineure) des substances organiques. Effectivement, cette composante 
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monomérique est souvent associée à une composante polymérique dans les substances 

organiques archéologiques, mais cette dernière n’a été que peu étudiée jusque-là.  

1.5.  L’étude des macromolécules : état de la question  

Les composantes polymériques ou macromoléculaires peuvent être natives, c’est-à-dire 

présentes initialement dans les différents ingrédients employés pour préparer les substances 

organiques trouvées en contexte archéologique. On peut notamment évoquer les bitumes dont 

certains constituants peuvent atteindre 10 000 Da (Hellmuth, 1989) ou certaines résines comme 

par exemple les résines de Dipterocarpaceae composées de constituants polymériques basés sur 

des sous-unités de type cadinène (Van Aarssen et al., 1990a, 1990b, 1991, 1992 ; Murray et al., 

1994). Mais il est également possible que certaines de ces composantes polymériques ou 

macromoléculaires soient issues de réactions de condensation/polymérisation impliquant les 

composés de bas poids moléculaire intervenant pendant une activité de préparation faite par 

l’Homme (e.g. confection de mélanges d’ingrédients à chaud), ou encore pendant le 

vieillissement des matériaux organiques. A ce titre, les triglycérides d’acides gras insaturés sont 

connus pour polymériser facilement en condition oxydante par la création de liaisons C-C ou 

C-O (Ohfuji et Kaneda, 1973 ; Ioakimoglou et al., 1999 ; Lazzari et Chiantore, 1999 ; Mallégol 

et al., 2000 ; Bouwman et van Gorkum, 2007) et cette particularité à polymériser fait même que 

ces composés sont utilisés en tant que matériaux pour le vernissage des tableaux et instruments 

de musique (Ioakimoglou et al., 1999 ; Bouwman et van Gorkum, 2007 ; Tirat et al., 2016).  

1.5.1. Intérêt de l’étude de la fraction macromoléculaire/polymérique  

La formation de macromolécules à partir de composés de bas poids moléculaire par des 

réactions de condensation/polymérisation semble particulièrement intéressante et mériterait 

d’être étudiée de manière approfondie en contexte d’études moléculaires dans le domaine de 

l’archéologie.  

En effet, il est envisageable que des molécules, disparues à l’échelle monomérique, soient 

préservées ou emprisonnées dans des structures macromoléculaires, ces dernières étant 

naturellement plus résistantes face aux différents processus d’altération. De ce fait, à travers 

l’étude de ces structures de haut poids moléculaire, il pourrait être possible d’identifier des 

biomarqueurs de substances organiques jusque-là non répertoriées et uniquement connues par 

le biais des textes antiques, mais également d’identifier de nouveaux biomarqueurs potentiels 

de matériaux organiques déjà connus. Cette hypothèse de préservation de biomarqueurs à 
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travers des réactions de condensation entre molécules se trouve d’ailleurs confortée par deux 

exemples d’études d’archéologie moléculaire effectuées dans notre laboratoire et rapportés 

dans la littérature.  

Dans le premier exemple, Charrié-Duhaut et al. (2007) se sont intéressés à l’identification 

du contenu organique de céramiques supposées être les vases canopes de Ramsès II, mais qui 

se sont par la suite avérées être des vases contenant des offrandes pour les divinités (ou situles). 

Parmi les substances organiques présentes ont été identifiés des triglycérides d’acides gras, des 

acides gras libres, tous rapportés à une composante de type graisse animale, mais également 

des esters entre un alcool sesquiterpénique, probablement du longibornéol (29), et des acides 

gras (e.g. palmitate de longibornéyle (30)). La contribution de cet alcool sesquiterpénique, 

absent à l’état libre mais préservé sous forme d’ester, est particulièrement intéressante et a été 

interprétée comme correspondant à l’ajout d’une huile essentielle de conifère à une graisse 

animale dans le cadre d’une préparation à chaud (Fig. 1.8). Ainsi, la réaction de condensation 

ou d’estérification impliquée dans la création de ce type d’esters mixtes a permis de préserver 

une partie du signal moléculaire de l’huile essentielle de conifère principalement constituée de 

composés mono- et sesquiterpéniques et qui ont été perdus au cours du temps en raison de leur 

volatilité. De ce fait, en l’absence de ces esters, qui ont en quelque sorte piégé les terpènes 

volatils, il n’aurait pas été possible de déterminer cet apport d’huile essentielle de conifère à la 

graisse animale. 

 

Figure 1.8 : Voie de formation d’esters mixtes (30) entre le longibornéol (29) et des acides gras par 

chauffage d’un mélange entre une graisse animale et une huile essentielle de conifère (Charrié 

Duhaut et al., 2007).  

 

Une seconde étude illustrant l’intérêt d’étudier les macromolécules a été réalisée par Bailly 

et al. (2016). Cette étude a relevé la présence d’esters mixtes d’acide déhydroabiétique ou 7-

oxo-déhydroabiétique et d’alkylméthoxyphénols dans des goudrons de Pinaceae (conifères). 
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L’implication des alkylméthoxyphénols (31) dans ces esters est particulièrement intéressante. 

En effet, les alkylméthoxyphénols sont des marqueurs caractéristiques de pyrolyse de bois qui 

sont libérés à partir de la lignine (Brebu et Vasile, 2010), un biopolymère important du bois 

(Mohan et al., 2006 ; Brebu et Vasile, 2010). Une fois libérés, ces composés, par leur solubilité 

dans l’eau et leur volatilité importante, sont facilement perdus au cours du temps, et sont de ce 

fait bien souvent absents du profil moléculaire d’échantillons archéologiques qui, dans ce cas, 

pourraient être identifiés de manière erronée comme étant des résines (matériau non chauffé) et 

non des goudrons résultant d’un traitement thermique. Ainsi, par la préservation des 

alkylméthoxyphénols sous forme estérifiée (esters mixtes entre acides diterpéniques et 

composés phénoliques), il a pu être déterminé que les substances organiques analysées étaient 

bien issues de la pyrolyse de bois de conifère. Les esters mixtes d’acide déhydroabiétique et 

d’alkylméthoxyphénols (21) auraient ainsi été formés selon un processus comprenant la 

libération pyrolytique des unités alkylméthoxyphénols (31) de la lignine, suivie d’une réaction 

d’estérification avec l’acide déhydroabiétique (22), les deux étapes se produisant pendant la 

pyrolyse du bois de conifère mise en œuvre pour la fabrication du goudron (Fig. 1.9). Les esters 

mixtes d’acide 7-oxo-déhydroabiétique et d’alkyméthoxyphénols (32) auraient, quant à eux, été 

formés à partir des esters 21 par simple oxydation naturelle, formant alors la cétone en C-7 sur 

la moitié diterpénique (Fig. 1.9).  

 

Figure 1.9 : Voie de formation d’esters mixtes entre acide déhydroabiétique ou 7-oxo-

déhydroabiétique et alkylméthoxyphénols lors de pyrolyse de bois de conifères (Bailly et al., 2016).  
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1.5.2. Les études menées sur les macromolécules dans le domaine de l’archéologie 

moléculaire 

Comme nous l’avons évoqué précédemment, les constituants macromoléculaires n’ont été 

que peu étudiés en archéologie moléculaire. Leur étude, souvent complexe, a été réalisée 

jusqu’à présent essentiellement par des méthodes pyrolytiques, des réactions d’hydrolyse 

alcaline ou de méthanolyse afin d’obtenir des sous-unités structurales facilement identifiables 

par les méthodes d’analyse moléculaire couramment utilisées (GC-MS, essentiellement). 

La Py-GC-MS, la TD-GC-MS ou encore la Py-TMAH-GC/MS (Pyrolyse – en présence 

d’hydroxyde de tétra-méthyl-ammonium – chromatographie en phase gazeuse – spectrométrie 

de masse) sont les techniques pyrolytiques qui ont été les plus utilisées pour étudier les 

macromolécules dans des échantillons archéologiques (Buckley et al., 1999, 2004 ; Buckley et 

Evershed, 2001 ; Languri, 2004 ; Hao et al., 2019). Toutefois, ces techniques pyrolytiques ont 

été appliquées dans le cas d’échantillons entiers et non pas à leur composante macromoléculaire 

seule qui aurait pu être isolée par des techniques séparatives comme la chromatographie liquide. 

Ainsi, lorsqu’une structure est identifiée par GC-MS après pyrolyse, il n’est pas possible de 

déterminer si elle provient d’une molécule de bas poids moléculaire, ou si elle a été libérée à 

partir d’une structure macromoléculaire. Par contre, l’utilisation de la TD-GC-MS et de la Py-

GC-MS en séquence permet de réaliser une séparation entre composés de bas poids moléculaire 

et composés issus de la pyrolyse des macromolécules (Buckley et al., 1999 ; Hardy et al., 2012 ; 

Jones et al., 2018). En effet, par l’application de températures modérées (290-400 °C) en TD-

GC-MS, seuls les composés de bas poids moléculaire suffisamment volatils sont analysés 

(Buckley et al., 1999). Une fois cette étape de volatilisation des composés de bas poids 

moléculaire réalisée, l’échantillon est ensuite analysé en Py-GC-MS avec une température de 

610°C, permettant alors d’étudier la composante macromoléculaire proprement dite par 

coupure pyrolytique des différentes liaisons impliquées dans la réticulation des 

macromolécules. Néanmoins, cette association en série de la TD-GC-MS avec la Py-GC-MS, 

bien qu’elle permette d’étudier les constituants monomériques des macromolécules et ainsi de 

déterminer des biomarqueurs potentiellement préservés, ne permet pas de résoudre le problème 

du manque de sélectivité des coupures pyrolytiques de liaisons dans les structures 

macromoléculaires. En effet, par une action pyrolytique à haute température, des réactions de 

déshydratation, de déshydrogénation, de transméthylation et de décarboxylation interviennent, 

entraînant la défonctionnalisation et l’aromatisation des sous-unités libérées des 
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macromolécules, rendant donc l’identification de la nature et de la position des liaisons 

impliquées dans les macromolécules impossible.  

L’hydrolyse alcaline suivie de la triméthylsilylation, sans séparation préalable des 

constituants macromoléculaires des échantillons archéologiques, a été employée par certains 

chercheurs, notamment pour convertir les triglycérides d’acides gras et les esters à longue 

chaine en acides et alcools, facilement analysables en GC-MS après dérivation (Colombini et 

al., 2000, 2005b ; Facchetti et al., 2012). L’hydrolyse alcaline a également été employée par 

Regert et al. (1998) pour étudier le résidu insoluble d’une substance organique présente dans 

un récipient en céramique. Les produits obtenus par hydrolyse ont été comparés à ceux présents 

dans la fraction organique soluble obtenue par extraction avec des solvants organiques (Regert 

et al., 1998). Il est apparu que la composition moléculaire du résidu insoluble était différente de 

celle de l’extrait organique et était particulièrement enrichie en produits d’oxydation d’acides 

gras. En raison de l’absence de ces derniers dans l’extrait organique, certainement perdus par 

lessivage, les auteurs ont conclu à une possible préservation de ces lipides dégradés grâce à leur 

incorporation dans des structures de haut poids moléculaire (Regert et al., 1998). A l’issue de 

cette étude, l’hydrolyse alcaline est devenue une technique opératoire couramment employée 

pour étudier les lipides piégés dans des structures macromoléculaires dans le cas de substances 

organiques présentes sur des céramiques anciennes (Craig et al., 2004 ; Hansel et al., 2011 ; 

Mayyas et al., 2013 ; Mayyas et Douglas, 2015). Plus récemment, l’extraction acide 

CH3OH/H2SO4 a été développée et est de nos jours une des techniques d’extraction les plus 

utilisées pour étudier les lipides pouvant être absorbés dans la matrice des tessons de céramiques 

(Correa-Ascencio et Evershed, 2014 ; Papakosta et al., 2015).  

La méthanolyse acide, autre réaction chimique visant à couper les liaisons esters et 

glycosidiques, a été utilisée dans l’étude des baumes de momification mais également dans 

l’étude des liants des peintures pour déterminer l’apport de gomme à travers la libération des 

sous-unités des chaînes complexes de polysaccharides qui la composent, mais également pour 

déterminer la présence de méthoxyacides aromatiques pouvant provenir du tannin 

particulièrement abondant chez certaines plantes (Mejanelle et al., 1997 ; Tchapla et al., 2004 ; 

Brettell et al., 2017 ; Brøns et al., 2018).  
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1.5.3. Les dégradations chimiques sélectives de macromolécules en géochimie 

organique 

Une difficulté majeure dans l’étude de la matière organique sédimentaire est liée aux 

processus d’altération qu’elle subit et qui influent sur son état de préservation. En effet, dans la 

plupart des cas, la grande majorité de la matière organique est reminéralisée par des processus 

biologiques et géochimiques intervenant dans ces milieux, mais par certaines spécificités 

physico-chimiques dans certains milieux de dépôt, il arrive qu’une partie des matériaux 

organiques y échappe. Cette matière organique va subir différents processus d’altérations 

bactériennes ou non biologiques qui vont entraîner, notamment, des réactions de 

condensation/polymérisation. De tels processus sont responsables de la formation de 

constituants macromoléculaires sédimentaires comme les kérogènes (« constituants organiques 

contenus dans les roches sédimentaires insolubles dans les solvants organiques et aqueux » ; 

Tissot et Welte, 1978), la part insoluble dans les solvants organiques de la matière organique 

sédimentaire représentant au moins 90% de la masse totale de la composante organique, les ± 

10% restants correspondant quant à eux à des composés de bas poids moléculaire (Tissot et 

Welte, 1978). Parmi les procédés les plus utilisés pour l’identification moléculaire des 

constituants des kérogènes figurent la pyrolyse (Goth et al., 1988 ; Blokker et al., 1998), mais 

également les réactions de dégradation chimique sélectives (Hofmann et al., 1992 ; Koopmans 

et al., 1997 ; Blokker et al., 1998 ; Putschew et al., 1998 ; Schaeffer-Reiss et al., 1998). Cette 

approche a connu un véritable essor autour des années 90, et a permis d’étudier la composante 

macromoléculaire de la matière organique sédimentaire de manière plus détaillée qu’avec les 

méthodes pyrolytiques grâce à la spécificité des réactifs de coupure choisis en fonction de la 

nature des liaisons impliquées dans la constitution de ces structures macromoléculaires. Ainsi, 

à travers l’utilisation de voies de dégradations chimiques sélectives seules ou en séquence, de 

nombreuses sous-unités de natures variées ont pu être libérées et étudiées par coupures de 

liaisons (poly)sulfures (Rullkötter et Michaelis, 1989 ; Hofmann et al., 1992 ; Schaeffer et al., 

1995a ; Koopmans et al., 1997 ; Putschew et al., 1998 ; Schaeffer-Reiss et al., 1998), esters 

(Rullkötter et Michaelis, 1989 ; Schaeffer-Reiss et al., 1998 ; Glombitza et al., 2009), éthers 

(Rullkötter et Michaelis, 1989 ; Koopmans et al., 1997 ; Putschew et al., 1998 ; Schaeffer-Reiss 

et al., 1998 ; Glombitza et al., 2011), ou encore C-C (Rullkötter et Michaelis, 1989 ; Richnow 

et al., 1992, 1993 ; Schaeffer-Reiss et al., 1998). Quelques exemples de réactifs utilisés pour la 

coupure de liaisons covalentes impliquées dans la réticulation de sous-unités dans les kérogènes 

sont donnés dans le tableau 1.1. L’étude de ces composés libérés de manière sélective a permis 
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non seulement de déterminer leur mode de liaison dans les structures macromoléculaires, mais 

bien souvent également d’identifier des biomarqueurs qui ne sont présents que sous forme liée 

et, de ce fait, de mettre ainsi en évidence des sources de la matière organique qui seraient 

passées inaperçues sur la base de l’étude des seuls composés libres (Kohnen et al., 1991 ; Adam 

et al., 1993 ; Schaeffer et al., 1993, 1995a).  

Tableau 1.1 : Exemple de quelques réactifs utilisés dans le domaine de la géochimie pour couper les 

liaisons impliquées dans le kérogène (Rullkötter et Michaelis, 1989; Schaeffer-Reiss et al. 1998) 

 

Type de liaison Réactifs de coupure chimique 

Ester Hydrolyse alcaline (e.g. MeOH/KOH) 

Amide Hydrolyse acide (e.g. MeOH/HCl) 

Ether BCl3, BBr3, TMSI/LiAlH4, HI/LiAlH4 

Sulfure Ni de Raney/H2, Li/EtNH2 

Ar-C- RuO4 

-C=C- RuO4, O3 

 

Outre ces quelques exemples de réactifs connus pour leur utilisation en géochimie dans 

l’étude des kérogènes, d’autres réactifs utilisés dans d’autres domaines peuvent montrer un 

certain intérêt pour la coupure des liaisons covalentes présentes dans les macromolécules. En 

ce sens, le réactif NaBH4, classiquement utilisé pour réduire les hydroperoxydes en alcools dans 

l’étude des produits issus de l’autoxydation (e.g. Frankel et al., 1977 ; Marchand et Rontani, 

2001), pourrait permettre d’examiner les sous-unités des macromolécules liées par ponts 

peroxydes. 

1.6. Positionnement du sujet de thèse 

L’analyse des substances organiques archéologiques est d’une grande complexité, 

notamment par la diversité des matériaux organiques utilisés par l’Homme, mais également par 

les différents processus d’altérations anthropiques ou naturels que peuvent subir ces substances 

au cours du temps. Jusqu’à présent, la vaste majorité des analyses réalisées à partir de telles 

substances organiques afin d’en déterminer l’origine biologique et les altérations naturelles ou 

anthropiques subies a été largement consacrée aux composés de bas poids moléculaires. L’étude 

des macromolécules, formées notamment lors du traitement thermique de substances ou encore 

par des processus de vieillissement, est encore largement sous-exploitée, et semble être la suite 

logique à donner aux études chimiotaxonomiques des matériaux organiques trouvés en contexte 

archéologique. Cette étude pourrait permettre d’identifier de nouveaux ingrédients jusque-là 
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connus uniquement grâce aux sources littéraires, mais également de déterminer les différentes 

altérations subies par les substances organiques pendant leur préparation, leurs phases 

d’utilisation et d’abandon. L’étude de ces composantes polymériques ou macromoléculaires 

pourrait s’avérer particulièrement utile dans le cas d’échantillons organiques archéologiques 

sévèrement altérés, échantillons susceptibles d’avoir perdu certaines composantes originelles 

comme par exemple les composés les plus volatils (e.g., mono- et sesquiterpenes), qui 

représentent potentiellement de bons marqueurs chimiotaxonomiques.  

Ainsi, dans la première partie de notre thèse (chapitre 2), nous nous sommes 

particulièrement intéressés à l’étude des réactions de condensation/polymérisation pouvant 

entraîner la formation de produits de réactions croisées entre constituants de différents 

ingrédients, réactions intervenant lors du vieillissement ou lors de la préparation de mélanges 

d’ingrédients. Pour ce faire, des expériences de dégradation par autoxydation, processus bien 

connu pour être à l’origine de la polymérisation de nombreux matériaux organiques (Lazzari et 

Chiantore, 1999 ; Bouwman et van Gorkum, 2007 ; Tolvanen et al., 2008), ont été réalisées à 

partir de mélanges de substances souvent présentes en contexte archéologique, dans l’objectif 

de former des produits de condensation entre ingrédients (formation de constituants 

« polymériques »). Pour l’étude moléculaire des composantes macromoléculaires ainsi 

formées, une approche s’inspirant des expérimentations réalisées sur les kérogènes dans le 

domaine de la géochimie et faisant appel à des réactions de dégradation chimique séquentielles 

des liaisons peroxydes, esters et éthers a été élaborée.  

Dans la seconde partie de notre thèse, nous nous sommes intéressés, de manière plus 

conventionnelle, aux substances organiques trouvées en contexte archéologique dans l’objectif 

d’en identifier l’origine biologique, mais également, plus spécifiquement, dans le but d’étudier 

les processus d’altération qu’elles ont pu subir et de déterminer des biomarqueurs de ces 

substances utilisables dans les conditions subies par ces substances depuis leur abandon. Ainsi, 

il sera présenté en chapitre 3 une étude moléculaire menée sur des résines de Dipterocarpaceae 

découvertes parmi la cargaison de deux épaves asiatiques du XIIème siècle. Enfin, nos travaux 

ont été complétés par l’étude moléculaire de brais de bouleau du Néolithique, étude qui nous a 

conduits à identifier de nouveaux marqueurs moléculaires formés par condensation et 

potentiellement utilisables comme indicateurs de traitements thermiques poussés (chapitre 4).  
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2.1. Introduction 

Après une introduction consacrée aux processus d’autoxydation susceptibles d’affecter les 

matériaux organiques archéologiques, une première partie de ce chapitre a porté sur l’étude 

expérimentale des processus d’altération oxydante qui ont affecté des substances organiques 

archéologiques très altérées prélevées dans des vases provenant de tombes égyptiennes, 

constituées d’huile essentielle de cèdre et de genévrier (Sarret et al., 2017). Ces expériences 

d’autoxydation en laboratoire ont été réalisées à partir d’une huile essentielle provenant de bois 

de cèdre de l’Atlas (Cedrus atlantica) et ont mis en jeu des initiateurs de radicaux (N-

hydroxyphtalimide -NHPI- et acétylacétonate de Co (II)) en présence d’oxygène. Un des 

objectifs de cette étude était également la mise au point de conditions expérimentales 

d’oxydation susceptibles de reproduire de manière pertinente les processus de vieillissement 

observés dans le cas de substances organiques archéologiques. 

L’étude des processus de vieillissement subis par des matériaux organiques archéologiques 

à l’aide d’expériences de laboratoire en conditions oxydantes a été poursuivie par des travaux 

qui ont porté plus particulièrement sur l’oxydation de mélanges de substances organiques afin 

d’étudier notamment la formation de produits de réactions croisées. Ainsi, nous nous sommes 

intéressés à l’altération de mélanges constitués de dérivés d’acides gras insaturés, l’ester 

butylique de l’acide oléique et l’ester méthylique de l’acide linoléique (en tant que substituts de 

triglycérides contenant des acides gras insaturés), et de substances terpéniques telles que de 

l’huile essentielle de baies de genévrier (Juniperus communis) ou de la résine de pin sylvestre 

(Pinus sylvestris). Des mélanges entre matières grasses et substances terpéniques ont en effet 

été assez fréquemment mis en évidence dans le cas de résidus organiques trouvés en contexte 

archéologique (e.g. Buckley et al., 2004 ; Charrié-Duhaut et al., 2007 ; Scholz-Böttcher et al., 

2013) et sont également attestés dans la littérature dans le cas de vernis de tableaux (Tirat et al., 

2016). Des conditions opératoires adaptées de celles utilisées lors des expériences réalisées sur 

l’huile essentielle de cèdre de l’Atlas ont été mises en œuvre. Les produits de réaction obtenus 

lors de ces expériences ont tout d’abord été étudiés par GC-MS afin d’identifier la nature des 

produits d’oxydation des dérivés d’acides gras insaturés et des substances naturelles utilisées et 

de reconstituer les voies d’altération de ces composés en conditions oxydantes. Par ailleurs, 

nous avons également cherché à mettre en évidence la formation de produits dimériques issus 

de réactions croisées entre acides gras et composés monoterpéniques, produits qui peuvent 

résulter de réactions d’addition entre espèces radicalaires formées lors de l’autoxydation des 
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doubles liaisons. Enfin, nous avons essayé de mettre en évidence la formation de substances 

polaires de nature oligo-/polymérique à l’aide de réactions de dégradation chimique de coupure 

des liaisons peroxydes (NaBH4) ou esters et éthers (acide iodhydrique puis LiAlH4), réactions 

utilisées seules ou de manière séquentielle. Ces méthodes de dégradations chimiques sont en 

effet susceptibles de libérer les sous-unités liées par des liaisons peroxydes et/ou éthers/esters 

à partir des structures oligo-/polymériques formées lors du processus d’altération. 

Il s’agissait de voir par cette approche si, dans le cas de matériaux organiques 

archéologiques même sévèrement altérés, il était possible que des ingrédients, dont les 

constituants analysables directement par GC-MS ont été perdus en raison de leur volatilité ou 

sensibilité aux processus de dégradation/lessivage, puissent néanmoins être mis en évidence par 

l’étude des structures de haut poids moléculaire dans lesquelles des constituants de ces 

ingrédients auraient été piégés et préservés. 

2.2. L’autoxydation : Histoire et principe général 

L’autoxydation, définie comme étant la réaction spontanée de l’oxygène de l’air sur les 

composés organiques dans des conditions opératoires douces (Frankel, 2005), a fait l’objet de 

nombreuses études, et ce dès les années 40, étant donné son rôle important dans l’augmentation 

de la toxicité, la détérioration du goût des aliments lors de l’altération des lipides, mais 

également pour son rôle dans certaines maladies, notamment les cancers (Gardner, 1975 ; 

Frankel, 1980, 1985 ; Frankel et al., 1984 ; Spiteller, 1998 ; Spiteller et Spiteller, 1998). Dans 

ce processus, les lipides sont oxydés par l’oxygène de l’air, principalement présent sous sa 

forme triplet, à travers un mécanisme radicalaire comprenant trois étapes : initiation, 

propagation et terminaison (Fig. 2.1) (Frankel, 2005 ; Bastien, 2011).  

 

Figure 2.1 : Etapes principales de l’autoxydation des composés organiques.  
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Comme le spécifie la définition même de l’autoxydation, l’oxygène triplet de l’air peut 

directement réagir sur un lipide, notamment quand celui-ci présente une insaturation, pour 

former une espèce oxygénée, mais cette réaction est extrêmement lente (Jefford et al., 1976 ; 

Graziano et al., 1977). En raison de cela, l’initiation de l’autoxydation est généralement induite 

par l’intervention d’une espèce appelée initiateur, permettant l’abstraction d’un atome 

d’hydrogène du lipide menant à la formation d’un radical alkyle libre (Fig. 2.1, équation 1). 

Cette étape est dépendante de l’énergie de dissociation (H) de la liaison C-H nécessaire pour 

former le radical alkyle libre. Plus celle-ci sera faible, plus l’abstraction de l’atome d’hydrogène 

sera facile, et plus l’autoxydation sera favorisée. Ainsi, les atomes d’hydrogène comptant parmi 

les plus facilement abstraits sont ceux situés sur un méthylène situé en position allylique pour 

lesquels l’énergie de dissociation est de 88 Kcal/mol (75 Kcal/mol pour une position 

bisallylique) contre 100 Kcal/mol dans le cas d’un méthylène en position non allylique 

(Gardner, 1989 ; Porter et al., 1995 ; Blanksby et Ellison, 2003 ; Luo, 2007). C’est la raison 

pour laquelle les composés insaturés, notamment les acides gras insaturés qui ont fait l’objet de 

nombreuses études, sont particulièrement sensibles aux mécanismes d’autoxydation.  

Les radicaux initiant l’autoxydation, et donc l’abstraction d’un atome d’hydrogène, peuvent 

provenir de différentes sources. Il peut s’agir, notamment, de radicaux alkoxyles ou peroxydes 

issus d’hydroperoxydes présents dans le milieu lipidique provenant d’autres processus 

d’oxydation (e.g. photooxydation) (Frankel, 2005). Ces derniers peuvent en effet mener à des 

radicaux alkoxyles par dissociation thermique (Fig. 2.2 équation 5 ; Gardner, 1975 ; Frankel, 

1980, 2005 ; Paquette et al., 1985), à des radicaux alkoxyles au travers de réactions de type 

Fenton avec des métaux de transition (Fig. 2.2 équation 6 ; Gardner et al., 1974 ; Gardner, 1975, 

1989 ; Frankel, 2005), ou encore à des radicaux peroxydes par réaction avec des métaux de 

transition à leur plus haut degré d’oxydation (Fig. 2.2 équation 7 ; Gardner, 1975 ; Frankel, 

2005). Ces initiateurs peuvent aussi correspondre à des photosensibilisateurs, par exemple des 

cétones, qui, par exposition à la lumière, sont susceptibles de mener à la formation de radicaux 

acyles et alkyles (Fig. 2.2 équation 8 ; Frankel, 1980, 2005 ; Paquette et al., 1985).  
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Figure 2.2 : Voies possibles de formation de radicaux capables d’initier les processus d’autoxydation 

(Schaich, 2013). 

 

Une fois l’étape d’initiation réalisée, le radical alkyle résultant va réagir avec l’oxygène de 

l’air pour former un radical peroxyde (Fig. 2.1 équation 2) qui, par abstraction d’un atome 

d’hydrogène sur un autre lipide insaturé, va mener à la formation de l’hydroperoxyde 

correspondant (Fig. 2.1 équation 3). Ces deux réactions constituent l’étape de propagation de 

l’autoxydation. La recombinaison de radicaux, interrompant la propagation, correspond à 

l’étape de terminaison du processus d’autoxydation (Fig. 2.1 équation 4).  

2.3. Catalyse de la réaction d’autoxydation  

Comme nous venons de le détailler, l’autoxydation est un mécanisme particulièrement lent 

en l’absence d’initiateurs de radicaux. De ce fait, il est important, pour la réalisation 

d’expériences d’autoxydation artificielle de substrats organiques seuls ou en mélange, d’utiliser 

des catalyseurs pour accélérer ce processus.  

2.3.1. Le choix de la catalyse pour l’autoxydation  

De nombreux catalyseurs existent pour induire l’autoxydation. Parmi les initiateurs 

fréquemment utilisés figurent les métaux de transition, métaux qui sont largement utilisés dans 

l’étape de séchage par polymérisation oxydante des vernis fraîchement appliqués sur les 

peintures (Madhava Reddy et al., 1995 ; Punniyamurthy et al., 1995, 1997 ; da Silva et al., 

2003 ; Bouwman et van Gorkum, 2007 ; Parreira et al., 2016). De manière alternative, le 

chauffage à des températures plus ou moins élevées a été également utilisé pour initier 

l’autoxydation de substances organiques (Fioriti et al., 1967 ; Lazzari et Chiantore, 1999 ; 

Lampi et al., 2002 ; Bastien, 2011 ; Huang et al., 2014, 2015).  
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Des expériences d’autoxydation réalisées au laboratoire antérieurement à nos travaux ont 

été conduites en utilisant la combinaison de deux initiateurs de radicaux que sont 

l’azobisisobutyronitrile (AIBN) et le tert-butyl hydroperoxide (t-BuOOH). L’utilisation de cette 

combinaison d’initiateurs a permis de reproduire expérimentalement l’altération par 

autoxydation subie par différentes substances organiques exposées à des conditions d’altération 

oxydantes en contexte archéologique et a permis de reproduire au laboratoire par autoxydation 

de substances naturelles fraîches la formation de produits d’oxydation identiques à ceux 

identifiés dans des objets archéologiques très altérés. Nous pouvons notamment citer les travaux 

de Solazzo et al. (2016), qui ont fait appel à ce procédé pour simuler l’autoxydation de résine 

de Styrax officinalis, mais également les travaux d’Ebert (2016) qui a réalisé l’autoxydation 

d’une huile essentielle de cèdre de l’Atlas à l’aide du couple AIBN/t-BuOOH en présence d’O2.  

Toutefois, cette catalyse présente un problème majeur vis-à-vis de l’utilisation du t-

BuOOH. En effet, ce réactif est disponible en solution dans le décane qui, lors de 

l’autoxydation, forme des produits d’oxydation non désirés. Ainsi, une autre combinaison de 

catalyseurs, à savoir le N-hydroxyphthalimide (NHPI) et l’acétylacétonate de Cobalt (II) 

(Co(acac)2), dont l’utilisation pour des réactions d’oxydation est bien documentée (Ishii et al., 

1995 ; Yoshino et al., 1997 ; Wentzel et al., 2000 ; Matsushita et al., 2010 ; Houssini et al., 

2014) a été employée.  

2.3.2. Le cycle catalytique du NHPI 

La première utilisation du NHPI par Grochowski et son équipe (Grochowski et al., 1977 ; 

Coseri, 2009 ; Melone et Punta, 2016) pour catalyser l’autoxydation remonte à 1977, mais c’est 

seulement à partir de 1995 que les mécanismes mis en jeu dans la catalyse de l’autoxydation 

par le NHPI ont été totalement élucidés grâce à l’étude de Ishii et al. (1995) qui ont, notamment, 

mis en évidence expérimentalement la formation du radical phthalimide N-oxyl (appelé radical 

PINO) issu de l’abstraction de l’atome d’hydrogène porté par l’atome d’oxygène du NHPI. Un 

schéma catalytique a ainsi été proposé (Melone et Punta, 2016) (Fig. 2.3a). 
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Figure 2.3 : (a) Cycle catalytique du NHPI, (b) étape d’initiation du radical PINO induite par les 

métaux de transition (Melone et Punta, 2016).  

 

La première étape d’initiation est la formation du radical PINO à partir du NHPI (Fig. 2.3a). 

Ce rôle d’initiation peut être joué notamment par un métal de transition capable de transférer 

un électron sur de l’oxygène pour générer une espèce réactive (ion superoxyde) lui-même 

capable d’abstraire un atome d’hydrogène au niveau du NHPI pour former le radical PINO 

(Melone et Punta, 2016) (Fig. 2.3b). L’utilisation d’un tel co-catalyseur permet de s’affranchir 

de l’utilisation de températures élevées pour former le radical PINO, températures qui 

favoriseraient également la décomposition de ce dernier (Fig. 2.4). Toutefois, ce processus de 

dégradation ne devient notable qu’au-delà de 80 °C (Melone et Punta, 2016).  

 

Figure 2.4 : Voie de décomposition du radical PINO (Melone et Punta, 2016).  
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Suite à l’étape d’initiation, le radical PINO est capable d’abstraire un atome d’hydrogène 

sur une molécule organique pour former un radical alkyle et régénérer le NHPI (Fig. 2.3a). Ce 

nouveau radical va ensuite réagir avec l’oxygène pour former le radical peroxyde qui pourra 

ensuite mener à l’hydroperoxyde correspondant par abstraction de l’atome d’hydrogène actif 

du NHPI, régénérant également le radical PINO. L’hydroperoxyde sera par la suite décomposé 

par le métal de transition pour former notamment le radical alkoxyle (Fig. 2.3b), ou par le 

radical PINO menant alors à la formation du radical peroxyde (Fig. 2.3a). Ces radicaux pourront 

ensuite réagir dans le processus d’autoxydation à travers des étapes de propagation ou de 

terminaison.  

Ce cycle catalytique est particulièrement efficace dans les étapes d’initiation et de 

propagation de l’autoxydation des substrats organiques. Cette efficacité est liée à trois 

principaux effets du NHPI : 

- L’effet enthalpique : pour que le NHPI fonctionne efficacement en tant que 

catalyseur d’autoxydation, il est nécessaire que l’énergie de la liaison O-H du NHPI 

soit du même ordre de grandeur que celle des atomes d’hydrogène à abstraire sur le 

substrat organique, afin que la catalyse soit exothermique ou légèrement 

endothermique. Dans le cas du NHPI, en fonction du solvant, le H de la liaison O-

H est situé entre 85 et 95 Kcal/mol, ce qui est donc tout à fait compatible avec le H 

des liaisons C-H allyliques d’un substrat organique insaturé (pour rappel, 88 

Kcal/mol pour une liaison allylique, et 75 Kcal/mol pour une liaison en position 

bisallylique) (Coseri, 2009 ; Melone et Punta, 2016).  

- L’effet polaire : par le caractère électrophile du radical PINO plus important que 

celui du radical peroxyde, le radical PINO va abstraire des atomes d’hydrogène plus 

facilement que le radical peroxyde (Melone et Punta, 2016). 

- En dernier lieu, le radical PINO montre une efficacité catalytique importante pour 

l’abstraction d’atomes d’hydrogène tandis que le NHPI est un bon donneur 

d’hydrogène. Ce dernier est donc capable de piéger efficacement les radicaux 

peroxydes sous la forme d’hydroperoxydes, ce qui a pour effet de limiter les 

réactions de terminaison de ce radical et ainsi de favoriser les étapes de propagation 

(Melone et Punta, 2016).  
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2.4. Etude de la dégradation de l’huile essentielle de cèdre de l’Atlas par 

autoxydation 

Nous avons tout d’abord cherché à évaluer la pertinence des conditions envisagées pour 

réaliser des expériences d’autoxydation en laboratoire censées reproduire les processus 

d’autoxydation naturels subis par des substances organiques archéologiques. Dans ce but, nous 

avons cherché à réaliser une expérience d’autoxydation dans les conditions discutées plus haut 

à partir d’une substance pour laquelle nous disposions d’un analogue archéologique 

naturellement autoxydé. 

Dans une telle situation, il est possible de comparer les produits d’oxydation obtenus de 

manière artificielle à ceux observés en contexte archéologique, permettant alors de valider ou 

non l’utilisation de la combinaison NHPI/Co(acac)2 comme initiateurs pour simuler de manière 

pertinente les mécanismes d’autoxydation.  

Nous avons de ce fait étudié l’autoxydation de l’huile essentielle de cèdre de l’Atlas en 

utilisant la combinaison NHPI/Co(acac)2 comme initiateurs. Nous disposions en effet, pour 

point de comparaison, d’un échantillon archéologique très altéré constitué principalement par 

de l’huile essentielle de cèdre qui avait été étudié précédemment au laboratoire (Sarret et al., 

2017).  

2.4.1. Contexte de l’étude  

Les expériences d’autoxydation de substances organiques d’intérêt archéologique que nous 

avons réalisées dans le cadre de ces premiers travaux se sont ainsi inscrites dans une étude plus 

globale menée au sein du laboratoire sur l’identification de substances organiques présentes 

dans le fond de trois vases égyptiens datant des deux premières dynasties égyptiennes et trouvés 

à Abydos (3100-2700 BCE) (Sarret et al., 2017). Cette étude a permis de révéler que ces 

substances étaient principalement composées d’une huile essentielle de cèdre de l’Atlas avec 

une contribution d’une huile essentielle provenant d’un arbre de la famille des Cupressaceae 

(Sarret et al., 2017). Ce mélange s’apparente à la substance appelée « Cedrium » qui, dans 

l’antiquité, était utilisée pour l’embaumement des défunts à travers différentes techniques de 

momification (Lucas, 1931 ; Koller et al., 2005 ; Abdel-Maksoud et El-Amin, 2011).  

Toutefois, bien que les conditions de préservation aient été idéales (jarres scellées stockées 

dans un milieu sec), la substance organique contenue dans les vases avait tout de même subi 

des altérations par autoxydation, ce qui a mené à la disparition de la plus grande partie des 
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terpènes originels au profit de molécules oxydées, rendant ainsi plus difficile l’identification 

des ingrédients utilisés pour la préparation de ces substances archéologiques (Fig. 2.5). Une 

partie des constituants terpéniques de ces substances a pu être identifiée par synthèse de 

composés de référence, études de RMN et comparaison des temps de rétention et des spectres 

de masse entre composés présents dans les jarres égyptiennes et leurs homologues synthétiques 

(Sarret et al., 2017) (Fig. 2.5).  

 

Figure 2.5 : Chromatogramme en phase gazeuse partiel (GC-MS, IE, 70 eV) de la fraction volatile de 

la substance organique présente dans le fond de la jarre E21727 trouvée à Abydos en Egypte. Les 

composés en bleu correspondent à des sesquiterpènes de la famille du cuparène, et les composés en 

rouge à des sesquiterpènes de la famille de l’himachalène (Sarret et al., 2017).  

 

Ainsi, bien que l’origine taxonomique des molécules oxydées observées dans l’extrait 

lipidique de la substance organique archéologique ne fasse que peu de doute, il était toutefois 

nécessaire de compléter ces travaux par l’élaboration d’une expérience d’autoxydation en 

laboratoire de l’huile essentielle de cèdre de l’Atlas afin de confirmer que les molécules oxydées 

observées étaient bien issues de processus d’autoxydation ayant affecté les terpènes de l’huile 

essentielle de cèdre de l’Atlas utilisée pour préparer les substances trouvées dans les vases, mais 

également afin de nous permettre de tester la validité des expériences de simulations effectuées 

avec le couple NHPI/Co(acac)2, et d’optimiser les conditions opératoires. 
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2.4.2. Choix des conditions expérimentales d’autoxydation avec NHPI/Co(acac)2  

Un certain nombre d’études sur l’oxydation de divers matériaux organiques ont été réalisées 

avec le NHPI avec de nombreuses variations concernant les conditions expérimentales portant 

sur la nature du co-catalyseur, la température ou le choix du solvant (Yoshino et al., 1997 ; 

Wentzel et al., 2000 ; Recupero et Punta, 2007 ; Coseri, 2009 ; Cheng et al., 2014 ; Melone et 

Punta, 2016).  

Les conditions qui ont été choisies pour notre étude, dont le détail est disponible en partie 

expérimentale (cf. § 6.2.2), sont notamment basées sur les travaux de Houssini et al. (2014). 

Ces auteurs ont évalué l’influence du solvant, de la température, et du co-catalyseur sur le 

rendement et la sélectivité des produits formés lors de l’autoxydation de l’aryl-himachalène. 

Ainsi, nous avons choisi d’expérimenter l’autoxydation de l’huile essentielle de cèdre de l’Atlas 

en utilisant le couple NHPI/Co(acac)2 comme catalyseur et de l’acide acétique (AcOH) ou de 

l’acétonitrile (CH3CN) comme solvants. La température, quant à elle, a été fixée à 70 °C, 

température qui correspond à un bon compromis permettant une catalyse efficace du processus 

d’oxydation sans favoriser de manière trop importante les réactions de décomposition du radical 

PINO (Houssini et al., 2014 ; Petroselli et al., 2014). Les quantités d’initiateurs ont quant à elles 

été fixées de manière arbitraire comme indiqué dans la partie 6.2.2 pour les premiers essais 

d’autoxydation.  

2.4.3. Autoxydation de l’huile essentielle de cèdre de l’Atlas 

Trois prélèvements à 20, 42 et 92 h ont été réalisés au cours des expériences. Chaque 

prélèvement est extrait successivement avec du pentane et avec du CH2Cl2 (cf. § 6.2.2). Le 

choix d’une extraction au pentane a été décidé en raison du faible point d’ébullition de ce 

solvant qui permet, si nécessaire, de concentrer la matière organique qui y est dissoute en 

limitant l’impact de l’évaporation sous flux d’argon sur les molécules les plus volatiles 

présentes. Le pentane est, par ailleurs, un mauvais solvant pour le NHPI et ses produits de 

transformation (contrairement au CH2Cl2) qui ne vont de ce fait interférer que de manière 

limitée avec les produits d’oxydation issus de l’huile essentielle de cèdre. L’extraction au 

CH2Cl2 (solvant à faible point d’ébullition également) permet quant à elle de récupérer les 

molécules plus polaires (acides ou alcools) qui seraient peu solubles dans le pentane (cf. § 

6.2.2).  
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a) Composition de l’huile essentielle de cèdre de l’Atlas 

Le cèdre de l’Atlas fait partie de la famille des Pinaceae. Le genre Cedrus, composé de 4 

espèces (deodora, brevifolia, atlantica, libani), est largement réparti sur les côtes 

méditerranéennes, mais également dans les montagnes de l’Himalaya (Agrawal et Rastogi, 

1984 ; Yilmaz et al., 2005). L’huile essentielle produite à partir d’arbres du genre Cedrus est 

connue depuis l’Egypte antique, comme précédemment discuté, notamment pour son utilisation 

dans les procédés d’embaumement (e.g. Buckley et al., 2004 ; Koller et al., 2005 ; Scholz-

Böttcher et al., 2013 ; Sarret et al., 2017). Cette huile essentielle est principalement composée 

de sesquiterpènes de la famille de l’himachalène dont les représentants majeurs sont les , , -

himachalènes (S1, S2 et S3) (Başer et Demirçakmak, 1995 ; Kurt et al., 2008 ; Loizzo et al., 

2008 ; Paoli et al., 2011). L’huile essentielle de cèdre de l’Atlas étudiée au laboratoire présente 

également la même prédominance des , , −himachalènes (S1,  S2,  S3 ; Fig. 2.6a). 

 

Figure 2.6 : Chromatogrammes en phase gazeuse partiels (GC-MS, IE, 70 eV) de l’huile essentielle de 

cèdre de l’Atlas avant oxydation (a) ; de l’extrait au pentane après 20 h et 92 h d’oxydation dans 

CH3CN (b, c) ; de l’extrait au pentane après 92 h d’oxydation dans AcOH (d). Les étoiles rouges 

indiquent les composés également mis en évidence dans des vases égyptiens (Sarret et al., (2017). Les 

structures des composés numérotés sont représentées dans l’Appendice de la thèse. Programme A de 

température du four GC (cf. § 6.5.2). 

 

b) Etude des extraits au pentane après autoxydation artificielle de l’huile essentielle du 

cèdre de l’Atlas 

L’analyse par GC-MS de l’extrait au pentane obtenu après 20 h de vieillissement par 

autoxydation de l’huile essentielle de cèdre de l’Atlas dans CH3CN a montré la disparition totale 
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des sesquiterpènes originaux au profit des composés oxydés S4-S10 qui ont été identifiés par 

comparaison avec des produits de synthèse, à l’exception du composé S8 pour lequel deux 

possibilités de structures ont été proposées (S8a,b ; Fig. 2.6a,b ; Sarret et al., 2017). Ces 

molécules ont également été mises en évidence dans l’échantillon archéologique analysé 

précédemment (Sarret et al., 2017 ; Fig. 2.6b, étoiles rouges), montrant donc que les conditions 

mises en œuvre dans les expériences d’autoxydation réalisées dans CH3CN semblent bien 

reproduire l’altération naturelle subie par la matière organique archéologique.  

Les sesquiterpènes aromatiques S4-S6 ont très probablement été formés par des processus 

de déshydrogénation affectant les trois isomères d’himachalène S1-S3 lors de l’expérience 

d’oxydation (Fig. 2.7). Ces réactions de déshydrogénation conduisant à la formation des 

composés S4-S5 mettent vraisemblablement en jeu, pour chaque double liaison formée, un 

processus en deux étapes présenté dans la Fig. 2.8. Ce processus comprend en premier lieu la 

formation d’un hydroperoxyde en position allylique, position qui est particulièrement sensible 

à l’abstraction d’un atome d’hydrogène (cf. § 2.2), suivie d’une élimination de peroxyde 

d’hydrogène menant alors à la formation d’une insaturation supplémentaire (Fig. 2.8). Dans ce 

contexte, le composé S6 dérive vraisemblablement du -himachalène S2 selon une voie 

comprenant une première étape d’isomérisation de l’insaturation située dans le cycle à sept 

atomes de carbone. L’étape d’aromatisation conduisant à l’aryl-himachalène S6 fait intervenir, 

comme décrit pour la formation des composés S4 et S5, la formation d’un hydroperoxyde suivie 

de l’élimination de H2O2 (Fig. 2.8). 

 

Figure 2.7 : Voie d’autoxydation supposée des himachalènes S1-S3 de l’huile essentielle de cèdre de 

l’Atlas menant à la formation des sesquiterpènes altérés.  
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Figure 2.8 : Voie de formation proposée pour les composés aromatiques S4-S6 à partir des 

himachalènes S1-S3 lors des expériences d’autoxydation.  

 

Parmi les molécules oxygénées formées, les composés S7-S9 dérivent très probablement du 

sesquiterpène aromatique S5 comme décrit dans la Fig. 2.9. Ainsi, la formation du composé S7 

s’explique simplement par une oxydation en position allylique du composé S5 (Fig. 2.9a voie 

1) (Petrůj et Marchal, 1980). Les molécules S8 (a ou b) et S9, quant à elles, pourraient être 

formées à partir du composé S5 (Fig. 2.9a voie 2) par un processus comprenant une première 

étape commune consistant en l’addition d’un radical peroxyde sur l’insaturation du composé 

S5 (Romanus et al., 2008 ; Schaich, 2013). L’espèce radicalaire ainsi formée peut ensuite, après 

abstraction d’un atome d’hydrogène et décomposition de la fonction peroxyde, conduire à la 

cétone S8a correspondante selon le mécanisme discuté précédemment, ou, alternativement, 

conduire par cyclisation à un époxyde S8b (Romanus et al., 2008 ; Fig. 2.9a voie 2). Ce dernier 

peut alors subir une attaque nucléophile par H2O pour conduire au diol correspondant qui peut 

s’oxyder pour former le composé S9 (Romanus et al., 2008 ; Fig. 2.9a voie 2).  

A la différence des composés oxygénés S7-S9, le composé S10 est vraisemblablement issu 

du composé S4 selon une voie comprenant la formation d’un hydroperoxyde en C-13 suivie de 

la coupure de celui-ci via un réarrangement de Hock appelée « fragmentation de Hock » 

(Rontani, 1998; Marchand et Rontani, 2001; Frankel, 2005 ; Fig. 2.7 et 2.9b).  
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Figure 2.9 : Voies de formation proposées pour (a) les composés S7-S9 (en rouge) à partir du 

composé S5, (b) et le composé S10 (en rouge) à partir du composé S4.  

 

L’analyse de l’extrait au pentane obtenu après 20 h d’oxydation de l’huile essentielle de 

cèdre de l’Atlas dans CH3CN a ainsi permis de révéler la formation d’un certain nombre de 

produits d’altération (S4-S10) également observés dans des vases égyptiens, montrant ainsi la 

pertinence des conditions expérimentales mises en œuvre pour l’autoxydation de l’huile de 

cèdre réalisée en laboratoire (Fig. 2.6a et b, étoiles rouges). Cette expérience a donc été 

prolongée jusqu’à une durée de 92 h afin d’observer la formation éventuelle de produits 

d’altération supplémentaires également présents dans les échantillons archéologiques. Il en 

ressort que l’analyse de l’extrait au pentane obtenu après 92 h, outre des abondances relatives 

différentes de produits d’oxydation déjà précédemment identifiés, n’a pas permis d’identifier 

de nouveaux produits d’oxydation (Fig. 2.6c).  

A la différence de l’expérience d’autoxydation réalisée dans CH3CN qui a donné des 

résultats concluants, l’expérience réalisée dans AcOH s’est révélée être un échec (cf. § 6.2.2). 

En effet, après 92 h d’autoxydation, l’extrait au pentane montrait encore la présence importante 

des sesquiterpènes originaux S1-S3 (Fig. 2.6d). De plus, seuls les composés aromatiques S4-
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S6 ont été formés en quantités notables, tandis que les produits oxygénés S7, S9, S10 ne 

représentaient que des constituants mineurs du brut réactionnel (Fig. 2.6d). Houssini et al. 

(2014) ont également montré que la conversion de l’aryl-himachalène S6 est plus lente dans 

AcOH que dans CH3CN, ce qui pourrait notamment être lié au H de la liaison O-H du NHPI 

qui est différente selon les solvants employés (Coseri, 2009). En effet, comme nous avons pu 

le voir précédemment (cf. § 2.3.2), il est impératif que la liaison O-H soit de force similaire à 

celle des liaisons C-H des atomes d’hydrogène à abstraire. Dans le cas d’une réaction 

d’autoxydation réalisée dans CH3CN, cela est bien vérifié dans la mesure où la force de la 

liaison O-H du NHPI est de 88,1 Kcal/mol contre 88,0 Kcal/mol pour celle d’un atome 

d’hydrogène situé sur un méthylène en position allylique (Coseri, 2009). Or dans le cas d’une 

expérience d’oxydation réalisée dans AcOH, le H de la liaison O-H du NHPI est d’environ 90 

Kcal/mol (Coseri, 2009). 

Compte tenu de ces observations, les expériences d’autoxydation ont par la suite été 

réalisées dans CH3CN. Précisons également que AcOH étant un acide, il peut entraîner des 

réactions de réarrangement au niveau de composés polycycliques insaturés dans lequel un 

atome d’hydrogène, un groupe alkyle ou un groupe acyle peuvent migrer sur un carbone voisin. 

Par exemple, il est possible de former le camphène à partir de l’isobornéol par simple catalyse 

acide induite par AcOH (Birladeanu, 2000).  

c) Etude des extraits au CH2Cl2 de l’huile essentielle du cèdre de l’Atlas après 

autoxydation artificielle  

Les extraits obtenus avec du pentane lors des expériences de vieillissement par autoxydation 

de l’huile essentielle de cèdre de l’Atlas ont permis d’éviter la perte de la part la plus volatile 

des constituants du mélange réactionnel. Toutefois, de par le coté apolaire de ce solvant, il est 

possible que certains produits d’altération formés à partir des , , -himachalènes (S1,  S2 et 

S3), plus polaires, n’aient pas été extraits avec le pentane. Ainsi, une deuxième extraction au 

CH2Cl2 suivant celle au pentane a été réalisée sur le mélange réactionnel obtenu après 

autoxydation de l’huile essentielle de cèdre de l’Atlas en solution dans CH3CN au bout de 20 

h. Les extraits obtenus ont été méthylés par le diazométhane afin d’étudier les acides 

éventuellement formés au cours de la réaction (cf. § 6.2.2).  

Les chromatogrammes en phase gazeuse obtenus pour les deux extraits traités avec le 

diazométhane sont remarquablement similaires, preuve qu’une seule extraction est suffisante 

pour obtenir une vision globale et représentative de l’échantillon (Fig. 2.10). La méthylation 
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par le diazométhane a permis de révéler la présence de produits de dégradation du NHPI 

(molécules en rouge sur la Fig. 2.10), et la présence de trois acides sesquiterpéniques (présence 

d’un fragment à [M+-31] caractéristique des esters méthyliques dans leur spectre de masse). La 

structure S11 a pu être proposée pour l’un d’entre eux sur la base de l’interprétation de son 

spectre de masse. Ce composé a également été mis en évidence dans les vases égyptiens 

analysés par Sarret et al. (2017).  

 

Figure 2.10 : Chromatogrammes en phase gazeuse partiels (GC-MS, IE, 70 eV) de l’extrait lipidique 

obtenu à partir de l’huile essentielle de cèdre de l’Atlas par extraction au pentane (a) et au CH2Cl2 

(b) après 20 h de vieillissement dans CH3CN et dérivation par le diazométhane. Les étoiles rouges 

indiquent les composés également présents dans les vases égyptiens analysés par Sarret et al. (2017). 

Les cercles bleus indiquent la présence d’acides sesquiterpéniques. Les acides sont analysés sous 

forme d’esters méthyliques. Les structures des composés numérotés sont représentées dans 

l’Appendice de la thèse. Programme A de température du four GC (cf. § 6.5.2). 
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2.4.4. Conclusion 

Les travaux réalisés lors de cette première étude nous ont permis de tester une nouvelle 

combinaison d’initiateurs de radicaux pour simuler l’autoxydation de l’huile essentielle de 

cèdre de l’Atlas en comparaison avec cette même substance trouvée en contexte archéologique 

et précédemment étudiée au laboratoire. Il ressort des résultats obtenus que l’utilisation de 

CH3CN en tant que solvant et un temps d’exposition de 20 h à l’oxydation de l’huile essentielle 

de cèdre de l’Atlas permettent de former de manière assez proche les principaux produits 

d’oxydation observés dans l’échantillon archéologique, validant donc l’utilisation de la 

combinaison d’initiateurs NHPI/Co(acac)2 pour la simulation des mécanismes d’autoxydation 

observés en contexte archéologique.  

Dans ce même contexte, ces expériences d’autoxydation nous ont également permis de 

confirmer le lien entre les produits d’altération observés dans la substance organique 

archéologique et les molécules natives de l’huile essentielle de cèdre de l’Atlas, permettant 

donc de valider sans ambiguïté l’emploi de cette huile essentielle dans la substance organique 

archéologique.  

2.5. Expériences d’altération oxydante de mélanges binaires de substances 

naturelles d’intérêt archéologique : formation d’adduits ? 

En continuité de ces travaux réalisés à partir de l’huile essentielle de cèdre de l’Atlas, nous 

avons poursuivi l’étude des processus d’altération oxydante subis par des matériaux organiques 

archéologiques à l’aide d’expériences de laboratoire mettant en œuvre des mélanges constitués 

de dérivés d’acides gras insaturés (esters des acides oléique et linoléique) et de substances 

terpéniques telles que l’huile essentielle de baies de genévrier ou la résine de pin sylvestre. Pour 

comparaison, les expériences de dégradation ont également été réalisées sur chacun des 

substrats étudiés séparément. Les conditions opératoires de ces expériences sont largement 

inspirées de celles mises en œuvre dans le cas des expériences sur l’huile essentielle de cèdre 

de l’Atlas, tant au niveau des températures et des durées que du choix des initiateurs (couple 

NHPI/Co(acac)2) et du solvant (CH3CN) (cf. § 6.2.3 et 6.2.4).  

Un intérêt particulier a été porté au cours de cette étude à la formation de produits de 

réactions croisées dimériques ou oligomériques mettant en jeu des constituants d’ingrédients 

différents. La formation de tels produits peut en effet se produire selon différentes voies au 

cours des processus d’autoxydation. On peut notamment évoquer les étapes de terminaison de 
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l’autoxydation consistant en l’addition de deux radicaux pour former une espèce non active (cf. 

§ 2.2). Toutefois, cette voie de formation ne devrait sans doute contribuer que de manière 

mineure à la formation de produits de réactions croisées en raison de la faible probabilité de 

rencontre entre deux radicaux. Une voie alternative de formation de produits dimériques ou 

oligomériques au cours de processus d’autoxydation, qui est d’ailleurs avérée dans la littérature 

(Schaich, 2013), concerne les lipides insaturés tels qu’on peut en trouver dans la plupart des 

huiles d’origine végétale et dans les substances terpéniques. En effet, dans ce cas, de tels 

produits peuvent être issus de l’addition d’espèces radicalaires formées lors de l’autoxydation, 

comme des radicaux alkyle, hydroxyle ou peroxyde (cf. § 2.2) sur l’un des carbones sp2 d’un 

lipide insaturé pour former une structure dimérique radicalaire (Fig. 2.11). Cette dernière, après 

addition d’oxygène, pourra ensuite à son tour s’additionner sur la double liaison d’un autre 

lipide (Fig. 2.11) ou abstraire un atome d’hydrogène sur un autre lipide. Des produits 

oligomériques/polymériques peuvent ainsi être formés au cours de processus d’autoxydation à 

travers la création de liaisons C-C, éther ou ester.  

 

Figure 2.11 : Addition d’un radical alkyle, alkoxyle ou peroxyde (R’’) sur la double liaison d’un 

lipide insaturé puis réaction de condensation menant à la formation de macromolécules.  

 

2.5.1. Choix des substrats pour les expériences d’altération oxydante de mélanges 

binaires de substances naturelles  

De nombreuses substances naturelles ont été utilisées par le passé pour préparer les 

matériaux organiques mis au jour lors de fouilles archéologiques. Elles comprennent 

notamment des résines, des corps gras d’origine animale ou végétale, des gommes, des huiles 

essentielles, des goudrons, du bitume ou encore de la cire d’abeille (Connan et al., 2000, 2005 ; 

Regert et al., 2001 ; Colombini et al., 2003 ; Evershed, 2008 ; Sarret et al., 2017). De nombreux 

matériaux organiques archéologiques se sont révélés correspondre à des mélanges parfois 

complexes de plusieurs substances naturelles, comme par exemple les baumes de momies.  

Pour cette étude expérimentale de l’altération de mélanges binaires de substances 

organiques dans la perspective d’étudier plus particulièrement la formation de produits di-ou 

oligomériques résultant de réactions croisées entre ingrédients, nous avons choisi d’utiliser des 

dérivés d’acides gras insaturés abondants dans les huiles d’origine végétale en association avec 
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des substances terpéniques, huiles essentielles ou résines. Il s’agit là de substances fréquemment 

trouvées seules ou en association en contexte archéologique, notamment dans les baumes de 

momies (Colombini et al., 2000b ; Buckley et Evershed, 2001 ; Buckley et al., 2004 ; Abdel-

Maksoud et El-Amin, 2011 ; Scholz-Böttcher et al., 2013 ; Ménager et al., 2014) ou dans le cas 

de substances identifiées comme des onguents (Colombini et al., 2005c, 2009a ; Charrié-

Duhaut et al., 2007 ; Ribechini et al., 2008) ou encore pour la constitution de vernis utilisés en 

peinture (Colombini et al., 2000a ; Abdel-Ghani et al., 2009 ; Tirat et al., 2016). 

Comme substrats représentatifs des constituants des huiles végétales ou animales à teneur 

significative en acides gras insaturés, nous avons renoncé à utiliser directement des corps gras 

naturels. En effet, leur composition moléculaire est souvent complexe et dominée par des 

triglycérides basés sur de nombreux acides gras différents plus ou moins insaturés. Par ailleurs, 

les triglycérides ne peuvent pas être analysés directement par GC-MS dans des conditions 

« classiques » (nécessité de faire appel à la GC haute température ; Ruiz-Samblás et al., 2015) 

et l’analyse des acides gras ou de leurs produits de transformation liés au glycérol demande 

l’utilisation de méthodes de dégradations chimiques comme la méthanolyse, par exemple. Pour 

des raisons de simplicité, nous avons alors choisi d’utiliser directement des acides gras 

insaturés, comme l’acide oléique et linoléique sous la forme d’esters de butyle ou de méthyle 

pour représenter un modèle simplifié de triglycérides analysable directement en GC. Ces acides 

gras insaturés sont largement répandus aussi bien dans le règne animal que végétal (Bockisch, 

1998 ; Malainey et al., 1999 ; Köckritz et Martin, 2008 ; Orsavova et al., 2015), et la présence 

de doubles liaisons les rend particulièrement sensibles à l’autoxydation et, potentiellement, à la 

formation de produits dimériques ou oligomériques par addition radicalaire comme discuté 

précédemment (Frankel et al., 1977, 1981 ; Neff et al., 1978 ; Schaich, 2013) (cf. § 2.2 et 2.5).  

En ce qui concerne le choix des ingrédients terpéniques pour ces expériences d’altération, 

notre choix s’est porté sur une huile essentielle de baies de genévrier (Juniperus communis) et 

une résine de pin (Pinus sylvestris). 

L’huile de baies de genévrier (Juniperus communis) a été choisie en raison de sa 

disponibilité dans le commerce et de sa teneur élevée en composés terpéniques volatils comme 

l’-pinène M1. En raison de la faible masse et de la volatilité importante des monoterpènes 

comme l’-pinène, les composés dimériques éventuellement formés par réaction avec des 

dérivés d’acides gras lors de l’autoxydation sont susceptibles d’être détectés directement par 

GC-MS. 
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La résine de conifère de la famille des Pinaceae, quant à elle, a été choisie comme autre 

substrat terpénique, mais non volatil, et est essentiellement constituée d’acides diterpéniques 

de la série de l’abiétane (Silvestre et Gandini, 2008). Les résines de cette famille ont été 

largement utilisées par le passé lors de la pratique de l’embaumement (Koller et al., 1998 ; 

Buckley and Evershed, 2001 ; Buckley et al., 2004 ; Bailly, 2015), pour aromatiser le vin 

(McGovern et al., 2013 ; Bailly, 2015), pour le scellage de poteries (Reber et Hart, 2008 ; 

Bailly, 2015 ; Ebert, 2016), ou encore dans la composition de vernis (Pitthard et al., 2011 ; 

Bailly, 2015 ; Tirat et al., 2016). Dans ces deux derniers exemples, les résines ont parfois été 

utilisées en mélange avec des corps gras. Ainsi, des vernis préparés en mélangeant résines et 

huile de lin ont été utilisés jusque dans les années 1900 avant l’arrivée des vernis synthétiques 

qui les ont progressivement, mais pas complètement remplacés (Tirat et al., 2016). Par ailleurs, 

un mélange entre une huile végétale de Brassicaceae et une résine de conifère a été identifié 

dans une substance organique utilisée pour sceller une jarre égyptienne trouvée à Abydos en 

Egypte (Ebert, 2016).  

2.5.2. Choix des conditions expérimentales pour les expériences d’altération 

oxydante de mélanges binaires de substances naturelles  

Les conditions opératoires des expériences d’autoxydation réalisées tout d’abord sur chacun 

des substrats séparément puis sur des mélanges sont inspirées de celles mises en œuvre lors des 

expériences d’autoxydation de l’huile essentielle de cèdre de l’Atlas (cf. § 2.4.2) tant au niveau 

de la température (70 °C) que de la durée (20 h) et que du choix des initiateurs (couple 

NHPI/Co(acac)2) et du solvant (CH3CN) (cf. § 6.2.3 et 6.2.4). 

2.5.3. Expériences d’altération oxydante d’un mélange d’huile essentielle de baies 

de genévrier et d’oléate de butyle 

Pour les expériences d’altération par autoxydation du mélange entre huile essentielle de 

baies de genévrier et oléate de butyle I1, ainsi que de chacun des substrats seuls, chaque 

prélèvement a été extrait avec du CH2Cl2. Ce solvant a été préféré au pentane en raison de sa 

polarité plus importante, susceptible de favoriser l’extraction de composés poly-oxygénés 

polaires pouvant avoir été formés par autoxydation (cf. § 6.2.3). Les lipides ainsi extraits ont 

ensuite été dérivés et analysés par GC-FID et GC-MS sans fractionnement préalable (cf. § 

6.2.3). 
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a) Autoxydation de l’huile essentielle de baies de genévrier 

L’huile essentielle de baies de genévrier utilisée provient de baies du genévrier commun 

(Juniperus communis), espèce dominante dans l’hémisphère nord (Mao et al., 2010). L’analyse 

de cette huile essentielle par GC-MS sans dérivation préalable a permis, de manière concordante 

avec les données disponibles dans la littérature, de révéler une distribution de composés 

terpéniques dominée par les monoterpènes M1-M10, et plus particulièrement l’-pinène M1, 

avec une contribution moins marquée de sesquiterpènes S12-S20 (Fig. 2.12) (Butkienė et al., 

2007 ; Vourlioti-Arapi et al., 2012 ; Höferl et al., 2014). 

 

Figure 2.12 : Chromatogramme en phase gazeuse (GC-MS, IE, 70 eV) de l’huile essentielle de baies 

de genévrier. Les structures des composés numérotés sont représentées dans l’Appendice de la thèse. 

Programme A de température du four GC (cf. § 6.5.2). 

 

L’autoxydation de cette huile essentielle a principalement mené à la formation de la cétone 

allylique M11 issue de l’altération de l’-pinène M1, ainsi que de la 4-méthylacétophénone 

M12 issue de l’altération des monoterpènes M5-M8 (Fig. 2.13). Les produits d’altération des 

sesquiterpènes S12-S20 n’ont pu être identifiés à cause de la prédominance, dans cette zone 

d’élution, de dérivés du NHPI (Fig. 2.13). Au-delà de 44 min, un massif est également observé 

(Fig. 2.13) et a été interprété comme étant constitué d’adduits entre les constituants terpéniques 

de l’huile essentielle de baies de genévrier et les dérivés du NHPI d’après la spectrométrie de 

masse (présence d’ions [M+H]+ pairs en mode CI à l’isobutane).  
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Figure 2.13 : Chromatogramme en phase gazeuse (GC-MS, IE, 70 eV) de l’huile essentielle de baies 

de genévrier après 20 h d’oxydation. Les structures des composés numérotés sont représentées dans 

l’Appendice de la thèse. Programme A de température du four GC (cf. § 6.5.2). 

 

b) Autoxydation de l’oléate de butyle I1 

L’oléate de butyle I1 a été préparé par estérification de l’oléate de méthyle avec du butanol 

en conditions acides (cf. § 6.2.1). Cette estérification a également mené à la formation d’un 

sous-produit I2 (Fig. 2.14a) qui, sur la base de la spectrométrie de masse, semble correspondre 

au produit d’addition de chlore sur l’insaturation de l’oléate de butyle I1. 
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Figure 2.14 : Chromatogrammes en phase gazeuse partiels (GC-MS, IE, 70 eV) (a) de l’oléate de 

butyle I1 utilisé comme substrat et des extraits lipidiques obtenus (b) après 20 h d’oxydation de 

l’oléate de butyle I1, (c) après 20 h d’oxydation de l’oléate de butyle I1 et réduction de l’extrait avec 

NaBH4. Les alcools sont analysés sous forme d’acétates et les acides sous forme d’esters méthyliques. 

Les structures des composés numérotés sont représentées dans l’Appendice de la thèse. Programme 

A de température du four GC (cf. § 6.5.2). 
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L’expérience d’autoxydation réalisée à partir de l’oléate de butyle I1 a mené à la formation 

d’un mélange complexe de produits d’oxydation (Fig. 2.14b). Parmi ces produits, nous trouvons 

notamment une distribution de diacides (O1-O6) entre C6 et C11 (Fig. 2.14b). Cette large 

distribution de diacides est notamment liée à la diversité des hydroperoxydes pouvant être 

formés lors de l’autoxydation de l’oléate de butyle I1. En effet, de par la position de la double 

liaison de l’oléate de butyle I1 située en milieu de chaine, il existe deux méthylènes en position 

allylique, offrant donc deux sites potentiels pour l’abstraction d’un atome d’hydrogène. En 

conséquence, deux radicaux différents possédant chacun deux formes mésomères peuvent être 

formés (Fig. 2.15) permettant ainsi l’addition d’oxygène sur quatre positions et, en principe, la 

formation de quatre hydroperoxydes H1-H4 (Fig. 2.15). La formation de ces derniers lors de 

l’autoxydation d’acides gras insaturés est d’ailleurs attestée dans la littérature (Frankel, 1980, 

1985, 2005). En réalité, huit hydroperoxydes différents peuvent être formés à partir de l’acide 

oléique. La formation de ces composés est liée à la possibilité d’isomérisation Z/E de la double 

liaison. Le changement de configuration de l’insaturation, initialement Z sur l’oléate de butyle 

I1, peut se produire par isomérisation au niveau des radicaux alkyles formés lors de l’étape 

d’initiation de l’autoxydation, mais elle peut également être liée à des réactions de 

réarrangement des radicaux peroxydes formés par addition d’oxygène sur les radicaux 

allyliques issus de l’étape d’initiation (Frankel et al., 1984 ; Frankel, 1985, 2005 ; Gardner, 

1989 ; Porter et al., 1995).  

 

Figure 2.15 : Voie de formation par autoxydation des hydroperoxydes H1-H4 à partir de l’oléate de 

butyle I1.  

 

La formation des diacides O1-O3 (C8-C10) – étudiés dans le cas présent sous la forme de 

monoesters de butyle – peut être facilement expliquée par une réaction de coupure appelée 

fragmentation de Hock affectant les hydroperoxydes H1, H2, H3 et H4 et dont le mécanisme 

est décrit sur la Fig. 2.9b (Rontani, 1998 ; Marchand et Rontani, 2001). Ce processus mène en 

premier lieu à la formation d’acides gras à chaînes courtes possédant une fonction aldéhyde en 

bout de chaîne (Rontani, 1998 ; Marchand et Rontani, 2001). Parmi ceux-ci, les composés O7 
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et O8 ont été identifiés sur la base de la SM et comparaison avec des spectres de masses de 

composés référencés dans la banque de données NIST Wiley. Ces composés conduisent ensuite 

par oxydation aux diacides O1-O3 (Rontani, 1998 ; Marchand et Rontani, 2001). Le diacide 

O4 (en C7) – sous la forme de monoester butylé dans le cas présent –, relativement abondant 

dans l’extrait lipidique (Fig. 2.14b), ne peut être expliqué par cette unique voie de formation 

qui à elle seule ne peut conduire qu’à la formation des diacides allant de C8 à C10. En effet, la 

formation du diacide O4 doit probablement faire appel à une étape de peroxydation préalable 

intervenant sur l’hydroperoxyde H3, suivie d’une réaction de fragmentation de Hock et de 

l’oxydation de l’aldéhyde terminal en acide (Fig. 2.16).  

 

Figure 2.16 : Voie de formation proposée du diacide O4 à partir de l’hydroperoxyde H3.  

 

Les « diacides » O5 et O6, avec une chaîne en C6 et C11 respectivement, ne sont présents 

qu’en quantités mineures par rapport à leurs homologues en C7-C10. Comme pour le « diacide » 

O4, la formation des composés O5 et O6 ne peut être expliquée par la seule intervention d’une 

réaction de fragmentation de Hock. Ainsi, les composés O5 et O6 pourraient résulter, par 

exemple, de processus comprenant une première étape de migration oxydante de la double 

liaison de l’oléate de butyle I1 induite par abstraction d’un atome d’hydrogène, suivie de 

l’isomérisation de l’insaturation en position 9,10 vers les positions 10,11 ou 8,9 et de 

l’abstraction d’un atome d’hydrogène à partir d’un autre lipide insaturé. Les dérivés d’oléate de 

butyle isomérisés peuvent ensuite être oxydés pour former des hydroperoxydes allyliques qui, 

par fragmentation de Hock, vont mener aux diacides O5 et O6.  

Outre les dérivés de diacides (O1-O8) représentant la majorité des produits d’oxydation 

formés à partir de l’oléate de butyle I1, nous observons également les composés O9a et O9b 

qui ont pu être identifiés comme étant les deux isomères, respectivement, trans et cis du 9,10-

époxystéarate de butyle sur la base de leur fragmentation en spectrométrie de masse qui présente 

de grandes similitudes avec celle du cis-9,10-époxystéarate de méthyle (Kaneshiro et al., 1996) 

également disponible dans la banque de données NIST Wiley. L’isomère prédominant est celui 

ayant le temps de rétention le plus court en chromatographie. Si l’on considère que l’ordre 

d’élution respectif en chromatographie gazeuse des isomères cis et trans du 9,10-époxystéarate 

de butyle est comparable à l’ordre d’élution des esters méthyliques correspondants (Velasco et 
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al., 2002), l’isomère largement majeur formé lors de l’oxydation de l’oléate de butyle est 

l’isomère trans O9a.  

Deux voies de formation par autoxydation peuvent être proposées pour ces composés. La 

première fait intervenir une réaction de cyclisation intramoléculaire des radicaux alkoxyles 

formés par décomposition des hydroperoxydes H2 ou H3 comme présenté sur la Fig. 2.17a 

(Frankel, 1985, 1987). Ce mécanisme semble toutefois exclu dans notre cas. En effet, dans la 

mesure où les hydroperoxydes H1 et H4 devraient également subir cette voie de transformation, 

nous devrions également observer la présence des époxydes en positions 8,9 et 10,11 qui avaient 

déjà été identifiés auparavant parmi les produits d’autoxydation de l’oléate de méthyle (Frankel 

et al., 1977 ; Frankel, 1985, 1987) mais qui n’ont apparemment pas été formés dans les 

expériences que nous avons réalisées (Fig. 2.14b).  

Une seconde voie de formation est décrite dans la Fig. 2.17b et comprend une première 

étape d’addition d’un radical peroxyde sur l’insaturation de l’oléate de butyle I1, suivie d’une 

étape de cyclisation conduisant à la coupure de la liaison peroxyde et à la formation des 

époxydes O9a,b (Romanus et al., 2008 ; Schaich, 2013). Dans ce processus, deux 

diastéréoisomères (sous la forme de paires d’énantiomères) peuvent en principe être formés 

(e.g. Hansel et Evershed, 2009) quelle que soit la stéréochimie de la double liaison comme cela 

a été montré, notamment, lors d’expériences d’altération thermo-oxydante réalisées sur des 

isomères cis et trans d’acides gras insaturés (Lercker et al., 2003). La prédominance de 

l’isomère trans O9a dans le cas des expériences que nous avons réalisées peut s’expliquer par 

le fait que l’étape de cyclisation conduisant à l’isomère trans est favorisée pour des raisons 

stériques, les substituants les plus encombrants d’un point de vue stérique étant localisés sur 

des côtés opposés de l’époxyde. Cette prédominance est plus importante que celle observée 

dans le cas d’autres expériences de dégradation oxydante d’acides gras insaturés reportée dans 

la littérature (Lercker et al., 2003), et ce peut-être en raison des conditions de températures plus 

basses mises en œuvre dans les expériences réalisées. 
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Figure 2.17 : Voie de formation des époxydes O9a et O9b (a) par décomposition des hydroperoxydes 

H2 et H3, (b) par addition d’un radical peroxyde sur la double liaison de l’oléate de butyle I1. 

 

Deux isomères (threo et erythro) du 9,10-dihydroxyoctadécanoate de butyle O10a,b (Fig. 

2.14b) ont été identifiés sur la base de la comparaison des spectres de masse de ces composés 

sous forme de butylesters acétylés avec celui de l’un des isomères acétylés du 9,10-

dihydroxyoctadécanoate de méthyle (Bastien, 2011). Ces composés ont très probablement été 

formés par ouverture des époxydes O9a,b par substitution nucléophile par H2O (Fig. 2.18 ; 

Gardner, 1989 ; Köckritz et Martin, 2008 ; Romanus et al., 2008). 

 

Figure 2.18 : Voie de formation proposée des composés O10a,b à partir de l’époxyde O9.  

 

En parallèle de l’analyse effectuée après simple dérivation avec Ac2O et CH2N2 d’une partie 

de l’extrait obtenu après 20 h d’autoxydation de l’oléate de butyle I1, un traitement de réduction 

chimique par NaBH4 a également été réalisé sur une autre partie de l’extrait (cf. § 6.2.3 et 6.2.5). 
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L’objectif de cette étape de réduction chimique est de couper les ponts peroxydes pouvant s’être 

formés entre des constituants de l’extrait pendant l’autoxydation de l’ester d’acide gras, et qui 

se seraient produits, notamment, par addition d’un radical peroxyde sur la double liaison d’un 

autre lipide (cf. § 2.5). Les composés résultant de ces réactions de couplage intermoléculaire, 

de par leur nature oligomérique plus ou moins importante, sont susceptibles de ne pas être élués 

de la colonne de chromatographie gazeuse en raison de leur masse moléculaire élevée. Le 

chromatogramme de l’extrait lipidique obtenu après traitement par NaBH4 et dérivation (Ac2O, 

CH2N2) a été comparé avec celui de l’extrait lipidique dérivé mais non traité, et nous a permis 

de mettre en évidence quelques composés supplémentaires apparemment liés au traitement par 

NaBH4 (Fig. 2.14c).  

Parmi ceux-ci, deux composés O11 et O12, non décrits dans la littérature, ont été formés 

lors du traitement par NaBH4 et semblent, de par leur fragmentation identique en MS mais 

décalée de 14 Da, correspondre à des composés homologues qui diffèrent de par la présence 

d’un méthylène supplémentaire pour le composé O12. Dans le cas du composé O11, l’analyse 

par spectrométrie de masse en mode d’ionisation chimique à l’isobutane a permis d’établir non 

seulement une masse moléculaire de 330 Da, mais également la présence de deux fonctions 

alcools acétylées révélée par la perte successive de deux unités de 60 Da (2 x AcOH). Par 

ailleurs, le mode de fragmentation observé sur le spectre de masse obtenu en impact 

électronique (Fig. 2.19) présente des analogies avec celui de l’ester méthylique d’un acide 

carboxylique portant deux fonctions alcools vicinales reporté par Bastien (2011). Par exemple, 

le fragment à m/z 257 est analogue à celui résultant de la coupure homolytique de la liaison 

située entre les deux fonctions alcools dans le spectre présenté par Bastien (2011). Ainsi, sur la 

base de la spectrométrie de masse, nous proposons que le composé O11 corresponde à l’ester 

butylique d’un acide carboxylique en C9 portant deux fonctions alcools en C-8 et C-9 et dont la 

structure est présentée en figure 2.19. Comme le mode de fragmentation du composé O12 est 

similaire à celui observé pour le composé O11 mais avec un décalage de 14 Da pour les 

fragments principaux, nous proposons que O12 corresponde à l’homologue en C10 du composé 

O11 portant les deux fonctions alcools en positions  et -1. Ces molécules libérées lors du 

traitement par NaBH4 sont donc vraisemblablement issues de sous-unités liées par des ponts 

peroxydes dans des structures oligomériques formées lors de l’autoxydation de l’oléate de 

butyle I1 comme présenté sur la figure 2.20.  

Il est intéressant de noter que la littérature mentionne la formation d’analogues (sous forme 

libre) des composés O11 et O12 portant une fonction aldéhyde en position terminale parmi les 
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produits d’autoxydation de l’acide linoléique (Loidl-Stahlhofen et al., 1994 ; Mlakar et 

Spiteller, 1994 ; Spiteller et al., 2001 ; Kawai et al., 2007).  

 

Figure 2.19 : Spectre de masse (IE, 70 eV) du composé O11. 

 

 

Figure 2.20 : Origine possible du composé O11 obtenu après traitement par NaBH4. 

 

Par ailleurs, trois massifs de composés apparaissent en fin de chromatogramme à des temps 

de rétention situés entre 52 et 56 min (Fig. 2.14c). Sur la base des masses moléculaires 

déterminées par GC-MS en mode CI à l’isobutane, il a été possible de proposer que les deux 

premiers massifs comprennent les composés O10, O13, O14 et O15 correspondant à des diols 

saturés dérivés de l’oléate de butyle I1 sous la forme de mélanges d’isomères tandis que le 

dernier massif (O16) correspondrait très probablement à un mélange d’isomères de triols 

saturés de l’oléate de butyle I1. Dans le premier massif, nous retrouvons notamment les diols 

vicinaux O10a,b précédemment rencontrés (Fig. 2.14b,c) mais également les composés O13 et 

O14 qui présentent en spectrométrie de masse un mode de fragmentation similaire à celui 
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observé pour les composés O10a,b. Certains fragments sont cependant décalés de +14 Da 

(O13) ou -14 Da (O14), indiquant donc qu’il s’agit également là de diols vicinaux mais avec 

des fonctions alcools localisées en 10,11 (O13) et 8,9 (O14) plutôt qu’en 9,10 (O10). Comme 

dans le cas des composés O10a,b, deux diastéréomères (erythro et threo) ont pu être mis en 

évidence pour chacun de ces diols. Ces composés libérés par traitement par NaBH4, déjà décrits 

dans les travaux de Frankel et al. (1977) après cette même étape de réduction, peuvent être issus 

de structures dimériques/oligomériques formées par l’addition d’un radical peroxyde sur le 

carbone sp2 situé en  de la fonction oxygénée d’un des hydroperoxydes H1-H4 (cf. Fig. 2.21 

voie 1 pour la formation des diols O14a,b à partir de H1). Le traitement par NaBH4 de ces 

structures conduit ainsi à la libération des diols vicinaux correspondants (Fig. 2.21 voie 1). Le 

massif O15 correspond également à des diols saturés dérivés de l’oléate de butyle I1. Toutefois, 

les spectres de masse de ces composés sont très différents de ceux des diols vicinaux O10a,b, 

O13a,b et O14a,b, et se rapprochent de ceux du linoléate de butyle. La fragmentation 

spécifique de ces composés en spectrométrie de masse (mode IE) est caractérisée par deux 

pertes successives d’acide acétique (- 2 x 60 Da) correspondant à l’élimination des deux 

fonctions alcools acétylées pour former un diène conjugué dont le mode de fragmentation est 

tout à fait similaire à celui d’un ester d’acide linoléique. Ces diols non vicinaux O15 ont pu être 

formés par un mécanisme analogue à celui proposé dans le cas des diols vicinaux, la différence 

principale étant liée au site d’attaque du radical peroxyde sur la double liaison de 

l’hydroperoxyde allylique intermédiaire (Fig. 2.21 voie 2).  
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Figure 2.21 : Voie de formation possible de structures oligomériques conduisant à la libération de 

diols vicinaux (e.g. O14 ; voie 1) ou non vicinaux (e.g. O15 ; voie 2) lors du traitement par NaBH4 de 

l’extrait organique obtenu après autoxydation de l’oléate de butyle I1. R= structure lipidique. 

 

En ce qui concerne les triols O16, une voie de formation possible de structures 

oligomériques susceptible de conduire à la libération de ces triols lors du traitement par NaBH4 

est présentée sur la figure 2.22. Cette voie fait intervenir, notamment, des étapes impliquées 

dans la formation des époxydes et des diols vicinaux (Fig. 2.17 et 2.18). 

 

Figure 2.22 : Voie de formation possible de structures oligomériques à l’origine des triols O16 

obtenus après traitement par NaBH4 de l’extrait organique obtenu après autoxydation de l’oléate de 

butyle I1. 

 

Les composés apparaissant à la fin du chromatogramme correspondant aux produits issus 

de la dégradation par NaBH4 (Fig. 2.14c) pourraient être des composés possédant un ou trois 
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atome(s) d’azote (ions [M+H]+ pairs ; GC-MS, CI isobutane) et seraient des adduits entre les 

produits d’oxydation de l’oléate de butyle I1 et les produits de dégradation du NHPI.  

c) Autoxydation d’un mélange d’oléate de butyle I1 et d’huile essentielle de baies de 

genévrier 

L’analyse par GC-MS de l’extrait lipidique obtenu après oxydation du mélange d’oléate de 

butyle I1 et d’huile essentielle de baies de genévrier a permis de mettre en évidence quelques 

produits qui n’avaient pas été détectés dans les extraits obtenus après oxydation des deux 

substrats oxydés séparément (composés O17-O21, Fig. 2.23). Toutefois, aucun de ces produits 

ne semble relever de la formation de produits de condensation issus de réactions croisées entre 

les deux ingrédients. 

 

Figure 2.23 : Chromatogramme en phase gazeuse partiel (GC-MS, IE, 70 eV) de l’extrait lipidique 

obtenu après oxydation d’un mélange d’oléate de butyle I1 et d’huile essentielle de baies de 

genévrier. Les alcools sont analysés sous forme d’acétates et les acides sous forme d’esters 

méthyliques. Les structures des composés numérotés sont représentées dans l’Appendice de la thèse. 

Programme A de température du four GC (cf. § 6.5.2). 

 

En effet, les composés O17 et O18 ont été identifiés comme étant des alcools allyliques 

dérivés de l’oléate de butyle I1 portant la fonction alcool sur les mêmes positions que la fonction 

hydroperoxyde dans le cas des composés H1-H4 (Fig. 2.15). Les structures proposées pour ces 

composés sont basées sur l’interprétation des spectres de masse des acétates mais également 

des dérivés silylés correspondants (cf. § 6.1.2.c). De tels composés avaient déjà été mentionnés 

dans la littérature (Frankel et al., 1977 ; Marchand et Rontani, 2001).  
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En ce qui concerne le massif de composés noté O19 (Fig. 2.23), il correspond à des produits 

qui n’ont pas pu être identifiés mais qui sont également formés lors de l’altération par 

autoxydation de l’oléate de butyle I1 seul (Fig. 2.14b et 2.23). Quant aux composés O20-O21, 

ceux-ci pourraient correspondre à un mélange de dicétones issues de l’oxydation de l’acide 

oléique dont la structure a pu être proposée sur la base de leur ion moléculaire à 366 Da ([M+H]+ 

=367 ; CI isobutane) et sur la base de leur fragmentation caractérisée par un ion majeur à m/z 

181 (O20) ou m/z 167 (O21). 

Les composés apparaissant en fin de chromatogramme (au-delà de 60 min ; Fig. 2.23) 

présentent tous des ions moléculaires impairs trahissant donc la présence d’un nombre impair 

d’azote dans leur structure. Ces composés ont donc très probablement été formés par addition 

de produits de dégradation du NHPI sur les substrats oxydés et n’ont pas été étudiés plus 

amplement.  

Comme dans le cas des expériences réalisées sur l’oléate de butyle I1 seul, le même 

traitement par NaBH4 a été effectué dans le cas du mélange oxydé d’oléate de butyle I1 et de 

l’huile essentielle de baies de genévrier après 20 h, mais n’a pas permis de révéler la présence 

de nouvelles molécules d’intérêt. 

d) Conclusion 

L’altération par autoxydation de l’oléate de butyle, de l’huile essentielle de baies de 

genévrier et du mélange des deux avec la combinaison du couple d’initiateurs NHPI/Co(acac)2 

a permis de mettre en évidence la complexité et la diversité des produits d’oxydation pouvant 

être formés pendant ce processus. Nous avons notamment découvert quelques produits 

d’oxydation de l’oléate de butyle impliqués dans des structures 

oligomériques/macromoléculaires qui ont été libérés lors de la réduction des ponts peroxydes 

par NaBH4, relevant donc de produits de condensation de l’acide gras dans le cas du composé 

utilisé seul. Malheureusement, aucun produit de condensation relevant de réactions croisées 

entre ingrédients n’a été mis en évidence dans le cas de l’expérience réalisée sur le mélange 

d’oléate de butyle et d’huile essentielle de baies de genévrier.  

Deux hypothèses ont été envisagées afin d’expliquer l’absence de formation de produits de 

condensation mixtes. La première pourrait être liée à l’utilisation d’une quantité de NHPI trop 

importante, ce qui aurait tendance à favoriser la formation des adduits azotés issus du NHPI 

avec les produits d’oxydation du mélange de substrats, au détriment de la formation des adduits 

désirés. La seconde hypothèse serait que la concentration des substrats à oxyder n’est pas 
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suffisante pour favoriser les réactions intermoléculaires. Toutefois, malgré des essais en jouant 

sur la quantité d’initiateurs et sur la concentration en substrats, nous n’avons jamais pu observer 

la formation directe d’adduits mixtes. 

2.5.4. Expériences d’altération oxydante de linoléate de méthyle I5 seul ou en 

mélange avec de l’huile essentielle de baies de genévrier 

Les différents changements de conditions expérimentales testés précédemment pour les 

expériences réalisées sur le mélange entre huile essentielle de baies de genévrier et oléate de 

butyle I1, portant notamment sur les quantités d’initiateurs et du solvant, n’ont pas permis de 

trouver des conditions favorisant la formation de produits de condensation inter-substrats. 

Ainsi, nous avons décidé de réaliser des expériences en remplaçant l’oléate de butyle par un 

ester dérivé de l’acide linoléique. En effet, ce dernier possédant deux insaturations non 

conjuguées séparées par un méthylène, il présente de ce fait deux sites allyliques et un site 

bisallylique le rendant donc, en théorie, plus sensible et donc plus réactif face à l’autoxydation. 

Cette réactivité plus importante pourrait ainsi favoriser la formation d’adduits inter-substrats.  

a) Aspects expérimentaux 

a.1) Préparation du linoléate de méthyle I5 

Comme dans le cas de l’acide oléique, nous avons préféré utiliser l’acide linoléique sous 

forme estérifiée dans la mesure où ces acides se trouvent sous forme d’esters dans les 

triglycérides. L’utilisation d’un ester de butyle dans le cas de l’acide oléique a cependant 

soulevé de nombreux problèmes vis-à-vis de l’interprétation des spectres de masse des 

composés formés. En effet, il est très rare de trouver dans la littérature ou dans la banque de 

données NIST Wiley des spectres de masse de dérivés butylés des acides gras insaturés, 

contrairement aux dérivés de type esters méthyliques. Nous avons donc préféré réaliser les 

expériences d’altération avec l’ester méthylique de l’acide linoléique I5 (cf. § 6.2.1). Par 

ailleurs, les produits d’oxydation et autres produits dérivés de l’acide linoléique sont 

généralement analysés sous la forme d’esters de méthyle (Sessa et al., 1978 ; Spiteller et 

Spiteller, 2000 ; Spiteller et al., 2001). L’influence de ce changement de la nature du groupe 

ester a été évaluée en réalisant des expériences de dégradation oxydante de mélanges d’huile 

essentielle de baies de genévrier avec le linoléate de méthyle I5 et le linoléate de butyle I6, 

expériences qui n’ont révélé aucune différence en ce qui concerne le type de produits 

d’oxydation formés selon le substrat utilisé.  
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a.2) Conditions expérimentales mises en œuvre pour les expériences d’altération oxydante du 

linoléate de méthyle I5 seul ou en mélange 

Par rapport aux expériences d’autoxydation réalisées sur l’oléate de butyle seul ou en 

mélange avec de l’huile essentielle de baies de genévrier (cf. § 2.5.3), les quantités des 

initiateurs NHPI et Co(acac)2 ont été augmentées afin d’accélérer l’oxydation et d’obtenir un 

taux de conversion important après seulement 24 h (cf. § 6.2.4). Le volume de CH3CN a 

également été réduit au minimum afin de se rapprocher le plus possible d’un mélange de 

substances organiques archéologiques ne faisant bien entendu pas appel à ce solvant. Ce dernier 

est toutefois nécessaire pour solubiliser les initiateurs (cf. § 6.2.4). Les prélèvements effectués 

au cours des expériences réalisées ne sont pas extraits au CH2Cl2 comme précédemment mais 

simplement dilués dans ce solvant (cf. § 6.2.4) avant méthylation des acides (CH2N2) et 

silylation des alcools (BSTFA). L’échantillon est ensuite analysé par GC-MS (cf. § 6.2.4).  

b) Expériences d’altération oxydante du linoléate de méthyle I5 

L’altération par autoxydation de l’acide linoléique est largement documentée en raison du 

rôle de ses produits d’oxydation dans de nombreuses maladies (Spiteller, 1998 ; Spiteller et al., 

2001). De ce fait, un bon nombre de ces produits a été identifié. Ainsi, par comparaison avec 

les spectres de masse disponibles dans la littérature, il a été possible d’identifier les composés 

O22-O35 dans l’extrait lipidique obtenu après simple dérivation (CH2N2 ; BSTFA) d’un 

prélèvement réalisé après 20 h d’autoxydation du linoléate de méthyle I5 (Hamberg, 1983 ; Dix 

et Marnett, 1985 ; Ozawa et al., 1986 ; Spiteller et Spiteller, 1998) (Fig. 2.24).  
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Figure 2.24 : Chromatogramme en phase gazeuse partiel (GC-MS, IE, 70 eV) de l’extrait lipidique 

obtenu après oxydation pendant 20 h du linoléate de méthyle I5. Le carré rouge indique la présence 

d’un composé azoté dérivé du NHPI. Les alcools sont analysés sous forme d’éthers de triméthylsilyle 

et les acides sous forme d’esters méthyliques. Les structures des composés numérotés sont 

représentées dans l’Appendice de la thèse. Programme A de température du four GC (cf. § 6.5.2). 

 

Parmi ces composés, nous trouvons notamment deux diacides, O22 et O23, respectivement 

en C8 et C9, ainsi que l’aldéhyde O24, un précurseur potentiel de O23. Ces composés sont issus 

de l’évolution des deux hydroperoxydes H5 et H6 (ou de leurs isomères issus de l’isomérisation 

Z/E des doubles liaisons) généralement formés lors de l’autoxydation du linoléate de méthyle 

I5 (Fig. 2.25 et 2.26). En effet, malgré la présence de trois sites d’abstraction possibles sur le 

système diènique non conjugué, l’abstraction d’un atome d’hydrogène se produit 

essentiellement sur le méthylène bisallylique puisque le H de la liaison C-H est plus faible 

dans ce cas que pour une liaison C-H en position allylique simple (pour rappel, 77 Kcal/mol 

contre 88 Kcal/mol). Une fois l’abstraction réalisée, il y a trois sites possibles d’addition de 

l’oxygène pour raison de mésomérie, menant ainsi à la formation de trois radicaux peroxydes 

P1-P3. Le radical peroxyde P1 (Fig. 2.25), de par l’absence de la conjugaison du diène, n’est 

pas stabilisé et évolue par -élimination de l’oxygène au contraire des radicaux peroxydes P2-

P3 plus stables en raison de la conjugaison des deux insaturations (Schaich, 2013). De ce fait, 

les hydroperoxydes H5 et H6 sont généralement les principaux hydroperoxydes observés lors 

de l’autoxydation du linoléate de méthyle I5 (Frankel, 1980, 1985, 2005 ; Gardner, 1989). 

Cependant, en fonction des conditions expérimentales mises en œuvre, des isomères de H5 et 

H6 issus de l’isomérisation Z/E des doubles liaisons et qui sont aussi des précurseurs potentiels 

de O22 et O23 peuvent également être formés en proportions significatives. 
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Figure 2.25 : Principaux hydroperoxydes formés lors de l’autoxydation du linoléate de méthyle I5. 

 

Le diacide O23 pourrait être formé par un processus mettant en jeu une réaction de 

fragmentation de Hock affectant l’hydroperoxyde H5. En ce qui concerne le diacide O22, sa 

formation pourrait faire intervenir une première étape de peroxydation en position C-8 de 

l’hydroperoxyde H6 suivie d’une fragmentation de Hock (Fig. 2.26). L’oxydation de l’aldéhyde 

ainsi formé va alors conduire au diacide O22 (Fig. 2.26).  

 

Figure 2.26 : Voies de formations possibles des diacides O22-O23 à partir des hydroperoxydes H5-

H6. 

 

Outre les diacides représentant encore une fois une part importante des produits d’oxydation 

formés à partir d’acides gras (di)insaturés, les composés O25 et O26 ont également été détectés 

en quantités notables et identifiés grâce aux spectres de masse disponibles dans la littérature 

(Ozawa et al., 1986) comme étant des époxydes insaturés dérivés de l’acide linoléique portant 

l’oxygène au niveau des positions C-12/C13 et C-9/C-10, respectivement (Fig. 2.24 et 2.27). 

Chacun de ces composés apparait en chromatographie gazeuse sous la forme de deux pics 

distincts associés au même spectre de masse et liés à une isomérie au niveau de la double liaison 

et/ou au niveau de l’époxyde. Leur formation (Fig. 2.27 voie 1) peut s’expliquer par 

l’époxydation d’une des doubles liaisons du linoléate de méthyle I5 selon le mécanisme décrit 

dans la Fig. 2.17b (cf. § 2.5.3b). Les époxydes O25 et O26 ainsi formés se trouvent être des 

intermédiaires potentiels dans la formation des composés O27 et O28 (Fig. 2.24) comme 
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présenté sur la Fig. 2.27 voie 1. Ces composés (sous forme dérivée) ont été identifiés par 

comparaison de leurs spectres de masse avec des spectres publiés par Spiteller et Spiteller 

(1998). Les composés O27 et O28 apparaissent sous la forme de plusieurs isomères (présence 

de plusieurs pics en GC ; Fig. 2.24), dont la présence peut être liée à une isomérisation Z/E au 

niveau de la double liaison restante mais également aux configurations des trois centres 

asymétriques portant un atome d’oxygène.  

Les composés O29-O32 qui apparaissent également sous la forme de plusieurs isomères 

ont, quant à eux, été identifiées par comparaison des spectres de masse de ces composés sous 

forme dérivée avec des spectres de la littérature (Dix et Marnett, 1985 ; Spiteller et Spiteller, 

1998) et des spectres de la banque de données NIST Wiley comme étant des alcools (O29, O30) 

et cétones (O31, O32) allyliques. Ces composés sont directement apparentés aux 

hydroperoxydes H5 et H6 (et à leurs isomères), les produits primaires de l’autoxydation de 

l’acide linoléique I5. La voie de formation des composés O29 et O31 dérivant de 

l’hydroperoxyde diinsaturé fonctionnalisé en C9 H5 est présentée sur la Fig. 2.17 (voie 2). La 

voie de formation des composés O30 et O32 dérivant d’hydroperoxydes diinsaturés 

fonctionnalisés en C13 comme H6, non représentée, est tout à fait similaire. 

Une oxydation ultérieure des alcools O29-O30 conduit à des diols diinsaturés portant les 

fonctions hydroxyles en 9-14 (O33) et 8-13 (O34) (Fig. 2.24 et 2.27 voie 2) qui ont également 

été identifiés parmi les produits d’oxydation du linoléate de méthyle I5 sur la base de leur 

fragmentation en spectrométrie de masse (Hamberg, 1983).  

Enfin, dans le massif de composés notés O35 élué en fin de chromatogramme, les produits 

majeurs formés par autoxydation du linoléate de méthyle I5 (Fig. 2.24) pourraient correspondre 

à des tétrols saturés sur la base de la masse moléculaire à 650 Da des dérivés silylés et méthylés 

([M+H]+ à 651, CI à l’ammoniaque]. Ces derniers n’ont, à notre connaissance, jamais été 

reportés dans la littérature parmi les produits d’autoxydation du linoléate de méthyle I5 et n’ont 

donc pu être identifiés de manière formelle sur la base de la seule spectrométrie de masse. Ces 

composés ont sans doute été formés par époxydation des deux insaturations du linoléate de 

méthyle, suivie de l’ouverture des fonctions époxydes par substitution nucléophile avec de l’eau 

(cf. Fig. 2.18) comme présenté en figure 2.27 voie 1. 
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Figure 2.27 : Voies de formation (voie 1) des composés O25, O27 et O35 et (voie 2) des composés O29, 

O31 et O33 à partir du linoléate de méthyle I5.  

 

En parallèle de l’analyse par GC-MS après dérivation de l’extrait lipidique obtenu après 

autoxydation artificielle du linoléate de méthyle I5 pendant 20 h, un traitement par NaBH4 a 

été réalisé sur ce même extrait afin de libérer d’éventuels composés liés par des ponts 

peroxydes. Cette étude qui n’a révélé aucun nouveau produit ne sera pas présentée.  

c) Autoxydation d’un mélange de linoléate de méthyle I5 et d’huile essentielle de baies 

de genévrier 

Le chromatogramme de l’extrait obtenu après autoxydation du mélange entre huile 

essentielle de baies de genévrier et linoléate de méthyle I5 a permis d’identifier quelques 

composés nouveaux numérotés de 1 à 6 (carrés bleus) sur la Fig. 2.28 par rapport à ceux obtenus 

par autoxydation du linoléate de méthyle I5 seul (Fig. 2.24). Toutefois, les analyses par GC-

MS en mode CI réalisées en utilisant l’ammoniaque et l’isobutane comme gaz d’ionisation ont 

permis de déterminer que les composés 1-4 possèdent une masse impaire, indiquant donc la 

présence d’un nombre impair d’atomes d’azote dans leur structure. De ce fait, ces composés 

correspondent sans doute à des sous-produits formés par réaction entre le linoléate de méthyle 

I5 et le NHPI et non à des adduits issus de réactions d’addition entre les deux substrats du 

mélange. Les structures des composés 5 et 6 n’ont quant à elles pas pu être identifiées sur la 

base de la spectrométrie de masse (Annexe 2.1). 
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Figure 2.28 : Chromatogramme en phase gazeuse partiel (GC-MS, IE, 70 eV) de l’extrait lipidique 

obtenu après oxydation pendant 20 h d’un mélange d’huile essentielle de baies de genévrier et de 

linoléate de méthyle I5. Le carré rouge indique la présence d’un composé azoté dérivé du NHPI. Les 

carrés bleus numérotés de 1 à 6 correspondent à de nouveaux composés mis en évidence par rapport 

à l’altération par autoxydation du linoléate de méthyle I5 seul. Les alcools sont analysés sous forme 

d’éthers de triméthylsilyle et les acides sous forme d’esters méthyliques. Les structures des composés 

numérotés sont représentées dans l’Appendice de la thèse. Programme A de température du four GC 

(cf. § 6.5.2). 

 

Le même traitement avec NaBH4 que celui réalisé dans le cas de l’expérience 

d’autoxydation réalisée sur le linoléate de méthyle I5 seul a été effectué dans le cas de 

l’expérience impliquant le mélange d’huile de baies de genévrier et de linoléate de méthyle I5. 

Comme nous n’avons pas pu mettre en évidence la formation de composés autres que ceux déjà 

présentés ci-dessus, les résultats de cette expérience ne seront pas discutés plus avant. On peut 

noter néanmoins que si des composés issus de l’huile essentielle de baies de genévrier ont été 

libérés par traitement de la fraction oligo- ou polymérique par NaBH4, ces composés ont pu être 

facilement perdus compte tenu de la prédominance de monoterpènes volatils dans l’huile de 

baies de genévrier. 

d) Conclusion 

Hormis la présence de deux composés de structures non déterminées formés par 

autoxydation artificielle du mélange entre le linoléate de méthyle I5 et l’huile essentielle de 

baies de genévrier, aucun composé relevant de réactions croisées entre les deux ingrédients de 

départ, tels des produits d’addition entre monoterpènes issus de l’huile essentielle de baies de 

genévrier et dérivés oxydés de linoléate de méthyle, n’a été observé, et ce alors que leur masse 

moléculaire serait compatible avec leur analyse directe par GC-MS.  

Néanmoins, l’absence de tels produits n’est avérée que pour la fraction analysable en GC-

MS sans traitement de coupure de liaisons chimiques. De ce fait, la partie 
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oligomérique/macromoléculaire, qui n’a été que très peu étudiée à travers le traitement par 

NaBH4, pourrait donc recéler des produits de condensation entre composés d’ingrédients 

différents liés par des liaisons autres que peroxydes qui auraient été coupées par NaBH4.  

Ainsi, dans un dernier volet de notre étude visant à étudier la formation de produits de 

couplage inter-ingrédients induite par des processus d’oxydation, il était important de 

s’intéresser de manière plus approfondie aux oligomères/macromolécules ayant pu être formés 

lors de nos essais d’autoxydation à partir de mélanges en utilisant NaBH4 comme réactif de 

coupure de liaison peroxydes, mais aussi d’autres réactifs comme la combinaison HI/LiAlH4 

qui permet de couper des liaisons de type éther et ester. Pour pallier au problème des composés 

volatils (petits terpènes) éventuellement libérés des macromolécules par dégradation chimique, 

nous avons choisi comme substrat un mélange de linoléate de méthyle et de résine de pin, cette 

dernière étant principalement constituée de diterpènes, composés peu volatils en comparaison 

des monoterpènes présents dans l’huile essentielle de baies de genévrier.  

2.5.5. Etude de la dégradation par autoxydation d’un mélange de linoléate de 

méthyle et de résine de pin sylvestre  

Les liaisons peroxydes dans les macromolécules, dont nous avons abordé l’étude par 

dégradation à l’aide de NaBH4, ne sont pas les seules à servir de réticulation dans les 

macromolécules. En effet, comme nous l’avons vu précédemment (cf. § 2.5), il est possible de 

procéder à des réactions d’addition d’un radical alkyle ou d’un radical alkoxyle sur 

l’insaturation d’un autre lipide lors de l’autoxydation et de ce fait de créer des structures 

oligomériques/macromoléculaires dont les sous-unités constitutives sont réticulées par des 

ponts éthers et des liaisons carbone-carbone. Pour étudier ce type de structures, nous nous 

sommes inspirés des nombreuses études dans le domaine de la géochimie faisant appel à des 

coupures de liaisons chimiques afin d’étudier les macromolécules présentes dans la matière 

organique des sédiments et des pétroles (Koopmans et al., 1997 ; Putschew et al., 1998 ; 

Schaeffer-Reiss et al., 1998). Il a ainsi été décidé de réaliser un traitement chimique séquentiel 

des macromolécules. Dans un premier temps, la coupure des liaisons peroxydes par réduction 

avec NaBH4 des fractions polaires issues de l’autoxydation des différents substrats impliqués 

est effectuée. Ensuite, après dérivation et fractionnement pour séparer les molécules libérées 

lors du traitement et les oligomères/macromolécules résiduels, un traitement par HI/LiAlH4 de 

ces derniers est réalisé pour couper de manière sélective les liaisons éthers et esters (cf. § 6.2.4 

expériences 6-8 et 6.2.6). 



Chapitre 2 : Etude expérimentale de processus oxydants de vieillissement affectant les 

substances organiques trouvées en contexte archéologique  

88 

a) Etude des produits apolaires formés lors des expériences d’autoxydation mettant en 

jeu la résine de pin sylvestre seule ou en mélange avec du linoléate de méthyle 

Nous avons réalisé des expériences d’autoxydation de la résine de pin sylvestre seule et en 

mélange avec du linoléate de méthyle I5 afin d’étudier, dans un premier temps, les produits 

d’oxydation directement analysables par GC-MS (constituants non macromoléculaires). (cf. § 

6.2.4 ; expérience 4 et 5).  

Les conditions expérimentales mises en œuvre sont presque identiques à celles utilisées 

pour les expériences réalisées précédemment mettant en jeu le linoléate de méthyle (cf. § 

2.5.4.a), à ceci près que la quantité de solvant a été adaptée afin de permettre la solubilisation 

de la résine (cf. § 6.2.4).  

a.1) Autoxydation de la résine de pin sylvestre seule 

L’analyse de la résine de conifère utilisée comme substrat pour les expériences 

d’autoxydation montre la prédominance des acides abiétique D1, lévopimarique D2, pimarique 

D3 et déhydroabiétique D4 (Fig. 2.29a). Ces acides sont fréquemment prédominants parmi les 

acides diterpéniques dans les résines de Pinacées (Mills et White, 1977 ; Chen, 1992 ; 

Colombini et al., 2005a ; Rezzi et al., 2005 ; Courel, 2016). La prédominance de l’acide 

déhydroabiétique D4 dans le cas de cette résine ainsi que la présence des composés D5-D9, 

analogues issus de processus d’altération oxydante de l’acide abiétique qui ont pu être identifiés 

par comparaison avec des spectres de masse de la littérature (Mills et al., 1984 ; Koller et al., 

1998 ; Van den Berg et al., 2003) ou de la bibliothèque de spectres de masse NIST Wiley, 

montrent que cette résine a subi des processus d’oxydation depuis qu’elle a été produite par 

l’arbre. Ces processus d’oxydation n’ont toutefois affecté la résine que de manière limitée 

(Pastorova et al., 1997 ; Van den Berg et al., 2000 ; Colombini et al., 2005a).  

Ainsi, l’acide déhydroabiétique D4 et le composé D5 ont été formés par déshydrogénation, 

très probablement induite par le mécanisme discuté en Partie 4 de ce chapitre (cf. § 2.4.3.b), de 

l’acide abiétique D1, de l’acide lévopimarique D2 et du composé D6. Les produits d’oxydation 

D7-D9, quant à eux, proviennent de l’autoxydation de l’acide déhydroabiétique D4 par 

oxydation des positions allyliques en C-7 ou C-15 (Van den Berg et al., 2000, 2003). Le 

composé D10, autre composé absent des résines fraîches, a pu être identifié sur la base de la 

spectrométrie de masse comme étant un phénol (analysé sous forme acétylée) dérivé de l’acide 

déhydroabiétique D4. En effet, la présence d’un pic intense à [M-42]+ et une masse moléculaire 

de 372 Da sont caractéristiques de la présence d’un phénol. Toutefois, la position de la fonction 
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phénol n’a pas pu être établie de manière certaine. Néanmoins, nous proposons que la fonction 

puisse être située sur la position C-12. En effet, la fonctionnalisation sur cette position aurait 

pu être induite par autoxydation de cette position située en position allylique au niveau de 

l’acide abiétique D1, suivie d’une étape de déshydrogénation conduisant ensuite au composé 

D10.  

L’expérience d’autoxydation de cette résine a été réalisée sur une période de 24 h dans les 

conditions indiquées en partie expérimentale (cf. § 6.2.4, expérience 4). La distribution des 

produits obtenus est présentée sur la figure 2.29b. Il apparait que les acides abiétique D1 et 

lévopimarique D2 ont disparu au profit de l’acide déhydroabétique D4 et des composés D7-D9 

même s’il est difficile, dans le cas de ces composés, d’évaluer la part formée lors de l’expérience 

d’autoxydation par rapport à la part déjà présente au départ dans la résine utilisée comme 

substrat.  

 

Figure 2.29 : Chromatogrammes en phase gazeuse partiels (GC-MS, IE, 70 eV) de l’extrait lipidique 

obtenu à partir de la résine de pin sylvestre (a) avant oxydation, (b) après 24 h d’oxydation. Les 

alcools sont analysés sous forme d’acétates et les acides sous forme d’esters méthyliques. Les 

structures des composés numérotés sont représentées dans l’Appendice de la thèse. Programme B de 

température du four GC (cf. § 6.5.2). 
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a.2) Expériences d’autoxydation du mélange entre résine de pin sylvestre et linoléate de 

méthyle I5 

L’autoxydation artificielle pendant 24 h du mélange de résine de pin et de linoléate de 

méthyle conduit à un résultat surprenant (Fig. 2.30a,b). En effet, en dehors de la disparition de 

l’acide abiétique D1 et de l’acide lévopimarique D2 au profit de l’acide déhydroabiétique D4 

et de ses produits d’oxydation D7-D9, aucun produit d’oxydation du linoléate de méthyle I5 

n’a pu être observé en dehors des tétrols O35. Il semble néanmoins qu’une part significative du 

linoléate de méthyle I5 ait réagi comme le suggère l’évolution (diminution) d’un facteur 6 du 

rapport des aires entre les pics du linoléate de méthyle I5 et de l’acide déhydroabiétique D4 si 

l’on compare les chromatogrammes en phase gazeuse (FID) du mélange de résine et du 

composé I5 avant et après oxydation (Annexe 2.2).  

L’expérience d’autoxydation a été donc poursuivie jusqu’à 48 h puis 92 h afin de voir si de 

nouveaux produits d’oxydation diterpéniques ou issus de l’altération du linoléate de méthyle I5 

avaient été formés. Toutefois, hormis l’apparition du diacide O23, aucun autre composé formé 

par oxydation du linoléate de méthyle I5 n’a pu être mis en évidence. Il est tout de même à 

noter qu’au bout de 92 h d’oxydation, le diterpène D9 formé par autoxydation de l’acide 

déhydroabiétique D4 a vu son abondance relative augmenter significativement. 
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Figure 2.30 : Chromatogrammes en phase gazeuse partiel (GC-MS, IE, 70 eV) de l’extrait lipidique 

obtenu à partir du mélange entre la résine de pin sylvestre et du linoléate de méthyle I5 (a) avant 

oxydation ; (b) après 24 h d’oxydation. Les alcools sont analysés sous forme d’acétates et les acides 

sous forme d’esters méthyliques. Les structures des composés numérotés sont représentées dans 

l’Appendice de la thèse. Programme B de température du four GC (cf. § 6.5.2). 

 

a.3) Conclusion  

Les expériences d’autoxydation réalisées sur le linoléate de méthyle I5 et la résine de pin 

sylvestre seul ou en mélange avec pour objectif d’étudier les composés non oligo- / 

polymériques directement analysables par GC-MS a permis de mettre en évidence une influence 

très nette de l’ajout de résine de pin sur l’oxydation du linoléate de méthyle. En effet, malgré 

une durée d’exposition importante du mélange, très peu de produits d’oxydation du linoléate de 

méthyle ont été détectés dans le cas de l’expérience réalisée à partir du mélange de résine et de 

linoléate de méthyle par rapport à l’expérience réalisée sur l’ester seul (Fig. 2.24). Toutefois, 

nous avons observé une diminution nette du rapport linoléate de méthyle/acide 

déhydroabiétique au bout de 24 h d’autoxydation. Ceci peut peut-être s’expliquer par une 

formation favorisée de constituants oligomériques ou macromoléculaires lors des expériences 
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réalisées sur le linoléate de méthyle en mélange avec de la résine de pin par rapport aux 

expériences réalisées sur le linoléate de méthyle seul. Il n’est pas exclu que les constituants 

diterpéniques de la résine soient particulièrement sensibles à l’oxydation et protègent dans une 

certaine mesure le linoléate de méthyle. 

b) Etude par dégradation chimique des composés formés lors de l’autoxydation de la 

résine de pin sylvestre et du linoléate de méthyle seuls ou en mélange 

Les expériences présentées ci-dessus ont permis de mettre en lumière un changement dans 

les produits d’oxydation formés à partir du linoléate de méthyle I5 lorsque les expériences sont 

réalisées sur ce substrat seul ou en mélange avec de la résine de pin. Comme cela a été évoqué 

plus haut, il a été envisagé que cela puisse être lié, au moins dans une certaine mesure, à la 

possibilité de formation de produits oligomériques issus de réactions croisées. 

Afin d’évaluer cette possibilité, des expériences d’autoxydation (cf. § 6.2.4 ; expériences 6-

8) ont été réalisées sur une durée de 48 h à partir de chacun des substrats séparés et sur le 

mélange des deux substrats avec pour objectif spécifique d’étudier les produits obtenus par 

dégradation chimique sélective des fractions polaires des extraits organiques après 

autoxydation. Ces fractions peuvent, en effet, être en partie constituées de structures 

oligomériques ou macromoléculaires formées par des processus de recombinaisons 

intermoléculaires induits par l’autoxydation, comme discuté plus haut (cf § 2.5). Nous avons 

plus particulièrement utilisé NaBH4 pour la coupure des liaisons peroxydes (Frankel et al., 

1977 ; Marchand et al., 2005) et la combinaison en séquence de HI et LiAlH4 qui permet de 

couper les liaisons éthers et esters (Schaeffer-Reiss et al., 1998 ; Koopmans et al., 1997 ; 

Putschew et al., 1998).  

Les fractions polaires utilisées pour le traitement par NaBH4 (F2, Fig. 2.31) ont été séparées 

par fractionnement sur colonne de silice sèche à partir des extraits totaux préalablement acétylés 

et traités par le diazométhane (cf. § 6.2.4 ; expériences 6-8 et § 6.2.6). Une partie de l’extrait 

organique obtenu (1-2 mg) après dégradation (F2NaBH4, Fig. 2.31) a ensuite été dérivée à l’aide 

de BSTFA (F2NaBH4 Dérivée, Fig. 2.31) avant analyse par GC-MS. Les alcools silylés 

correspondent ainsi à des positions ayant porté initialement soit une fonction cétone (qui aurait 

été réduite en alcool par NaBH4, puis silylée), soit à des ponts peroxydes ayant été coupés et 

qui représentent donc, potentiellement, des sites de liaison dans une structure oligomérique ou 

macromoléculaire. De même, les acides silylés correspondent potentiellement à des sous-unités 

liées dans des structures de haut poids moléculaire par des liaisons peresters. Il n’est cependant 
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pas exclu qu’une partie de ces acides silylés proviennent de peracides libres formés lors de 

l’autoxydation.  

Le reste de l’extrait organique obtenu après traitement au NaBH4 (F2NaBH4, Fig. 2.31) a été 

fractionné sur colonne de silice après acétylation des alcools et méthylation des acides, afin de 

séparer les composés de bas poids moléculaire libérés lors du traitement au NaBH4 (F1’, Fig. 

2.31) de la composante polaire de l’extrait, de nature potentiellement oligo-/polymérique (F2’, 

Fig. 2.31). Cette dernière a ensuite été soumise à un traitement par HI/LiAlH4, puis fractionnée 

sur colonne de silice après acétylation (Fig. 2.31). La fraction apolaire ainsi obtenue (F1’’, Fig. 

2.31) comprenant les composés formés par réduction des ponts éthers et esters par HI/LiAlH4 

a ensuite été analysée par GC-MS.  

 

Figure 2.31 : Protocole analytique mis en œuvre pour l’étude des composés oligo-/polymériques 

formés lors de l’autoxydation de substances organiques à l’aide de réactions de dérivation et de 

dégradation chimique en séquence (NaBH4 ; HI/LiAlH4). 
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b.1) Etude des composés libérés par traitement des fractions polaires par NaBH4 

Résine de pin sylvestre seule 

La résine de pin sylvestre ayant subi un processus d’autoxydation naturelle avant son 

utilisation pour des expériences d’autoxydation artificielle a pu d’ores et déjà subir des réactions 

d’oligo- / polymérisation oxydantes naturelles. De ce fait, la fraction polaire originelle de cette 

résine a été également étudiée par dégradation chimique avec NaBH4 afin de la comparer avec 

celle de la résine après 48 h d’autoxydation en laboratoire. Les chromatogrammes présentés sur 

la figure 2.32 donnent la distribution des composés obtenus après dégradation dans le cas de la 

résine originelle et de la résine après 48 h d’autoxydation en laboratoire.  

 

Figure 2.32 : Chromatogrammes en phase gazeuse (GC-MS, IE, 70 eV) de l’extrait lipidique dérivé 

au BSTFA obtenu après traitement par NaBH4 de la fraction polaire dérivée (Ac2O/CH2N2) de la 

résine de pin sylvestre (a) avant autoxydation, (b) après 48 h d’autoxydation. Les structures des 

composés numérotés sont représentées dans l’Appendice de la thèse. Programme B de température 

du four GC (cf. § 6.5.2). 
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L’analyse par GC-MS des produits obtenus par traitement par NaBH4 de la fraction polaire 

originelle de la résine a mené à la mise en évidence des composés D11-D19 (Fig. 2.32a). Les 

composés D11-D12 et D15-D19 ont été identifiés sur la base de leur spectre de masse par 

comparaison avec les données disponibles dans la banque de données NIST Wiley et dans la 

littérature (Mills et al., 1984 ; Rontani et al., 2015). Le composé D13, dont le spectre de masse 

n’est pas disponible dans la littérature, a été identifié comme étant l’analogue silylé de l’ester 

méthylique du composé D11 sur la base des similitudes entre son mode de fragmentation en 

spectrométrie de masse et celui du composé D11 caractérisé par un ion majeur à m/z 237. Le 

composé D14 a, quant à lui, été identifié comme correspondant à l’analogue acétylé de l’alcool 

en C-7 de la molécule D15 par la présence d’une masse moléculaire de 460 Da et d’un ion [M+-

60] caractéristique de la perte d’acide acétique correspondant à la déshydratation d’un alcool 

pouvant se produire avec un alcool localisé en position C-7 d’un diterpène.  

Les composés D11-D12 correspondent sans doute à une « contamination » (Fig. 2.32a). En 

effet, l’absence de fonction OTMS sur ces acides indique clairement que ces molécules n’ont 

pas été libérées lors du traitement au NaBH4 à partir de constituants de haut poids moléculaire 

mais correspondent à des composés sans doute mal séparés lors du fractionnement sur colonne 

de silice mis en œuvre pour la préparation de la fraction polaire sur laquelle la dégradation par 

NaBH4 a été réalisée.  

Les diterpènes D11 à D19 ont également été identifiés lors du traitement par NaBH4 du 

mélange réactionnel de la résine après autoxydation artificielle au bout de 48 h, mais avec une 

contribution plus significative des composés D14-D16 (Fig. 2.32b), tous silylés, ce qui est 

compatible avec le fait qu’ils seraient issus de sous-unités liées par des ponts peroxydes. Ces 

composés étaient nettement moins abondants dans la résine originelle (Fig. 2.32a). Par cette 

différence dans les intensités relatives en faveur des composés D14-D16 dans le cas de la résine 

après altération artificielle, il semble clair que l’autoxydation artificielle a bel et bien favorisé 

des réactions intermoléculaires conduisant à la formation de ponts peroxydes entre molécules 

d’un même substrat pour former des constituants oligomériques ou macromoléculaires dont les 

principaux représentants monomériques sont les composés précédemment cités. De plus, grâce 

au traitement avec le BSTFA, qui a pour effet de silyler les fonctions oxygénées libérées par 

réduction des ponts peroxydes, il est possible de localiser les positions possibles des liaisons 

peroxydes au niveau des sous-unités diterpéniques (cf. § 2.5.5.b) et de proposer un mode de 

liaison possible de celles-ci dans des structures de haut poids moléculaire (Fig. 2.33). Ainsi, les 

positions probables des ponts peroxydes sur les molécules D14-D16 se trouvent sur la fonction 
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acide en C-18 (liaison de type peracide), en C-7 et en C-15 (Fig. 2.33). Toutefois, bien qu’il 

soit indéniable que les structures D14-D16 soient impliquées dans une structure 

macromoléculaire/oligomérique à travers au minimum un pont peroxyde, on ne peut affirmer 

qu’un pont peroxyde a été forcément réduit par NaBH4 uniquement par la localisation d’une 

fonction OTMS. En effet, la fonction OTMS en C-7 peut provenir de la réduction de la cétone 

correspondante par NaBH4, et la fonction OTMS en C-15 peut simplement correspondre à 

l’alcool libre qui, de par sa position encombrée, ne peut être acétylé dans les conditions 

opératoires utilisées (cf. § 6.1.2.b), mais peut être silylé. Ce cas de figure concerne 

exclusivement le composé D15 où deux scénarios d’implication de cette molécule dans une 

structure de haut poids moléculaire peuvent être imaginés. En effet, le composé D15 peut être 

lié par un seul pont peroxyde en C-7 ou en C-15 avec respectivement un alcool tertiaire libre 

en C-15 et une cétone en C-7 (Fig. 2.33), ou être lié par deux ponts peroxydes en C-7 et en C-

15 (Fig. 2.33).  

 

Figure 2.33 : Mode de liaison dans une structure oligomérique/macromoléculaire formée par 

autoxydation des molécules D14-D16 obtenues par réduction avec NaBH4 d’une fraction polaire 

isolée (après dérivation avec CH2N2 et Ac2O) d’une résine de pin sylvestre soumise à 48 h 

d’autoxydation. 

 

La formation de ces ponts peroxydes et peresters à l’origine de processus d’oligomérisation 

entre lipides lors de processus d’oxydation peut s’expliquer par de nombreux mécanismes 

réactionnels. Pour le cas des liaisons peroxydes, une des voies les plus probables, et qui a été 

présentée précédemment (cf. § 2.5) est l’addition d’un radical peroxyde sur une insaturation 
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conduisant à la formation d’un composé dimérique radicalaire qui pourra à son tour s’oxyder 

et éventuellement propager l’oligomérisation, ou simplement conduire à une cétone ou un 

alcool (Fig. 2.34, équation 1). Une alternative à ce mécanisme est bien entendu la réaction de 

terminaison par addition entre deux radicaux (Fig. 2.34, équation 1) (Frankel, 1980, 2005 ; 

Paquette et al., 1985 ; Gardner, 1989 ; Schaich, 2013). Pour la formation des liaisons de type 

peracide dans des structures oligo- ou polymériques, deux voies possibles de formation peuvent 

être envisagées. La première implique un aldéhyde, qui peut notamment correspondre à une 

espèce formée comme intermédiaire dans une étape de fragmentation de Hock (Fig. 2.34, 

équation 2) (Fig. 2.9b). Dans cette voie, on peut envisager, tout d’abord, la formation d’un 

radical acyle par abstraction d’un atome d’hydrogène d’un aldéhyde, une réaction 

éventuellement catalysée par la présence de métaux de transition (Iqbal et al., 1994 ; 

Chatgilialoglu et al., 1999). Ce radical peut ensuite, par une réaction de terminaison avec un 

radical peroxyde, conduire à une espèce dimérique liée par une fonction perester, ou réagir avec 

de l’oxygène. Le radical peracide ainsi formé pourra à son tour s’additionner sur l’insaturation 

d’un autre lipide et former un dimère lié par un pont perester (Fig. 2.34, équation 2). La seconde 

voie à la formation de constituants oligomériques ou polymériques à travers des ponts peresters 

est simplement une réaction d’estérification impliquant un acide carboxylique et un 

hydroperoxyde (Fig. 2.34, équation 3). Il a par ailleurs été montré que cette réaction pouvait 

effectivement se produire lors de processus d’autoxydation (Sy et al., 1999 ; Sy et Brown, 

2002).  

 

Figure 2.34 : Voies proposées pour la formation des ponts peroxydes et peresters à l’origine de 

l’oligomérisation de la résine lors de l’autoxydation 
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Linoléate de méthyle 

Une réduction des ponts peroxydes par NaBH4 a également été réalisée sur la fraction 

polaire de l’extrait lipidique issu de l’autoxydation artificielle du linoléate de méthyle I5 

pendant 48 h (cf. § 6.2.4 et 6.2.6) et a mené à la libération des ,-hydroxyacides O36-O40, et 

d’un diacide O41, tous identifiés par comparaison de leurs spectres de masse avec des spectres 

de la bibliothèque NIST Wiley et des spectres publiés par Rontani et Auber (2004) (Fig. 2.35). 

Dans le cas des ,-hydroxyacides, la fonction alcool terminale est présente sous sa forme 

silylée, tandis que la fonction acide peut être silylée (O36-O38) ou sous la forme d’ester de 

méthyle (O39 et O40). Ces composés possèdent, à priori, au minimum un pont peroxyde 

impliqué dans une structure macromoléculaire. On peut exclure que les composés O39 et O40 

soient issus d’,-oxoacides (sous forme d’esters méthyliques) libres dont la fonction aldéhyde 

aurait été ensuite réduite par NaBH4. En effet, la faible polarité de ces composés aurait conduit 

à leur élution dans la fraction apolaire lors de l’étape de fractionnement chromatographique de 

l’extrait organique dérivé issu de l’expérience d’autoxydation du linoléate de méthyle, mise en 

œuvre pour la séparation de la fraction polaire. De ce fait, l’alcool silylé des molécules O39 et 

O40 provient forcément de la réduction d’un pont peroxyde lié à une structure oligo-ou 

polymérique (Fig. 2.36).  

 

Figure 2.35 : Chromatogramme en phase gazeuse partiel (GC-MS, IE, 70 eV) de l’extrait lipidique 

obtenu après traitement par NaBH4 de la fraction polaire séparée du mélange réactionnel (dérivé 

avec CH2N2 etAc2O) obtenu après autoxydation du linoléate de méthyle seul pendant 48 h. Les 

structures des composés numérotés sont représentées dans l’Appendice de la thèse. Programme B de 

température du four GC (cf. § 6.5.2). 
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Pour les composés O36-O38, puisque leur fonction acide est également présente sous forme 

silylée, on peut proposer qu’ils étaient initialement liés dans une structure macromoléculaire 

formée lors de l’autoxydation du linoléate de méthyle par un pont perester du côté de l’acide, 

par un peroxyde du côté de la fonction alcool ou à la fois par les deux types de fonctions (Fig. 

2.36). Néanmoins, dans le cas où ces composés auraient été liés par une liaison perester, la 

fonction alcool silylée pourrait également être issue d’une fonction aldéhyde de bout de chaîne 

qui aurait été réduite lors du traitement par NaBH4 (Fig. 2.36). Ce type de composés possédant 

un aldéhyde en bout de chaîne a d’ailleurs été observé lors de l’analyse par GC-MS de l’extrait 

oxydé du linoléate de méthyle (Fig. 2.24). Comme déjà mentionné, ils correspondent à des 

intermédiaires réactionnels dans la voie de formation des diacides à partir des acides gras 

insaturés (Fig. 2.9b). A cet égard, il est à noter qu’un dérivé de diacide, le composé O41, portant 

une fonction ester méthylique sur l’un des groupements acides, a également été libéré par 

réduction au NaBH4 de la fraction polaire obtenue après oxydation du linoléate de méthyle au 

bout de 48 h (Fig. 2.35). Ce composé était vraisemblablement lié dans une structure oligo-ou 

polymérique par une liaison perester (Fig. 2.36).  

 

Figure 2.36 : Modes de liaison dans une structure oligomérique/macromoléculaire de produits 

d’oxydation du linoléate de méthyle tels que déduits par l’expérience de dégradation par NaBH4 de 

macromolécules polaires ayant été préalablement dérivées avec CH2N2 et Ac2O.  

 

Mélange linoléate de méthyle et résine de pin sylvestre 

L’étude des produits libérés par réduction par NaBH4 de la fraction polaire de l’extrait 

obtenu après autoxydation du mélange entre le linoléate de méthyle et la résine de pin sylvestre 

pendant 48 h a mené à la libération des mêmes produits que ceux précédemment observés parmi 

les composés obtenus par réduction par NaBH4 des fractions polaires de chacun des substrats 

oxydés de manière individuelle mais avec quelques changements mineurs d’abondances 

relatives (Fig. 2.37).  
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Ce résultat suggère que les substances polaires formées lors d’expériences réalisées à partir 

d’un mélange de résine et des dérivés d’acides gras insaturés sont de nature oligo/polymérique 

et présentent, en partie tout au moins, des sous-unités liées par des liaisons peroxydes. Ces 

substances oligo/polymériques sont constituées à la fois des sous-unités issues de la résine et 

de celles issues du linoléate de méthyle puisqu’en effet, différents composés dérivés de produits 

d’oxydation d’acides gras insaturés et de composés diterpéniques ont pu être libérés suite au 

traitement par NaBH4. Ces substances pourraient donc, de ce fait, être issues de processus 

faisant intervenir des réactions croisées entre substrats. 

 

Figure 2.37 : Chromatogramme en phase gazeuse (GC-MS, IE, 70 eV) de l’extrait lipidique obtenu 

après traitement par NaBH4 de la fraction polaire isolée (après dérivation avec CH2N2 et Ac2O) du 

mélange réactionnel obtenu après autoxydation d’un mélange de résine de pin et de linoléate de 

méthyle pendant 48 heures. Les étoiles rouges indiquent des composés ayant une masse moléculaire 

impaire (dérivés du NHPI). Les structures des composés numérotés sont représentées dans 

l’Appendice de la thèse. Programme B de température du four GC (cf. § 6.5.2). 

 

b.2) Etude des composés libérés des fractions polaires lors du traitement par HI/LiAlH4 

Afin d’évaluer si, en plus des liaisons de type peroxyde ou perester, d’autres liaisons comme 

les liaisons éthers ou esters, qui ne sont pas coupées par NaBH4, peuvent également jouer un 

rôle dans la réticulation des fractions polaires formées après autoxydation de la résine de pin et 

de linoléate de méthyle seuls ou en mélange, nous avons repris une aliquote des fractions 

polaires séparées après dérivation (Ac2O, CH2N2) des produits de dégradation par NaBH4 (cf. 

Fig. 2.31) afin de les soumettre à une autre méthode de dégradation permettant de couper les 

liaisons éthers ou esters. Nous avons utilisé pour cela de l’acide iodhydrique (formation 

d’iodures à partir d’éthers) suivi de l’hydrogénolyse de ceux-ci avec LiAlH4 (Fig. 2.38 ; 

Schaeffer-Reiss et al., 1998 ; Koopmans et al., 1997 ; Putschew et al., 1998).  
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Figure 2.38 : Mode d’action du traitement HI/LiAlH4 sur les liaisons esters et éthers.  

 

Le traitement par HI/LiAlH4 ainsi réalisé sur les fractions polaires obtenues après traitement 

par NaBH4 des produits d’autoxydation polaires dans le cas de la résine de pin seule et du 

mélange résine de pin/linoléate de méthyle (Fig. 2.31), a mené principalement à la libération du 

diterpène D20 (Fig. 2.39) et à un certain nombre de composés diterpéniques mineurs dont seuls 

les composés D21 ont pu se voir proposer une structure sur la base de la spectrométrie de masse. 

Ces derniers, qui apparaissent sous la forme de deux isomères présentant des spectres de masse 

très semblables caractérisés par un ion à [M+-42] et un ion moléculaire décalé de +58 uma par 

rapport à celui du composé D20, semblent correspondre à des analogues du composé D20 

portant en plus une fonction alcool phénol acétylée. Ces deux isomères diffèrent 

vraisemblablement par la position de la fonction phénol sur le cycle aromatique.  

 

Figure 2.39 : Chromatogramme en phase gazeuse (GC-MS, IE, 70 eV) de l’extrait lipidique obtenu 

après traitement au HI/LiAlH4 de la fraction polaire obtenue après autoxydation pendant 48 h d’un 

mélange de résine de pin et de linoléate de méthyle et préalablement traitée par NaBH4. Les fonctions 

alcools sont analysées sous la forme d’acétates. Les structures des composés numérotés sont 

représentées dans l’Appendice de la thèse. Programme B de température du four GC (cf. § 6.5.2). 

 

Le diterpène D20, constituant majeur libéré, semble donc être la principale structure liée 

par une ou plusieurs liaisons éthers ou esters dans les constituants oligo-/polymériques issus de 

l’autoxydation de la résine de pin oxydée et du mélange résine de pin/linoléate de méthyle. Ce 
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composé est donc lié par au moins un pont éther ou ester qu’il n’est cependant pas possible de 

localiser précisément. En effet, la fonction alcool acétylée en C-18 peut être issue de la 

réduction d’une fonction ester liant la structure diterpénique aux constituants oligo-

/polymériques issus de l’autoxydation (A, Fig. 2.40), en plus, éventuellement, d’une liaison 

éther (B, Fig. 2.40). Elle peut cependant également provenir de la réduction de la fonction ester 

méthylique formée par la méthylation par le diazométhane de la fonction acide libre d’une sous-

unité déhydroabiétique liée, par ailleurs, par une liaison C-O d’éther ou d’ester (partie acyle de 

l’ester) au niveau d’une autre position du squelette (C, D, Fig. 2.40). La localisation de ces 

liaisons C-O sur le squelette des structures diterpéniques obtenues après dégradation est 

cependant impossible. En effet, dans le cas de ces liaisons, le traitement par HI/LiAlH4 mène 

au remplacement des liaisons C-O par des liaisons C-H (cf Fig. 2.38 et Fig. 2.40). Malgré cela, 

il ne semble pas déraisonnable de proposer, outre une liaison ester en C-18 (A, B, Fig. 2.40), 

l’implication également de liaisons C-O d’éthers ou d’esters (partie acyle de l’ester) sur les 

positions C-7 et C-15 (B, C, D, Fig. 2.40). Ces positions sont en effet les plus sensibles face à 

l’autoxydation (Van den Berg et al., 2000 ; Colombini et al., 2005a), et ont également montré 

leur importance dans les liaisons peroxydes impliquées dans la réticulation des constituants 

oligo-/polymériques issus de l’autoxydation de la résine de pin et du mélange résine de 

pin/linoléate de méthyle (cf. § 2.5.5.b.1). Une illustration du mode de liaison des sous-unités 

diterpéniques à l’origine du composé D20 formé après traitement par HI/LiAlH4 dans une 

structure oligo-/polymérique est proposée en figure 2.40.  

 

Figure 2.40 : Mode de liaison dans une structure oligomérique/macromoléculaire formée par 

autoxydation d’un mélange de linoléate de méthyle et de résine de pin du composé D20 obtenu par 

réduction au HI/LiAlH4 de la fraction polaire résiduelle isolée après traitement au NaBH4 et 

dérivation avec Ac2O et CH2N2 d’un mélange de résine de pin sylvestre et de linoléate de méthyle I5 

soumis à 48 h d’autoxydation.  
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Il est remarquable que, dans le cas de l’expérience d’autoxydation du mélange résine de 

pin/linoléate de méthyle pendant 48 h, aucun dérivé du linoléate de méthyle n’ait été libéré lors 

du traitement de la fraction polaire par HI/LiAlH4 (Fig. 2.39). Un résultat similaire a été obtenu 

lors de la dégradation par HI/LiAlH4 de la fraction polaire obtenue après autoxydation du 

linoléate de méthyle seul pendant 48 h où aucun dérivé monomérique du linoléate de méthyle 

n’a été libéré. Ceci est peut-être dû au fait que les produits d’autoxydation du linoléate de 

méthyle sont liés par des liaisons trop nombreuses ou de natures différentes (C-C) qui n’ont pu 

être toutes coupées dans les conditions réactionnelles mises en œuvre. 

2.6. Conclusion 

Les travaux sur l’autoxydation artificielle de différentes substances organiques ont permis 

d’atteindre un certain nombre d’objectifs dans la compréhension des mécanismes 

d’autoxydation que peuvent subir les substances organiques trouvées en contexte 

archéologique.  

Ainsi, une première approche nous a conduit à tester la validité du couple NHPI/Co(acac)2 

pour reproduire aussi justement que possible et de manière accélérée en laboratoire les effets 

des processus d’autoxydation « naturelle ». Nous avons pu observer que tel était le cas avec les 

terpènes issus de l’huile essentielle de cèdre de l’Atlas, dont l’autoxydation en laboratoire a 

conduit à l’obtention de produits d’oxydation identiques à ceux identifiés dans le cas d’une 

substance archéologique (« Cedrium ») constituée de ce même ingrédient. 

Dans une seconde partie, ce protocole d’autoxydation en laboratoire a été appliqué à des 

substances susceptibles d’avoir été utilisées en contexte archéologique : des dérivés d’acides 

gras insaturés, une huile essentielle de conifère et une résine de conifère, utilisés seuls ou en 

mélange. L’analyse des composés de bas poids moléculaires issus de ces substances organiques 

après autoxydation a permis de mettre en évidence la grande diversité des produits d’oxydation 

pouvant être formés, et plus particulièrement ceux issus de l’altération des esters d’acides gras 

insaturés. De nombreuses voies de formation ont pu être ainsi proposées, permettant d’accroître 

notre connaissance des mécanismes d’autoxydation.  

Une étude des structures formées lors d’expériences d’autoxydation mettant en jeu des 

dérivés insaturés d’acides gras et des composés terpéniques seuls ou en mélange et susceptibles 

de comprendre des espèces oligo-/polymériques a également été réalisée à l’aide de réactions 

de dégradation chimique. L’objectif de ces travaux était, notamment, de mettre en évidence la 
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formation éventuelle de produits de réactions croisées entre substrats. Ainsi, notamment, le 

traitement des fractions polaires formées lors d’expériences d’autoxydation d’un mélange de 

linoléate de méthyle et de résine de pin sylvestre par NaBH4 (un réactif capable de couper les 

liaisons peroxydes) a conduit à la libération de structures issues de l’oxydation de composés 

diterpéniques et de dérivés d’acides gras insaturés vraisemblablement inclues dans des 

constituants oligo-/polymériques de ces fractions polaires auxquelles elles sont liées par des 

ponts peroxydes. Enfin, l’application, en séquence, d’une réaction de dégradation des liaisons 

éther/ester (HI/LiAlH4) sur les résidus obtenus après dégradation des peroxydes par NaBH4 a 

conduit exclusivement à la libération de dérivés terpéniques, mais pas à celle de composés 

dérivés d’acides gras insaturés. Ceci est peut-être dû au fait que ces derniers sont liés par des 

liaisons trop nombreuses ou qui n’ont pu être toutes coupées avec les réactifs utilisés. 

Les résultats obtenus montrent donc que les fractions polaires formées par autoxydation de 

substances naturelles en mélange sont constituées en partie par des constituants oligo-

/polymériques réticulés par des ponts peroxyde, éther et ester qui peuvent résulter, au moins 

partiellement, de réactions croisées entre substrats et que ces constituants recèlent donc une 

information moléculaire concernant les substrats mis en œuvre qui peut être révélée à l’aide de 

réactions de dégradation chimique. 

L’ensemble de ces travaux sur la dégradation de macromolécules nous a montré également 

le potentiel de l’analyse par dégradation chimique sélective des structures macromoléculaires 

trouvées en contexte archéologique. Ces structures macromoléculaires peuvent constituer, en 

effet, une part non négligeable des matériaux organiques archéologiques, même altérés par des 

processus oxydants, et peuvent receler une information moléculaire concernant les substances 

naturelles originelles mises en œuvre et dont les marqueurs moléculaires caractéristiques ont 

éventuellement été perdus lors du vieillissement au cours du temps en raison de leur volatilité 

ou de leur sensibilité aux processus d’altération. Il s’agira donc, par la suite, de compléter cette 

approche par l’application de ce protocole de dégradation séquentielle dans le cas d’échantillons 

archéologiques.  
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ANNEXES DU CHAPITRE 2 

 

 

Annexe 2.1 : Spectres de masse (IE, 70 eV) des composés inconnus 5 et 6 présents dans l’extrait 

lipidique du mélange entre huile essentielle de baies de genévrier et linoléate de méthyle oxydé 

pendant 20 h. Les alcools sont analysés sous forme d’éthers de triméthylsilyle et les acides sous forme 

d’esters méthyliques.  
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Annexe 2.2 : Evolution du rapport des aires des pics du linoléate de méthyle I5 et de l’acide 

déhydroabiétique D4 en fonction du temps d’autoxydation 
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3.1. Introduction 

Comme nous l’avons vu précédemment au travers des expériences de vieillissement en 

conditions oxydantes, la signature moléculaire de substances organiques seules ou en mélanges 

est altérée rapidement, que cela soit lié à la formation de produits d’oxydation par autoxydation, 

à la perte sélective de composés par simple évaporation ou à des réactions de polymérisation. 

Toutefois, ce ne sont pas là les seuls processus d’altération que peuvent subir les substances 

organiques archéologiques. En effet, certains processus d’altération subis par ces substances 

peuvent également avoir une origine microbienne (biodégradation) ou anthropique (traitement 

thermique, par exemple, dans le cas d’échantillons archéologiques), ou encore être liés aux 

conditions du milieu (milieu humide, anaérobie, …) qui permettent une préservation plus ou 

moins bonne. Il convient donc pour la suite de notre étude de ne pas nous limiter aux 

expériences de laboratoire réalisées, et de nous intéresser également à l’étude de substances 

organiques archéologiques afin de trouver de nouveaux outils moléculaires non seulement pour 

déterminer la nature et l’origine de ces substances, mais également pour mieux comprendre la 

nature des processus d’altération subis par ces substances lors de leur préparation ou de leur 

vieillissement après leur abandon au niveau des sites où ils ont été mis au jour. Ceci passe, entre 

autres, par l’identification de nouveaux biomarqueurs d’altération ayant une structure 

suffisamment spécifique pour permettre de remonter aux lipides biologiques dont ils dérivent, 

lipides qui peuvent parfois être reliés à une source biologique précise mais également à un 

processus d’altération donné. 

Dans ce chapitre sera présentée l’étude moléculaire menée sur des résines archéologiques 

découvertes parmi le mobilier présent dans deux épaves du XIIème siècle mises au jour au large 

des côtes malaisiennes et indonésiennes par le Dr. Michael Flecker de l’ISEAS (Institute of 

Southeast Asian Studies), à Singapour. De par leur localisation, ces résines sont supposées 

provenir de la famille des Dipterocarpaceae dont le nom commun est dammar. L’objectif de 

notre étude était d’en vérifier l’origine taxonomique, mais également d’en déterminer la 

provenance. Outre l’identification taxonomique, le contexte d’enfouissement sédimentaire en 

conditions anaérobies dans lequel ont été trouvées les résines nous a permis d’étudier les effets 

de processus d’altération microbienne sur le contenu organique. De nombreux marqueurs 

moléculaires de ces processus ont ainsi été mis en évidence, parmi lesquels certains étaient 

inconnus. L’un d’entre eux a été partiellement identifié au cours de notre étude et peut 
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potentiellement être utilisé comme un nouveau biomarqueur d’altération des résines de la 

famille des Dipterocarpaceae.  

3.2. Les résines de Dipterocarpaceae 

3.2.1. La famille des Dipterocarpaceae 

L’ordre des Malvales, issu de la division des angiospermes, comprend à l’heure actuelle 10 

familles parmi lesquelles se trouve la grande famille tropicale des Dipterocarpaceae (The 

Angiosperm Phylogeny Group et al., 2016). Jusqu’à récemment, la famille des 

Dipterocarpaceae était divisée en trois sous-familles (Maury-Lechon et Curtet, 1998 ; 

Langenheim, 2003) : les Monotoideae (originaires d’Afrique et d’Amérique du sud), les 

Pakarainoideae (originaires d’Amérique du sud), et enfin les Dipterocarpoideae (originaires 

d’Asie). Depuis la mise en place de la classification APG IV (Angiosperm Phylogeny Group), 

les Pakarainoideae ont été transférés des Dipterocarpaceae vers les Cistaceae du même ordre 

(The Angiosperm Phylogeny Group et al., 2016), réduisant donc à deux sous-familles les 

Dipterocarpaceae. A l’heure actuelle, les Dipterocarpaceae comprennent environ 695 espèces 

réparties dans 16 genres (Tab. 3.1) (Maury-Lechon et Curtet, 1998 ; Gunasekara, 2004 ; 

Christenhusz et Byng, 2016). 

 

Tableau 3.1 : Classement phylogénétique des genres dans la famille des Dipterocarpaceae  

Sous-familles Dipterocarpoideae Monotoideae 

Genres Dryobalanops, Hopea, 

Neoblanocarpus, Parashorea, 

Shorea, Anisoptera, 

Cotylelobium, Dipterocarpus, 

Stemonoporus, Upuna, Vateria, 

Vateriopsis, Vatica 

Marquesia, Monotes, 

Pseudomonotes 

 

Selon les genres et les espèces, les Dipterocarpaceae correspondent à des arbustes ou à des 

arbres tropicaux à feuilles persistantes pouvant atteindre 40 à 70 m de haut (Burger, 2008). Fait 

remarquable, le record de hauteur chez les Dipterocarpaceae est attribué à un exemplaire de 

Shorea faguetiana nommé « Menara » avoisinant les 100 m de hauteur, découvert à Sabah sur 
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l’île de Bornéo (Malaisie). Il est également considéré comme l’un des plus grands angiospermes 

connus au monde (Shenkin et al., 2019).  

La sous-famille des Dipterocarpoideae, la plus grande parmi les Dipterocarpaceae (plus de 

470 espèces ; Langenheim, 2003), constitue une part importante des formations forestières 

équatoriales asiatiques. Les espèces de cette sous-famille sont distribuées dans une grande 

variété d’habitats s’étendant du littoral à l’intérieur des terres, de la plaine jusqu’en montagne 

aux environs de 1200 m d’altitude. Elles sont réparties sur une large surface géographique 

délimitée au nord par la chaine de l’Himalaya et l’île de Haiman, en passant approximativement 

par les frontières de l’Assam, de l’Arunachal Pradesh, de la Birmanie, du Laos et du Vietnam. 

Cinq zones phytogéographiques sont reconnues dans lesquelles la distribution des espèces 

présentes varie de manière plus ou moins importante. Ces zones englobent la Malaisie, 

l’Indonésie, les Philippines, la Nouvelle-Guinée, la Birmanie, la Thaïlande, le Cambodge, le 

Laos, le Vietnam, le sud de la Chine, l’Inde, les îles Andaman-et-Nicobar, le Bangladesh, le 

Népal, le Sri-Lanka et les Seychelles (Maury-Lechon et Curtet, 1998).  

Les Dipterocarpaceae sont exploités par les natifs notamment pour leur bois qui est réputé 

pour sa résistance aux attaques biologiques comme par exemple les champignons ou les 

bactéries (Langenheim, 2003) mais également pour leur résine. Dans cette famille, seuls les 

Dipterocarpoideae sont producteurs de résine, avec pour principaux genres Shorea (194 

espèces), Hopea (102 espèces), Dipterocarpus (69 espèces), Vatica (65 espèces), et Anisoptera 

(11 espèces) (Langenheim, 2003 ; Burger, 2008). Dans la littérature, ces résines sont divisées 

en deux types (Shiva et Jantan, 1998 ; Langenheim, 2003) :  

- Les oléorésines, qui sont des résines fluides composées majoritairement de 

sesquiterpènes volatils. Elles sont principalement produites par les genres Dipterocarpus et 

Anisoptera. A titre d’exemple, D. alatus produit une résine composée à 71,6% d’une « huile 

volatile » (Shiva et Jantan, 1998).  

- Les dammars, qui correspondent à une résine dure, solide ou cassante principalement 

composée de triterpènes. 

Outre cette définition du terme dammar, ce même mot signifiant « résine » en Malais a 

également été utilisé pour désigner les résines de plantes provenant des tropiques asiatiques 

(Langenheim, 2003 ; Burger, 2008). Ainsi ont été appelées dammars des résines provenant des 

familles des Dipterocarpaceae, des Burseraceae et des Araucariaceae, ce qui conduit à une 

grande confusion terminologique dans de nombreux écrits (Langenheim, 2003 ; Burger, 2008).  



Chapitre 3 : Analyse de dammars trouvés en contexte maritime 

114 

Dans la présente thèse, le terme dammar sera utilisé pour désigner toutes les résines 

produites par la famille des Dipterocarpaceae.  

3.2.2. Le gemmage du dammar 

La récolte de résine est généralement faite par gemmage de l’arbre (« tapping » en anglais). 

Elle ne se pratique que sur quelques espèces de Dipterocarpaceae (par exemple : D. turbinatus, 

H. odorata, S. robusta, V. indica), les autres étant peu rentables en quantité de résine produite 

(Shiva and Jantan, 1998). Cette technique consiste à blesser l’arbre par incision du tronc afin 

que la résine exsude, puis à la récolter et enfin à raviver la plaie. En fonction des régions, cette 

pratique diffère quelque peu (méthode d’exsudation du dammar, saison de récolte).  

A Sumatra, la première incision de l’arbre se fait quand le tronc fait approximativement 25 

cm de diamètre à hauteur de poitrine (arbre d’environ 20 ans), et se pratique ensuite pendant 30 

ans. Les incisions ont au début une forme triangulaire (Fig. 3.1), devenant circulaire avec le 

temps et sont disposées en rangées verticales. Ces rangées sont réalisées de manière à permettre 

aux gemmeurs de grimper et de continuer à inciser le tronc à la verticale (Fig. 3.1). Ainsi, pour 

un arbre de 30-35 m, 5 séries de 11 incisions ont pu être observées. La résine est récoltée au 

minimum une fois par mois, et, à cette occasion, les blessures sont ravivées. Après quelques 

années de gemmage, certaines incisions atteignent le centre du tronc, auquel cas celles-ci sont 

abandonnées, remplies de terre et d’autres sont réalisées à proximité. A noter que la production 

de résine diminue grandement (environ 50%) pendant la saison de floraison et de fructification. 

Avec cette technique, jusqu’à 48 kg de dammar peuvent être récoltés en une saison pour un seul 

arbre (Torquebiau, 1984). 
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Figure 3.1 : Gemmeur récoltant du dammar, Sumatra, Indonésie (source photographique : H. de 

Foresta ; Coppen, 1995) 

 

En Inde, la méthode traditionnelle consiste à faire des incisions verticales à la base du tronc 

et à appliquer à proximité directe un feu afin de stimuler le flux de résine (Shiva et Jantan, 

1998 ; Langenheim, 2003).  

Au Bangladesh, le gemmage consiste à blesser l’arbre et à placer dans la blessure du 

charbon incandescent durant la nuit. Le dammar fraîchement exsudé est récupéré dans la 

matinée et de nouveaux charbons incandescents sont placés. Généralement, 3 ou 4 incisions de 

ce type sont réalisées, entraînant généralement la mort prématurée de l’arbre (Shiva et Jantan, 

1998).  

En Birmanie, 2-3 blessures profondes de forme triangulaire sont réalisées à la base du tronc, 

puis un feu est allumé. Le dammar est ensuite récolté tous les 3 ou 4 jours, et un nouveau feu 

est appliqué systématiquement après chaque récolte. Les blessures, quant à elles, sont 

rafraîchies 3 ou 4 fois au courant de la saison (Shiva et Jantan, 1998).  

3.2.3. Utilisation du dammar  

La résine de dammar est exploitée pour ses propriétés adhésives, hydrophobes et 

médicinales. Elle est notamment utilisée en médecine traditionnelle pour son effet diurétique et 

contre les infections cutanées, dans la confection de torches, pour l’étanchéification des navires, 

et plus récemment comme vernis pictural (première utilisation en Europe par Lucanus en 1829) 

(Torquebiau, 1984 ; Coppen, 1995 ; Shiva et Jantan, 1998 ; Van der Doelen et al., 1998b ; 
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Langenheim, 2003). Ce panel d’utilisations variées explique la fréquence des découvertes 

archéologiques de dammars en Asie (Burger, 2008 ; Burger et al., 2009, 2010).  

3.3. Présentation des échantillons étudiés3 

3.3.1. Présentation des épaves 

Deux épaves nommées « Flying Fish » et « Lingga » ont été mises au jour par le Dr Michael 

Flecker de l’ISEAS et son équipe en Asie du Sud-Est. Ces deux navires ont été construits selon 

la méthode du « lashed-lug ». Elle consiste, pour former la coque d’un navire, en l’utilisation 

de chevilles en bois pour fixer ensemble les bords des planches en bois, tandis que des cordages 

en fibre végétale sont utilisés pour attacher les planches sur la carlingue du navire (Heng, 2018). 

a) L’épave du Flying Fish 

Le navire « Flying Fish » a été construit à Java en Indonésie et s’est échoué au large de 

Sabah en Malaisie. Le contenu du navire trouvé sur place consiste principalement en des 

céramiques (Fig. 3.2), du fer forgé et de la fonte. D’après les informations fournies par le Dr 

Flecker, le navire chargeait sa cargaison probablement à Quanzhou en Chine, puis se rendait à 

Bornéo en passant par l’Est des Philippines. Son port d’attache à Bornéo était probablement 

Brunei ou Santubong. L’épave a été datée au 14C et par l’analyse des céramiques entre 1100 et 

1125 CE.  

b) L’épave du Lingga 

Le navire nommé Lingga, quant à lui, s’est échoué au Nord-Ouest des îles Lingga. Le navire 

chargeait sa cargaison à Guanzhou en Chine et se dirigeait ensuite vers Riau en Indonésie. 

Comme pour le Flying Fish, sa cargaison comprend des céramiques (Fig. 3.2), du fer forgé et 

de la fonte. Grâce à une date peinte en caractères chinois sur un bol de Xicun, l’épave a pu être 

datée très précisément de 1111 CE. 

 

3 D’après les informations transmises par le Dr Michael Flecker lors d’un échange d’e-mails. Les travaux 

archéologiques effectués sur ces épaves n’ont pas encore été publiés. 
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Figure 3.2 : Céramiques trouvées dans les cargaisons des deux épaves. A gauche : Flying Fish, à 

droite : Lingga (source des photographies : Dr Michael Flecker). 

 

3.3.2. Les résines trouvées dans les épaves 

Dans les deux cas, les résines trouvées dans les épaves consistent en un seul bloc d’une 

dizaine de cm de long (Fig. 3.3). De par cette quantité peu importante au regard d’autres 

découvertes (Lambert et al., 2017), les archéologues ont supposé que ces résines étaient utilisées 

pour la maintenance du navire plutôt que pour le commerce de résine. Du fait de l’origine 

géographique de leur découverte et des trajets déduits des deux navires, les résines ont été 

supposées correspondre à du dammar, avec toutefois une incertitude quant à leur origine 

géographique. Dans le cadre des travaux effectués au laboratoire, il s’est agi de confirmer 

l’origine taxonomique de ces résines, mais également de tenter de déterminer leur provenance 

probable. 

 

Figure 3.3 : Résines trouvées dans les cargaisons des deux épaves. A gauche : Flying Fish, à droite : 

Lingga (source des photographies : Dr Michael Flecker). 
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3.4. Résultats  

3.4.1. Etude du contenu lipidique de la résine du Flying Fish 

L’analyse par GC-MS de l’extrait lipidique de la résine du Flying Fish après purification en 

suivant le protocole décrit dans la partie expérimentale (cf. § 6.1.2) a permis de mettre en 

évidence un mélange complexe de terpènes se répartissant en deux zones sur le 

chromatogramme (Fig. 3.4a). La première, correspondant aux composés possédant un temps de 

rétention court, comprend des sesquiterpènes et des des-A-triterpènes, tandis que la seconde est 

composée exclusivement de triterpènes élués plus tardivement (Fig. 3.4a). 

 

 

Figure 3.4 : Chromatogramme en phase gazeuse (GC-MS, IE, 70 eV) de l’extrait lipidique obtenu à 

partir de la résine du Flying Fish. (a) vue d’ensemble, (b) zoom centré sur les composés 

triterpéniques élués au-delà de 30 min. Les alcools sont analysés sous la forme d’acétates et les acides 

sous la forme d’esters méthyliques. Les structures des composés numérotés sont représentées dans 

l’Appendice de la thèse. Programme B de température du four GC (cf. § 6.5.2). 
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a) Composés triterpéniques en C30 

L’examen des spectres de masse des composés triterpéniques élués au-delà de 30 minutes 

en GC et leur comparaison avec des données disponibles dans la littérature (e.g., Budzikiewicz 

et al., 1963 ; Sakakibara et Kaiya, 1983 ; Diallo et al., 1989 ; Van der Doelen et al., 1998a, 

1998b ; Van der Doelen, 1999 ; Sandison et al., 2003 ; Burger, 2008 ; Dutta et al., 2009, 2014 ; 

Mallick et al., 2014 ; Bonaduce et al., 2016) et les spectres de masse de la bibliothèque NIST 

Wiley ont conduit à l’identification de triterpènes des familles du dammarane (T1-T3), de 

l’oléanane (T4-T13) et de l’ursane (T14-T24) avec quelques traces de composés de la série du 

lupane (T25) (Fig. 3.4b). L’association de ces trois premières familles a été présentée dans la 

littérature comme étant une caractéristique des résines de Dipterocarpaceae, confirmant donc 

l’hypothèse de départ et identifiant cette résine comme étant du dammar (Van der Doelen, 

1999 ; Burger, 2008). 

Parmi les autres molécules identifiées, le triterpène T26 n’appartient à aucune des familles 

citées précédemment. De par son spectre de masse dominé par les ions m/z 437 et m/z 497 et 

avec un ion moléculaire à m/z 512, celui-ci pourrait s’apparenter à l’acide masticadiénolique 

T27 ou isomasticadiénolique T28 (sous forme acétylée) (Fig. 3.5) comme l’atteste son spectre 

de masse presque identique aux spectres de masse des composés T27 et T28 présentés dans la 

littérature (Papageorgiou et al., 1997 ; Van der Doelen et al., 1998a, 1998b ; Van der Doelen, 

1999 ; Assimopoulou et Papageorgiou, 2005). Toutefois, les acides T27 et T28 n’ont jusqu’à 

présent jamais été rapportés dans les dammars, et sont plus souvent rencontrés dans les mastics, 

une résine produite par les arbres du genre Pistacia de la famille des Anacardiaceae. Le mastic, 

comme illustré dans la Figure 3.5, se caractérise par la présence de triterpènes des séries de 

l’euphane (T27-T30), du dammarane et de l’oléanane (T8-T10) (Van der Doelen, 1999) et les 

triterpènes sont généralement dominés par les acides masticadiénonique T29, 

isomasticadiénonique T30, et moronique T31, qui constituent ainsi les principaux 

biomarqueurs utilisés en contexte archéologique pour l’identification des mastics (Buckley et 

Evershed, 2001 ; Stern et al., 2003 ; Modugno et al., 2006b ; Colombini et Modugno, 2009). 
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Figure 3.5 : Chromatogramme en phase gazeuse (GC-MS, IE, 70 eV) de l’extrait lipidique de mastic 

(résine de Pistacia lentiscus). Les alcools sont analysés sous la forme d’acétates et les acides sous la 

forme d’esters méthyliques. Les structures des composés numérotés sont représentées dans 

l’Appendice de la thèse. Programme B de température du four GC (cf. § 6.5.2). 

 

Pour autant, dans la résine du Flying Fish, en dehors de la présence possible d’acide 

masticadiénolique T27 ou isomasticadiénolique T28, aucun des autres biomarqueurs 

caractéristiques du mastic n’a pu être mis en évidence, écartant donc la possibilité d’un mélange 

entre ces deux substances. Cette dernière possibilité aurait par ailleurs été peu vraisemblable si 

l’on considère l’origine géographique du mastic, essentiellement circumméditerranéenne. 

Compte tenu de ces observations, il a été décidé, afin de procéder à l’identification du triterpène 

T26, de réaliser une coinjection entre l’extrait lipidique (dérivé) d’un mastic et celui (dérivé) 

de la résine du Flying Fish. Elle a permis de révéler que le produit T26 n’a pas le même temps 

de rétention que les acides T27 et T28, bien que ces trois composés aient des spectres de masse 

très semblables. Il semble cependant raisonnable de proposer que ce dernier puisse 

correspondre à un isomère de T27 ou T28. La présence d’un isomère de T27 ou T28 dans la 

résine du Flying Fish pourrait s’expliquer par l’oxydation en acide carboxylique du CH3-27 

d’un triterpène appartenant à la série de l’euphane ou du lanostane. A cet égard, il est intéressant 

de noter que deux composés ayant des spectres de masse très similaires à ceux du lanostérol 

T32 et de l’euphol T33 (Annexe 3.1a et b), mais avec des temps de rétention plus élevés, ont 

été mis en évidence à l’état de traces dans le contenu lipidique de la résine du Flying Fish (non 

représentés sur la Fig. 3.4b). Ces composés, correspondant peut-être à des isomères de position 

de la double liaison localisée au niveau de la jonction des cycles B et C, pourraient donc être 

les précurseurs potentiels du triterpène T26. Cette piste a été étudiée en réalisant une expérience 
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d’autoxydation de l’acétate d’euphol T33, mais n’a pas permis de mettre en évidence la 

formation d’un acide résultant de l’oxydation du CH3-27 (Fig. 3.6) (cf. § 6.3.3).  

 

Figure 3.6 : Conditions oxydantes utilisées pour tenter de former l’acide isomasticadiénolique T28 à 

partir de l’acétate d’euphol T33. 

 

Outre les triterpènes des séries de l’oléanane et de l’ursane identifiés et qui sont largement 

répartis dans toutes les résines de Dipterocarpaceae (Burger, 2008), ceux appartenant à la série 

du dammarane peuvent éventuellement se montrer plus spécifiques et être plus ou moins 

représentés selon les espèces et les genres. C’est dans cette volonté de distinguer chimiquement 

les résines des différents genres de la famille des Dipterocarpaceae que des chercheurs de 

l’Institut de Chimie de Strasbourg et de l’Institut de Chimie des Substances Naturelles de Gif-

Sur-Yvette ont entrepris dans les années 60 et 70 la plus grande étude chimiotaxonomique de 

cette famille faite à ce jour (Bisset et al., 1966, 1967, 1971 ; Diaz et al., 1966). Ainsi, parmi les 

trois triterpènes de la série dammarane identifiés dans notre échantillon que sont l’acide 

dammarénolique T1, la dammaradiénone T2 et l’acide shoréique T3, ce dernier n’a été jusqu’à 

présent détecté que dans le genre Shorea des Dipterocarpaceae et a été par conséquent présenté 

comme une particularité de ce genre (Bisset et al., 1971). Il semblerait donc que la résine du 

Flying Fish en soit issue mais il est néanmoins important de prendre quelques précautions par 

rapport à cette possibilité. En effet, si cette interprétation est effectivement valide dans le cas 

d’une résine fraiche, dans le cas d’une résine ayant subi des processus d’altération au cours du 

temps, l’acide shoréique T3 pourrait correspondre à un produit de transformation d’un 

triterpène tétracyclique de la famille du dammarane et non à un produit natif de la résine. En 

effet, dans une étude menée par Colombini et al. (2000a) sur la caractérisation de vernis pictural, 

il a été montré que la formation par photochimie de l’acide shoréique T3 est possible à partir 

de l’acide dammarénolique T1 par cyclisation oxydante de la chaîne latérale. Comme ce dernier 

a été jusqu’à présent identifié dans les genres Shorea et Hopea (Mills et Werner, 1955 ; Bisset 

et al., 1971), la présence d’acide shoréique pourrait donc également être observée dans une 

résine altérée de Hopea, tout au moins si elle a été soumise à des conditions oxydantes. 
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La résine du Flying Fish, tout comme celle du Lingga, a été trouvée en milieu sédimentaire, 

ainsi les processus d’altération anaérobies et microbiens semblent donc devoir être 

prédominants par rapport aux processus photochimiques ou à l’autoxydation. Cependant, les 

processus d’altération de ces résines n’ont pas débuté à leur enfouissement après le naufrage du 

navire, mais dès la récolte des résines. Il est alors possible d’imaginer que des processus 

oxydants aient ainsi pu mener à la formation de l’acide shoréique T3 à partir de l’acide 

dammarénolique T1 pendant le stockage de la résine à bord des navires. Pour répondre à cette 

question, nous avons réalisé l’analyse d’une résine d’Hopea odorata, qui s’est avérée avoir subi 

des processus d’altération par autoxydation lors de son entreposage pendant plus de 40 ans dans 

un bocal fermé et placé à l’abri de la lumière. 

Cette analyse a révélé la présence, en plus des triterpènes naturellement présents dans la 

résine fraîche (T7, T8, T10, T12, T13, T14, T19, T21, T23, T24, T34) (eg. Van der Doelen et 

al., 1998 ; Van der Doelen, 1999 ; Burger, 2008 ; Burger et al., 2009, 2010), des triterpènes 

altérés de la série du dammarane (T3, T35-T38) parmi lesquels figurent l’acide shoréique T3 

et probablement un isomère de celui-ci T35 possédant le même spectre de masse (Fig. 3.7). 

 

Figure 3.7 : Chromatogramme en phase gazeuse (GC-MS, IE, 70 eV) de l’extrait lipidique de la 

résine d’Hopea odorata altérée. Les alcools sont analysés sous la forme d’acétates et les acides sous la 

forme d’esters méthyliques. Les structures des composés numérotés sont représentées dans 

l’Appendice de la thèse. Programme B de température du four GC (cf. § 6.5.2). 

 

L’acide shoréique T3 étant présent à l’état natif uniquement dans le genre Shorea des 

Dipterocarpaceae, celui identifié dans la résine d’Hopea odorata a donc été formé par 

altération. Comme dans le cas de l’étude de Colombini et al. (2000a), le précurseur probable du 
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composé T3 est l’acide dammarénolique T1, triterpène naturellement présent dans le genre 

Hopea (Mills and Werner, 1955 ; Bisset et al., 1971), mais qui est totalement absent dans la 

résine altérée d’Hopea odorata, peut-être parce qu’il a été totalement dégradé. La voie de 

formation de l’acide shoréique T3 la plus probable à partir de l’acide dammarénolique T1 passe 

par l’attaque d’un radical peroxyde sur la double liaison 24(25) qui va mener à deux époxydes 

isomères (Fig. 3.8). L’ouverture des deux époxydes isomères par attaque nucléophile en C-24 

de l’alcool en C-20 conduit ensuite à l’acide shoréique T3 (20S, 24R) et à un isomère (20S, 24S) 

nommé acide eichlérianique (Lavie et al., 1984 ; Fig. 3.8). Ce dernier correspond 

vraisemblablement à l’isomère T35 identifié dans la résine d’Hopea odorata. Cette hypothèse 

pourrait être confirmée par la synthèse d’un composé de référence.  

 

Figure 3.8 : Voie de formation en conditions oxydantes proposée conduisant à la formation de l’acide 

shoréique T3 et d’un isomère T35 à partir de l’acide dammarénolique T1.  

 

D’autres marqueurs d’altération appartenant aux séries de l’oléanane et de l’ursane (T39-

T42) ont également été mis en évidence dans la résine d’Hopea odorata. Les composés T39 et 

T40 méthylés ont été identifiés par Van der Doelen et al. (1998) dans des vernis picturaux 

altérés, notamment grâce au mode de fragmentation spécifique des cétones allyliques en C-11 

menant à la formation des ions m/z 317, m/z 276 et m/z 257 (Budzikiewicz et al., 1963 ; 

Wyrzykiewicz et al. 1989 ; Van der Doelen, 1999). Les triterpènes T41 et T42 présentent 

également ces fragments, indiquant donc la présence d’une cétone allylique en C-11 avec des 

ions moléculaires décalés de +14 Da par rapport aux triterpènes T13 et T24. Ainsi, les 

composés T41 et T42 ont été postulés comme correspondant respectivement aux produits 

d’oxydation des triterpènes T13 et T24 possédant une cétone en C-11. Une voie de formation 

possible de ces produits d’altération (T39-T42) impliquant les triterpènes T8, T19, T13, T24 

par autoxydation est présentée en figure 3.9.  
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Figure 3.9 : Voie de formation de cétones allyliques apparentées à l’acide oléanolique et ursolique 

par autoxydation. 

 

De l’ensemble de ces observations faites à partir de la résine altérée d’Hopea odorata, nous 

pouvons déduire que l’acide shoréique T3 présent dans la résine du Flying Fish est très 

vraisemblablement d’origine biosynthétique et n’a pas été formé par oxydation de l’acide 

dammarénolique T1. Effectivement, dans ce dernier cas, nous aurions dû observer la présence 

de l’acide eichlérianique T35 ainsi que celle d’autres molécules oxydées appartenant aux séries 

de l’oléanane, de l’ursane et du dammarane, comme les triterpènes T41 et T42. Toutefois, il est 

important de préciser que l’acide eichlérianique T35 avait déjà été identifié dans certaines 

résines fraîches, comme par exemple dans le Shorea javanica (Poehland et al., 1987 ; Ukiya et 

al., 2010). Compte tenu de ces informations, il est possible de conclure que la résine du Flying 

Fish provient bien d’un arbre du genre Shorea appartenant aux Dipterocarpaceae.  

b) Composés sesquiterpéniques et des-A-triterpéniques 

En parallèle des triterpènes, des sesquiterpènes et des des-A-triterpènes, principalement sous 

la forme d’hydrocarbures, ont également été observés (Fig. 3.4a). Pour leur étude, un protocole 

d’extraction et de fractionnement spécifique a été utilisé afin de limiter la perte par évaporation 

des constituants les plus volatils (cf. § 6.3.1). Sur les quatre fractions obtenues, seule l’étude de 

la fraction la moins polaire F1 sera détaillée, les autres comprenant principalement les 

triterpènes déjà identifiés précédemment (cf. § 3.4.1.a). 

L’analyse par GC-MS de la fraction F1 a ainsi permis de mettre en évidence des 

sesquiterpènes, des des-A-triterpènes mais également des dimères et trimères de sesquiterpènes 

(Fig. 3.10).  
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Figure 3.10 : Chromatogramme en phase gazeuse (GC-MS, IE, 70 eV) de la fraction apolaire F1 

obtenue à partir de la résine du Flying Fish avec le protocole d’extraction spécifique des composés 

volatils. Programme A de température du four GC (cf. § 6.5.2). 

 

Les sesquiterpènes de la résine du Flying Fish ont pu être identifiés par comparaison avec 

la distribution des sesquiterpènes d’une huile essentielle de baies de genévrier (Juniperus 

communis) de référence, analysée en parallèle, et dont le cortège moléculaire est bien connu et 

détaillé dans la littérature (Vourlioti-Arapi et al., 2012). Par comparaison des spectres de masse 

et des temps de rétention, nous avons ainsi pu identifier un certain nombre d’hydrocarbures 

sesquiterpéniques (S13-S20) dans la résine du Flying Fish, dont l’α-copaène S13, le β-élémène 

S14, et le caryophyllène S15 (Fig. 3.11). L’association de ces trois sesquiterpènes a été 

présentée dans la littérature comme étant une autre particularité du genre Shorea de la famille 

des Dipterocarpaceae (Bisset et al., 1971), semblant donc confirmer l’origine taxonomique 

déduite précédemment de la présence de l’acide shoréique T3. En revanche, dans des études 

plus anciennes, cette association avait déjà été mise en évidence dans le genre Doona (Diaz et 

al., 1966), mais également dans le genre Cotylelobium (Bisset et al., 1967). Cependant, depuis 

l’étude de Diaz et collègues en 1966, le genre Doona a été classé comme une section du genre 

Shorea, ce qui est compatible avec cette association de sesquiterpènes chez Doona (Maury-

Lechon et Curtet, 1998). Le genre Cotylelobium, quant à lui, est toujours classé comme un genre 

des Dipterocarpaceae, et comprend 6 espèces réparties au Sri-Lanka, en Thaïlande, à Bornéo, 

et à Sumatra (Maury-Lechon et Curtet, 1998 ; Gunasekara, 2004). Il ne serait donc à priori pas 

exclu qu'un arbre de ce genre soit à l’origine de la résine du Flying Fish. Toutefois, à notre 

connaissance, le genre Cotylelobium ne produit pas l’acide shoréique T3 trouvé également dans 

le cortège moléculaire, écartant donc cette possibilité (Bisset et al., 1967). 
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Figure 3.11 : Chromatogramme en phase gazeuse partiel (GC-MS, IE, 70 eV) de la fraction apolaire 

F1 obtenue à partir de la résine du Flying Fish centré sur les composés sesquiterpéniques (cf. Fig. 

3.10). Les structures des composés numérotés sont représentées dans l’Appendice de la thèse. 

Programme A de température du four GC (cf. § 6.5.2). 

 

Dans cette même fraction, des composés possédant des ions moléculaires s’échelonnant de 

274 à 326 Da ont pu être identifiés comme étant des hydrocarbures tétracycliques issus de la 

dégradation des triterpènes grâce aux spectres de masse disponibles dans la littérature (Trendel, 

1985 ; Trendel et al., 1989 ; Lohmann et al., 1990) (Fig. 3.10). Ces hydrocarbures 

tétracycliques, nommés des-A-triterpènes, font partie des nombreux produits d’altération des 

triterpènes oxygénés en C-3 trouvés en contexte sédimentaire. Ces derniers sont largement 

répartis chez les végétaux supérieurs (Pant et Rastogi, 1979 ; Das et Mahato, 1983 ; Lohmann, 

1988 ; Mahato et Sen, 1997), et leur présence, ainsi que celle de leurs dérivés altérés, est 

considérée comme étant caractéristique de l’apport de matière organique terrestre au sédiment 

(Albrecht et Ourisson, 1971). Les dérivés de triterpènes oxygénés de végétaux, parmi lesquels 

figurent les des-A-triterpènes, sont issus des transformations diagénétiques se produisant dès 

les premiers stades de la sédimentation. L’étude de ces transformations, appréhendées 

notamment dans un premier temps par des travaux d’isolement et d’identification structurale de 

ces molécules altérées (Spyckerelle, 1975 ; Spyckerelle et al., 1977a, 1977b ; Ten Haven et al., 

1992 ; Schaeffer et al. 1995b ; Borrego et al., 1997), puis par la réalisation d’expériences 

d’incubation à l’aide de précurseurs radioactifs dans des sédiments (Trendel, 1985 ; Lohmann, 

1988 ; Lohmann et al., 1990), a permis de mettre en évidence que ces processus se divisent en 

trois grandes voies de dégradation et que toutes sont liées à l’influence prépondérante des 

microorganismes présents dans les sédiments. Ainsi, un schéma hypothétique illustrant les trois 
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principaux modes de transformation des triterpènes oxygénés en C-3 a pu être proposé (Fig. 

3.12) : 

▪ Aromatisations successives du cycle A vers le cycle E donnant lieu à la formation 

des hydrocarbures pentacycliques mono à penta aromatiques (Trendel, 1985 ; Ries-

Kautt, 1986 ; Lohmann, 1988 ; Wolff et al. 1989 ; Lohmann et al., 1990 ; Stout, 

1992). 

▪ Perte du cycle A éventuellement suivie d’une aromatisation progressive du cycle B 

à D menant aux des-A-triterpènes (Trendel, 1985 ; Ries-Kautt, 1986 ; Lohmann, 

1988 ; Trendel et al., 1989 ; Wolff et al. 1989 ; Lohmann et al., 1990 ; Stout, 1992). 

▪ Ouverture du cycle A conduisant à la formation d’acides de type seco-triterpènes, 

qui, par des transformations ultérieures, peuvent mener à la formation des des-A-

triterpènes (Trendel, 1985 ; Ries-Kautt, 1986 ; Lohmann, 1988 ; Lohmann et al., 

1990). 

 

Figure 3.12 : Schéma hypothétique de dégradation des triterpènes de végétaux oxygénés en C-3 

(Trendel, 1985) 

 

Les des-A-triterpènes A1-A5 identifiés dans la résine du Flying Fish (Fig. 3.13) révèlent 

clairement que cette résine a subi des processus diagénétiques microbiens en conditions 

anoxiques dans le contexte sédimentaire subaquatique où elle a été trouvée. Ces molécules 

appartiennent aux séries de l’oléanane et de l’ursane avec des degrés d’aromatisation plus ou 

moins importants (Fig. 3.13). Les précurseurs de ces deux séries appartiennent aux familles de 

l’α et de la β-amyrine (T17 et T7), des triterpènes de végétaux particulièrement représentés 

chez les angiospermes (Xu et al., 2004) qui, par perte du cycle A, vont mener aux des-A-
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triterpènes A1 et A2 puis, par aromatisations successives, aux dérivés di-aromatiques A3 et A4 

et à un composé tri-aromatique A5 dans le cas de la série de l’oléanane (Fig. 3.14).  

 

Figure 3.13 : Chromatogramme en phase gazeuse partiel (GC-MS, IE, 70 eV) de la fraction apolaire 

F1 obtenue à partir de la résine du Flying Fish centré sur les des-A-triterpènes (cf. Fig. 3.10). Les 

structures des composés numérotés sont représentées dans l’Appendice de la thèse. Programme A de 

température du four GC (cf. § 6.5.2). 

 

 

Figure 3.14 : Processus diagénétiques microbiens conduisant de l’α et de la β amyrine aux des-A-

triterpènes A1-A5. 

 

Parmi les composés présents dans la distribution présentée sur la figure 3.13, trois composés 

majeurs A6-A8, dont les spectres de masse sont représentés sur la figure 3.15, n’ont pas pu être 

identifiés sur la base des données disponibles dans la littérature. Ces composés, correspondant 

très probablement à des des-A-triterpènes, pourraient potentiellement représenter des 

marqueurs diagénétiques spécifiques des résines de Dipterocarpaceae et ainsi être utilisés 

comme marqueurs d’altération de ces résines en conditions anaérobies. C’est pourquoi nous 

avons cherché à les identifier. 
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Figure 3.15 : Spectres de masse (IE, 70 eV) des composés inconnus (a) A6, (b) A7 et (c) A8 avec leurs 

structures supposées. Aucune structure n’a pu être proposée pour le composé A8. 

 

Pour mener à bien cette étude, un fractionnement fin de l’extrait lipidique brut de la résine 

du Flying Fish par chromatographie sur colonne a été réalisé afin d’obtenir des fractions 

enrichies en ces composés inconnus (cf. § 6.3.2.a). Les fractions F3, F6, et F11.1 ainsi obtenues 

contiennent, respectivement, les produits A8, A6 et A7 concentrés. Les quantités 

potentiellement disponibles se sont cependant avérées insuffisantes pour espérer pouvoir isoler 

suffisamment de chacun des produits à l’aide de fractionnements ultérieurs (par HPLC, 

notamment) et identifier ces composés par RMN. En effet, à partir d’environ 1 g de résine, il 

n’a été possible d’obtenir que 1,7 mg de fraction F3, 0,9 mg de fraction F6 et 7,4 mg de fraction 

F11.1. De plus les composés d’intérêt ne représentent qu’une petite partie de ces fractions 

souvent dominées par les sesquiterpènes (Annexe 3.2). Il aurait ainsi été nécessaire de disposer 

de plusieurs dizaines de grammes de résine pour pouvoir espérer isoler suffisamment de ces 

composés inconnus pour en faire l’étude par RMN. C’est pourquoi nous avons adopté une autre 

approche pour obtenir des informations structurales concernant ces produits inconnus. Les 

fractions enrichies ont ainsi été soumises à une étape d’hydrogénation catalysée avec du PtO2 

afin d’obtenir des informations concernant le nombre d’insaturations, le nombre de cycles ou 

la présence éventuelle d’un cycle aromatique et faciliter ainsi l’identification du squelette 

terpénique de ces composés (cf. § 6.3.2.b).  
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Le spectre de masse du composé inconnu A6 (Fig. 3.15a), présent dans la fraction F6, est 

caractérisé par un ion moléculaire à m/z 326 et un pic de base à m/z 215. Cette différence de 

111 Da est caractéristique de la perte d’une chaîne latérale telle qu’on peut en trouver chez les 

triterpènes des séries de l’euphane, du lanostane ou du dammarane et il est en effet possible 

d’imaginer des structures de des-A-triterpénoïdes triplement insaturées appartenant à ces trois 

séries de triterpènes et dont la masse moléculaire serait de 326 Da. De telles hypothèses 

structurales sont présentées sur la figure 3.16. Chacune des structures possède une chaîne 

latérale insaturée pouvant rendre compte d’une fragmentation en spectrométrie de masse 

conduisant à la perte de 111 Da par rapport à l’ion moléculaire (m/z 326). 

Dans tous les cas, une insaturation est sans doute présente en position 5(10), ceci étant lié 

au mécanisme de perte du cycle A des triterpènes pentacycliques (Trendel, 1985 ; Lohmann, 

1988 ; Lohmann et al., 1990), et vraisemblablement aussi en position 24 comme sur les 

précurseurs postulés. La dernière insaturation pourrait, quant à elle, être localisée en position 

7(8), 8(9) ou 9(11) pour les structures des séries du lanostane et de l’euphane, comme c’est le 

cas pour les triterpènes biologiques de ces deux séries, ou en position 13(17), 17(20) ou 20(21) 

dans le cas de la série du dammarane puisque les triterpènes biologiques de cette série possèdent 

une double liaison ou une fonction oxygénée sur ou à proximité de la position 20.  

 

Figure 3.16 : Hypothèses de structure pour le composé A6 et triterpènes précurseurs possibles 
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L’hydrogénation de la structure A6 (cf. § 6.3.2.b) a conduit à la formation de quatre 

isomères majeurs possédant des spectres de masse très similaires avec un ion moléculaire à m/z 

330 et un pic de base à m/z 217, ainsi qu’à plusieurs autres composés avec un ion moléculaire 

à m/z 332 et un ion majeur à m/z 219. Ce résultat montre que le composé A6 est en effet 

tricyclique et possède trois doubles liaisons. Cependant, l’une d’entre elles semble bien plus 

difficile à hydrogéner, sans doute en raison d’un encombrement stérique important comme ce 

peut être le cas pour une double liaison située au niveau de la jonction des cycles B/C pour les 

triterpénoïdes des séries de l’euphane et du lanostane (Fig. 3.16) ou en position 13(17) dans le 

cas des triterpénoïdes de la série du dammarane (Fig. 3.16). Par ailleurs, la perte de 113 Da 

entre l’ion moléculaire et le fragment principal dans les spectres de masse des produits 

d’hydrogénation indique que l’insaturation présente sur la chaîne latérale a bien été hydrogénée. 

La double liaison en position 5(10) a sans doute également été réduite de par sa localisation sur 

une position peu encombrée, qui la rend facilement hydrogénable. 

Parmi les trois types de structures présentées sur la figure 3.16, celle basée sur la série du 

dammarane semble être la plus probable. En effet, les spectres de masse (IE, 70 eV) des dérivés 

acétylés du lanostérol T32 et de l’euphol T33 (Annexe 3.1) ne présentent pas de fragments 

correspondant à la coupure de la chaîne latérale insaturée [M+-111], alors que le fragment [M+.-

113] correspondant à la perte de la chaîne latérale observée dans le cas du spectre de masse du 

dammar-13(17)-ène (Meunier-Christmann et al., 1991) est prédominant et est sans doute 

favorisé par la localisation de la double liaison située à proximité du point d’attache de la chaîne 

latérale sur le squelette polycyclique. On peut en conclure que la structure A6 correspond très 

probablement à un des-A-triterpène de la série du dammarane avec trois insaturations localisées 

en position 5(10), sur la chaîne latérale en 24(25) et au niveau de la jonction entre la chaîne 

latérale et le système tricyclique en position 20(21), 17(20) ou, plus vraisemblablement, en 

13(17). Cette position de la double liaison est, en effet, très stable en série dammarane 

(Meunier-Chrismann, 1988 ; Meunier-Christmann et al., 1991) et est compatible avec le mode 

de fragmentation en spectrométrie de masse (fragment intense correspondant à la perte de la 

chaîne latérale). Une insaturation en position 13(17) pourrait provenir de l’isomérisation d’une 

des insaturations en position 20 présente dans le cas de nombreux triterpènes de la série du 

dammarane (Connolly et Hill, 2003 ; Connolly et Hill, 2008 ; Dinda et al. 2010 ; Cao et al., 

2015) ou provenir de l’isomérisation d’une double liaison issue de l’élimination d’une fonction 

alcool en position 20 présente au niveau de certains triterpènes de la série du dammarane comme 

le diptérocarpol T43 (Connolly et Hill, 2003 ; Connolly et Hill, 2008 ; Dinda et al. 2010 ; Cao 
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et al., 2015). A cet égard, on peut signaler que Meunier-Christmann et al. (1991) ont utilisé 

cette voie pour synthétiser les dammar-13(17)-ènes 20R et 20S en partant du dammaran-20-ol.  

Pour conclure, nous proposons que l’hydrocarbure A6 peut correspondre à un des-A 

triterpène de la série du dammarane avec trois insaturations en positions 5(10), 13(17) et 24(25) 

comme présenté sur la figure 3.15a. Un des précurseurs probables est le diptérocarpol T43, un 

triterpène présent dans le genre Shorea (Bisset et al., 1971) qui, par perte du cycle A et migration 

de la double liaison formée par élimination de l’alcool en C-20 vers la position 13(17), peut 

mener au composé A6 (Fig. 3.17). Ce des-A-triterpène, qui n’a jamais été décrit dans la 

littérature auparavant, constitue potentiellement un nouveau biomarqueur d’altération des 

résines de Dipterocarpaceae en conditions anaérobies.  

 

Figure 3.17 : Voie de formation possible du composé A6 à partir du diptérocarpol T43 

 

Le spectre de masse du composé A7, quant à lui, est caractérisé par un ion moléculaire à 

m/z 290 et un pic de base à m/z 208 (Fig. 3.15b), un fragment pair qui pourrait être issu d’une 

fragmentation de type rétro Diels-Alder (Budzikiewicz et al., 1963). La masse moléculaire de 

ce composé est décalée de 2 Da par rapport à celle des des-A-triterpénoïdes diaromatiques (A4 

et A3) dérivés de l’ et de la -amyrine (T17 et T7). Sur cette base, on peut proposer que le 

composé A7 possède une structure di-aromatique basée sur un squelette de type ursane avec 

une insaturation supplémentaire en position 20(21) permettant d’expliquer la fragmentation de 

type rétro Diels-Alder observée. Ce composé, dont la structure hypothétique est présentée en 

Figure 3.15b, dériverait du ψ-taraxastérol T18 par perte du cycle A en conditions anoxiques 

suivie par l’aromatisation des cycles B et C comme illustré dans la figure 3.14. Cette hypothèse 

est confortée par la mise en évidence du ψ-taraxastérol T18 dans la résine du Flying Fish (Fig. 

3.4b).  

En dehors des des-A-triterpènes, deux massifs de composés non résolus ont été observés sur 

le chromatogramme de la figure 3.10, les composés constituant ces massifs affichant pour le 

premier un ion moléculaire à m/z 408 et un pic de base à m/z 203, et pour le second un ion 

moléculaire à m/z 612 et un pic de base à m/z 203. Tous deux présentent également un fragment 
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[M+-43] caractéristique de la perte d’un groupe isopropyle. A la vue de ces données, nous 

proposons que ces massifs non résolus correspondent à des dimères et trimères de 

sesquiterpènes très probablement basés sur le squelette du cadinène (Van Aarssen et al., 1990a). 

Ces composés correspondent à des analogues di- et trimériques des polymères de cadinène qui 

constituent la fraction macromoléculaire des résines de dammar (Van Aarssen et al., 1990a, 

1990b, 1991, 1992 ; Murray et al., 1994). Ces polymères de cadinène ont été proposés, dans la 

littérature, comme étant des précurseurs des bi- et tricadinanes trouvés dans certains pétroles et 

sédiments anciens avec pour intermédiaires les dimères et trimères de cadinène. La formation 

de ces bi- et tricadinanes intervient lors de la diagénèse des résines de dammar et nécessite des 

températures élevées que seul l’enfouissement géologique permet d’obtenir, comme cela a été 

démontré lors de travaux d’expérimentation en laboratoire (Van Aarssen et al., 1991 ; Murray 

et al., 1994). De ce fait, la découverte de ces dimères et trimères de cadinène dans l’échantillon 

de résine est surprenante. On peut, en effet, se poser la question de savoir si ces di- et trimères 

sont des composés natifs de la résine ou si leur formation passe par des processus thermiques 

ayant affecté la partie macromoléculaire (polycadinènes) de la résine de dammar. Cela pourrait 

alors indiquer un éventuel traitement thermique de la résine lors de sa récolte ou de son 

conditionnement, ou pour en modifier les propriétés. Il est à noter, cependant, qu’une étude 

réalisée par Stout (1996) a également mis en évidence la présence de ces dimères et trimères de 

cadinène à l’état libre dans des résines récentes, permettant a priori d’écarter l’hypothèse d’une 

origine thermique des bi- et tricadinènes au profit d’une origine biosynthétique (Stout, 1996).  

c) Conclusion 

L’objectif principal de l’étude de la résine du Flying Fish qui consistait à en déterminer 

l’origine taxonomique et géographique a été atteint. En effet, la résine a pu être identifiée 

comme étant du dammar appartenant au genre Shorea, ce qui a conduit à exclure une 

provenance chinoise, puisque ce genre végétal est absent de cette zone géographique. En 

revanche, le genre Shorea est présent à Bornéo (Maury-Lechon et Curtet, 1998), ce qui nous 

amène à proposer que cette résine a été acquise lors de l’escale du navire à Brunei ou Santubong. 

Outre ces identifications taxonomique et géographique, le contexte de préservation dans 

lequel a été trouvée la résine nous a permis d’étudier les processus d’altération des triterpènes 

oxygénés en position 3 par perte du cycle A en milieu anaérobie. Parmi les des-A-triterpènes 

identifiés, deux structures sont proposées pour la première fois. Ces deux composés n’ont pu 

être identifiés que partiellement comme étant des des-A-triterpènes issus respectivement d’un 

triterpène de la famille du diptérocarpol T43 et du ψ-taraxastérol T18. Le premier peut être 
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considéré comme un nouveau biomarqueur d’altération des résines de Dipterocarpaceae en 

milieu anaérobie. Toutefois, il serait utile de confirmer les structures hypothétiques proposées 

soit par la synthèse de références, soit par isolement et études de RMN à partir de sources 

naturelles.  

3.4.2. Etude du contenu lipidique de la résine du Lingga 

a) Identification taxonomique  

L’analyse moléculaire de la résine de l’épave du Lingga a permis de mettre en évidence les 

mêmes triterpènes des séries oléanane (T7, T9-T13), ursane (T16-T18, T20-T24), dammarane 

(T2) que ceux de la résine du Flying Fish avec une distribution proche de celle-ci, menant donc 

à son identification comme une résine de dammar (Annexe 3.3b). Il est tout de même à noter 

que seule la trace d’un triterpène de la série du dammarane, le dammaradiénone (T2), a pu être 

relevée dans la résine du Lingga, ce qui reste toutefois compatible avec une résine de 

Dipterocarpaceae. En effet, Burger (2008) avait observé que dans certaines résines de 

Dipterocarpaceae, seule une faible proportion de triterpènes de cette série était présente. 

Outre les triterpènes, des sesquiterpènes ont également été trouvés (Annexe 3.3a), et ont fait 

l’objet du même protocole d’extraction et de fractionnement que celui utilisé pour l’autre 

échantillon afin de limiter leur perte par évaporation (cf. § 6.3.1). Dans la fraction F1 (Annexe 

3.4), la même association de sesquiterpènes que celle trouvée dans la résine du Flying Fish (α-

copaène S13, β-élémène S14, et caryophyllène S15), caractéristique des genres Shorea et 

Cotylelobium, a été découverte (Annexe 3.5). L’absence de l’acide shoréique T3 parmi les 

triterpènes (Annexe 3.3b) ne nous permet pas d’attribuer préférentiellement la résine du Lingga 

au genre Shorea comme précédemment. Inversement, son absence ne peut être utilisée comme 

un critère de distinction entre ces deux genres, et ainsi relier la résine au genre Cotylelobium. 

En effet, au sein même du genre Shorea, toutes les espèces ne présentent pas forcément l’acide 

shoréique T3, comme par exemple certaines espèces de la section Anthoshorea (Bisset et al., 

1971). A ce stade, il est donc impossible d’attribuer de manière certaine la résine à l’un des 

deux genres. 

b) Triterpénoïdes aromatiques  

Au-delà des sesquiterpènes observés, des marqueurs d’altération de triterpènes ont 

également été mis en évidence dans cette même fraction. Ces composés, ayant des masses 

moléculaires comprises entre 324 et 378 Da, ont été identifiés, sur la base de la GC-MS et par 
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comparaison avec des spectres de masse publiés (Spyckerelle, 1975 ; Saptorahardjo, 1985 ; 

Wolff et al. 1989 ; Jacob et al., 2007), comme étant des triterpènes tétra- et pentacycliques mono 

à tétra-aromatiques (Fig. 3.18). Ces composés sont donc à relier à l’altération de précurseurs 

triterpéniques oxygénés en C-3 par des processus microbiens en conditions anoxiques, comme 

nous en avons discuté dans le paragraphe 3.4.1.b (Trendel, 1985 ; Ries-Kautt, 1986 ; Lohmann, 

1988 ; Wolff et al. 1989 ; Lohmann et al., 1990 ; Stout, 1992). De nombreuses études ont été 

menées sur ces composés étant donné la part importante que peuvent représenter ces triterpènes 

dans les sédiments, dans les schistes bitumeux ou dans la houille, ce qui a conduit à de 

nombreuses identifications moléculaires (Spyckerelle, 1975 ; Wakeham et al., 1980 ; Chaffee 

et Johns, 1983 ; Saptorahardjo, 1985 ; Chaffee et Fookes, 1988 ; Wolff et al., 1989 ; Loureiro 

et Cardoso, 1990 ; Jacob et al., 2007). Cependant, seules certaines d’entre elles ont été 

effectuées par synthèse de composés de référence ou par isolement des molécules en vue de 

leur étude structurale par RMN (e.g., Spyckerelle, 1975 ; Saptorahardjo, 1985 ; Chaffee et 

Fookes, 1988 ; Wolff et al. 1989). 

 

Figure 3.18 : Chromatogramme en phase gazeuse partiel (GC-MS, IE, 70 eV) de la fraction apolaire 

F1 obtenue à partir de la résine du Lingga centré sur les triterpénoïdes aromatiques (cf. Annexe 3.4). 

Les structures des composés numérotés sont représentées dans l’Appendice de la thèse. Programme 

A de température du four GC (cf. § 6.5.2). 

 

Les triterpènes aromatiques T44-T49 (Fig. 3.18) de la famille de l’oléanane et de l’ursane 

ont pu être identifiés dans la résine du Lingga grâce aux données disponibles dans la littérature 

(Spyckerelle, 1975 ; Wolff et al., 1989).  

Les composés T50 et T51 présentent des spectres de masse très similaires caractérisés par 

un ion moléculaire à m/z 376 et un pic de base à m/z 145 proches du spectre de masse du 24,25-

dinorlupa-1,3,5(10),20(29)-tétraène identifié par Saptorahardjo (1985) (Fig. 3.18). D’après son 
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temps de rétention relatif par rapport à son homologue saturé T52, dont nous disposions de la 

référence synthétique (Wolff et al., 1989), nous avons pu attribuer la structure T50 à l’isomère 

majeur par comparaison avec une distribution reportée dans la littérature (Saptorahardjo, 1985). 

Celui-ci provient très probablement de l’aromatisation du cycle A du lupéol T25 induite par des 

processus microbiens en conditions anoxiques, comme décrit précédemment. Le triterpène T51 

pourrait, quant à lui, être un produit de transformation de l’hydroxyhopanone T53 dont il 

dériverait par aromatisation du cycle A en conditions anoxiques suivi de la déshydratation de 

l’alcool localisé sur la chaîne isopropyle. Le lupéol T25 et l’hydroxyhopanone T53, précurseurs 

des composés T50 et T51, ont par ailleurs été identifiés dans les résines de dammar (Mills and 

Werner, 1955 ; Poehland et al., 1987 ; Burger, 2008). 

c) Conclusion  

Nous avons pu déterminer, d’après son contenu en sesqui- et triterpènes, que la résine 

transportée par le navire Lingga correspond à du dammar appartenant soit au genre Shorea soit 

au genre Cotylelobium. Il n’a toutefois pas été possible, sur une base moléculaire, de déterminer 

plus précisément de quel genre végétal la résine est issue. Tout au plus peut-on proposer que le 

genre Shorea est à l’origine de la résine du Lingga compte tenu de la diversité des espèces 

présentes dans le genre Shorea par rapport aux seules six espèces du genre Cotylelobium. Quoi 

qu’il en soit, ces deux genres sont absents de la Chine mais sont présents en Indonésie (Maury-

Lechon et Curtet, 1998) et il peut donc être proposé sur ces bases que la résine du Lingga a été 

embarquée lors de l’escale du navire à Riau en Indonésie. 

Cette résine, tout comme celle de l’épave du Flying Fish, s’est également avérée avoir subi 

des processus d’altération par voie microbienne en conditions anoxiques lors de son séjour dans 

les sédiments après le naufrage du navire. Contrairement à la résine du Flying Fish, les 

processus d’altération n’ont pas mené à la perte du cycle A mais simplement à l’aromatisation 

successive des cycles A à D des précurseurs triterpéniques oxygénés en C-3 dans le cas de la 

résine du Lingga. Parmi l’ensemble des structures identifiées, la structure du composé T51 est 

proposée ici pour la première fois sur la base de la spectrométrie de masse. Ce composé est un 

dérivé aromatisé de l’hydroxyhopanone – une molécule précurseur largement distribuée chez 

les angiospermes – et ne constitue de ce fait pas un marqueur suffisamment spécifique pour être 

relié directement aux dammars.  
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3.5. Conclusion 

Les analyses réalisées dans le cadre de cette étude nous ont permis d’identifier deux résines 

provenant de deux épaves trouvées au large de Sabah et des îles Lingga comme étant des 

dammars. L’une d’entre elles a pu être rattachée au genre Shorea grâce à la présence de l’acide 

shoréique, tandis que l’autre, de manière plus incertaine, semble provenir également du genre 

Shorea bien qu’une autre source végétale, appartenant au genre Cotylelobium, ne puisse être 

complètement exclue. Dans l’hypothèse où les deux résines proviendraient du même genre 

botanique, l’absence de l’acide shoréique dans l’une d’elles indique clairement qu’elles ne 

proviennent pas de la même espèce. Toutefois, dans les deux cas, il a été possible de répondre 

à la question de la provenance géographique de ces résines, à savoir la Malaisie pour la résine 

du Flying Fish et l’Indonésie pour la résine du Lingga, et d’écarter une éventuelle provenance 

chinoise. 

Outre l’analyse chimiotaxonomique, le contexte sédimentaire dans lequel ont été trouvées 

ces résines nous a également permis d’étudier les processus d’altération induits par l’activité 

microbienne en conditions anoxiques et subis par la matière organique post-enfouissement dans 

les sédiments, à la suite du naufrage des navires. Les des-A-triterpènes des séries de l’oléanane 

et de l’ursane, ainsi que les triterpènes (poly)aromatiques de ces mêmes séries, ont déjà été bien 

étudiés par le passé. Par contre, un certain nombre de nouvelles molécules altérées par ces 

mêmes processus ont pu être identifiées partiellement dans le cadre de nos travaux. L’une 

d’entre elles a été caractérisée comme étant un des-A triterpène de la famille du diptérocarpol, 

famille qui est particulièrement abondante dans les dammars, constituant ainsi un nouveau 

biomarqueur d’altération des résines de Dipterocarpaceae en milieu anaérobie.  
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ANNEXES DU CHAPITRE 3 

 

Annexe 3.1 : Spectres de masse (IE, 70 eV) du lanostérol T32 (a) et de l’euphol T33 (b). Les alcools 

sont analysés sous forme d’acétates.  

 

 

Annexe 3.2 : Chromatogramme en phase gazeuse (GC-MS, IE, 70 eV) de la fraction F3 (cf. § 6.3.2.a) 

comprenant le composé inconnu A8. Les structures des composés numérotés sont représentées dans 

l’Appendice de la thèse. Programme B de température du four GC (cf. § 6.5.2). 
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Annexe 3.3 : Chromatogramme en phase gazeuse (GC-MS, IE, 70 eV) de l’extrait lipidique obtenu à 

partir de la résine du Lingga. (a) vue d’ensemble, (b) zoom centré sur les composés triterpéniques. 

Les alcools sont analysés sous la forme d’acétates et les acides sous la forme d’esters méthyliques. Les 

structures des composés numérotés sont représentées dans l’Appendice de la thèse. Programme B de 

température du four GC (cf. § 6.5.2). 
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Annexe 3.4 : Chromatogramme en phase gazeuse (GC-MS, IE, 70 eV) de la fraction apolaire F1 

obtenue à partir de la résine du Lingga avec le protocole d’extraction spécifique des composés 

volatils. Programme A de température du four GC (cf. § 6.5.2). 

 

 

Annexe 3.5 : Chromatogramme en phase gazeuse partiel (GC-MS, IE, 70 eV) de la fraction apolaire 

F1 obtenue à partir de la résine du Lingga centré sur les composés sesquiterpéniques (cf. Annexe 

3.4). Les structures des composés numérotés sont représentées dans l’Appendice de la thèse. 

Programme A de température du four GC (cf. § 6.5.2). 
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4.1. Introduction 

Les matériaux organiques résineux issus du gemmage des arbres, comme ceux étudiés dans 

le chapitre 3, ne sont pas les seuls matériaux à avoir été utilisés par le passé. Effectivement, 

d’autres substances organiques provenant de la pyrolyse de bois ou d’écorce, appelés goudrons, 

poix4 ou encore brais5 ont largement été employés dès les temps les plus anciens par l’Homme 

et ont fait l’objet de nombreuses études (Colombini et Modugno, 2009 et références citées ; 

Robinson et al., 1987 ; Loewen, 2005 ; Bailly, 2015 ; Courel et al., 2018).  

Dans le cadre de ce chapitre, nous nous sommes intéressés plus spécifiquement au brai de 

bouleau, un goudron végétal produit par pyrolyse de l’écorce de bouleau fréquemment 

rencontré en contexte archéologique (Aveling et Heron, 1999 ; Charters et al., 1993 ; Courel et 

al., 2018). Pour ce faire, un corpus d’échantillons archéologiques provenant de trois sites datant 

du Néolithique nous a été confié au travers de collaborations avec l’INRAP6 (Mmes Fanny 

Chenal et Delphine Minni), l’Université Paul Valéry Montpellier 3 (Mme Pauline Debels, 

doctorante) et la DRAC7 d’Occitanie (M. Philippe Galant). Au-delà de la présentation du profil 

moléculaire de chacun des échantillons analysés ayant mené à leur identification taxonomique 

en tant que brai de bouleau, il sera également question de certaines de leurs particularités. Ainsi, 

dans certains cas, il sera discuté d’un possible apport de résine de conifère au brai de bouleau. 

Par ailleurs, l’identification de nouveaux biomarqueurs sera décrite, marqueurs potentiellement 

indicateurs du mode de fabrication du brai de bouleau. 

4.2. Le brai de bouleau 

Le brai de bouleau est un goudron produit à partir de la pyrolyse d’écorce de bouleau. Cette 

substance a été utilisée par le passé en Europe dès le Paléolithique Moyen, ce qui en fait un des 

plus anciens matériaux organiques façonnés par la main de l’Homme connu à ce jour (Koller et 

al., 2001 ; Grünberg, 2002 ; Niekus et al., 2019). Ce n’est toutefois qu’à partir du Néolithique 

qu’il a été plus fréquemment mis en évidence dans les découvertes archéologiques (Ottaway, 

1992 ; Lucquin et al., 2007 ; Mitkidou et al., 2008 ; Morandi et al., 2018). 

 

4 Le terme de « poix » est également utilisé pour désigner des matériaux issus du traitement thermique de 

résines de Pinaceae (Bailly, 2015) 
5 Le terme de « brai » désigne généralement le goudron produit à partir d’écorce de bouleau (Bailly, 2015) 
6 Institut National de Recherche en Archéologie Préventive 
7 « DRAC » : Direction Régionale des Affaires Culturelles 
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Grâce à l’apport de l’archéologie expérimentale, il a été possible de définir les conditions 

opératoires nécessaires pour la production du brai de bouleau : une température de chauffe d’au 

moins 340 °C et des conditions anoxiques pour assurer une pyrolyse (Koller et al., 2001 ; 

Rageot, 2015). En tenant compte de ces contraintes, plusieurs systèmes de production ont pu 

être imaginés, se divisant en deux types de procédés nommés autothermiques et allothermiques 

(Rageot et al., 2019). Dans les procédés autothermiques, l’écorce de bois est directement 

exposée au feu (Kurt et al., 2008), tandis que dans le cas des procédés allothermiques, un 

« conducteur » est placé entre la source de chaleur et l’écorce (Rageot et al., 2019). Selon 

Rageot et al. (2019), les processus autothermiques ont été principalement utilisés pour la 

production de goudron de conifère et non pour la production de brai de bouleau étant donné le 

caractère très inflammable de l’écorce de bouleau. Parmi les procédés allothermiques, deux 

types de systèmes ont été décrits, l’un faisant intervenir une étape de séparation de l’exsudat de 

l’écorce de bouleau (brai) alors qu’aucune séparation n’est effectuée dans le cas du deuxième 

système (Rageot et al., 2019). 

La méthode dite du « double-pot », encore appelée « per descensum » (Fig. 4.1a) est un 

exemple de procédé allothermique avec séparation des produits de pyrolyse et de l’écorce. Ce 

système fait appel à un dispositif fermé, composé de deux céramiques superposées, scellées 

avec de l’argile afin d’assurer des conditions de pyrolyse parfaitement anoxiques. Le fond de 

la céramique supérieure est perforé de plusieurs trous, l’ensemble du dispositif étant ensuite 

enfoui à mi-hauteur dans le sol. Un foyer en surface permet alors de chauffer la céramique 

supérieure contenant les écorces de bouleau. Le brai exsudé descend par gravité dans la 

céramique inférieure et se retrouve ainsi isolé du foyer (Rageot, 2015 ; Rageot et al., 2019). 

A l’inverse du système du « double-pot », la technique du « simple-pot » (Fig. 4.1b) 

correspond, quant à elle, à un système allothermique qui ne fait pas intervenir de séparation 

entre le brai de bouleau généré et l’écorce. Un tel dispositif est donc constitué d’un unique 

récipient en céramique contenant l’écorce de bouleau, scellé afin d’assurer des conditions 

anoxiques. Ainsi, lors du chauffage du récipient par un feu extérieur, le brai exsudé reste en 

contact avec l’écorce et est soumis à des conditions de températures élevées tout au long de la 

production (Rageot, 2015 ; Rageot et al., 2019). 
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Figure 4.1 : Schéma des dispositifs mis en œuvre pour la préparation de brai de bouleau par la 

méthode dite (a) du double-pot ; (b) du simple-pot (Dessin modifié d’après Pietrzak, 2012). 

 

Les deux méthodes, « simple pot » et « double-pot », sont les plus connues parmi les 

procédés allothermiques, mais elles n’ont pu être pratiquées qu’à partir du moment où la 

fabrication et l’usage des céramiques se sont répandus, au début du Néolithique. Ainsi, pour 

produire du brai de bouleau durant les périodes antérieures, les sociétés précéramiques ont 

procédé d’une autre façon en réalisant le chauffage de l’écorce dans des dômes constitués 

d’argile, de sable, de terre et de cendre (Osipowicz, 2005 ; Groom et al., 2015 ; Kozowyk et al., 

2017 ; Schenck et Groom, 2018). Il est même envisageable, comme l’ont démontré les travaux 

récents de Schmidt et al. (2019), que la production de brai de bouleau ait pu s’effectuer en 

l’absence de tout dispositif particulier, en faisant simplement brûler de l’écorce de bouleau mise 

en contact avec des pierres, le brai ainsi généré et s’étant déposé sur les pierres pouvant ensuite 

être récupéré par grattage de la surface des pierres.  

Les fouilles archéologiques ont également apporté leur lot d’informations sur le mode de 

production de goudron de végétaux en général. Elles ont conduit principalement à la mise en 

évidence de mobilier en rapport avec le système du « double-pot ». A cet égard, le plus ancien 

dispositif « double-pot » connu à ce jour date de l’Âge du Bronze (Dal Ri et Tecchiati, 2003), 

mais c’est surtout à l’époque romaine et au Moyen-Âge que l’utilisation de tels dispositifs est 

la plus marquée (Balsan, 1951 ; Regert et al., 2003 ; Trintignac, 2003 ; Burri, 2009, 2010 ; Burri 

et al., 2018). Par contre, aucune preuve archéologique n’a pu être apportée pour la production 

en système « simple-pot ». Une raison simple pour expliquer l’absence de telles découvertes 

archéologiques est que la préparation de brai selon la méthode du « simple-pot » ne fait pas 

appel à du matériel spécifique facilement identifiable comme matériel destiné à la préparation 

de goudron comme, par exemple, des céramiques avec un fond percé de trous. En ce qui 

concerne les sociétés antérieures à l’Âge du Bronze, malgré la découverte de nombreuses 
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substances adhésives apparentées au brai de bouleau, aucun système de production n’a pu être 

mis en évidence, amenant de ce fait un certain flou sur les techniques utilisées à ces époques. 

Pour les sociétés précéramiques, l’absence de preuves archéologiques est logique dans le sens 

où aucun mobilier spécifique en céramique ou métal n’a été utilisé pour produire du brai, seuls 

de l’argile, du sable, de la terre ou de la cendre étant employés. Pour les sociétés datant du 

Néolithique, l’absence de mobilier typique de production de brai est plus problématique, à tel 

point que certains auteurs suggèrent que ces sociétés aient encore largement utilisé les 

techniques ne faisant pas appel aux céramiques pour produire du brai de bouleau ou des 

techniques de type « simple-pot » (Pietrzak, 2012).  

Le brai de bouleau ainsi préparé a été largement exploité pour ses propriétés adhésives et 

hydrophobes. Grâce aux découvertes archéologiques, son utilisation a été démontrée pour 

l’emmanchement d’outils et la fixation de bijoux (Sauter et al., 2000 ; Bosquet et al., 2001 ; 

Koller et al., 2001 ; Courel et al., 2018), pour la réparation et l’imperméabilisation de 

céramiques (Charters et al., 1993 ; Reunanen et al., 1993 ; Connan et al., 2000 ; Bosquet et al., 

2001 ; Urem-Kotsou et al., 2002 ; Rageot et al., 2016), pour la décoration de céramiques (Vogt, 

1949), et également comme chewing-gum (Aveling and Heron, 1999 ; Karg et al., 2014).  

4.3. Les brais de bouleau des sites de La Rouvière et du Claux : un adhésif 

pour la réparation de céramiques  

4.3.1. Contexte archéologique8 

a) Le site de La Rouvière 

Le site de La Rouvière est situé à Rogues en Occitanie, France. Il a été découvert en 1989 

par J. Halgand et ses collègues du groupe de recherche et d’explorations souterraines du Vigan, 

et a été fouillé de 1989 à 2004 par P. Galant (Galant et al., 2000). Le site est composé d’un aven 

(découvert en 1989) et d’un établissement extérieur (découvert en 1999) qui sont reliés par un 

étroit corridor (Fig. 4.2). Il a été très probablement utilisé pour collecter et stocker de l’eau 

(Galant et Halgand, 2004). Deux phases d’occupation, toutes deux datant de la fin du 

Néolithique, ont été mises en évidence, dont la dernière (3000 BCE) s’est terminée par un 

 

8 D’après les informations fournies dans un rapport transmis par P. Debels  
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incendie. Plus de 40 jarres datant de cette dernière phase d’occupation ont été découvertes dans 

l’établissement.  

 

Figure 4.2 : Plan du site archéologique de La Rouvière avec la localisation des céramiques (Plan 

réalisé par P. Debels). Photographie illustrant la première salle de la cavité avec le mobilier en place 

(Galant et Halgand, 2004).  

 

b) Le site du Claux 

La grotte du Claux est située dans les gorges de la Vis, affluent de l’Hérault, en Occitanie, 

France. Cette grotte, bien que connue depuis 1934, n’a été fouillée qu’à partir de 1951 avec la 

réalisation de quelques sondages par J. Audibert. En 1978, G. Hodot, membre du Spéléo-Club 

Alpin du Languedoc, découvre un prolongement de la grotte où repose un abondant mobilier 

préhistorique. Depuis lors, de nombreuses autres galeries ont été découvertes avec la mise au 

jour de plus de 500 kg de céramiques et également de squelettes d’une trentaine d’individus 

(Fig. 4.3). La plupart des céramiques étaient posées à même le sol et sont en parfait état de 

conservation. Parmi elles, 130 ont été individualisées, dont trois appartiennent à la culture 

Campaniforme, deux datent de l’Âge du Bronze, les 125 restantes datant du Néolithique. Les 

céramiques ont été datées entre 2800-2300 BCE sur la base de la typologie des céramiques. De 

l’ensemble de ces informations, les archéologues ont pu conclure que la grotte a tout d’abord 

été utilisée pour des sépultures puis, après purification par le feu et placement des restes 

humains dans un espace muré, elle a été réutilisée pour la collecte et le stockage d’eau pendant 

le Néolithique.  
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Figure 4.3 : Plan du site archéologique du Claux avec la localisation des céramiques (Plan réalisé par 

P. Debels). Photographie de la grotte (Photographie par Alain Aigouin). 

 

c) Les échantillons étudiés 

Dans le corpus de céramiques qui a été mis au jour sur les deux sites présentés ci-dessus, 

certaines présentent des dépôts noirs localisés sur d’anciennes fissures, et qui pourraient 

s’apparenter à une substance organique adhésive ayant pu être utilisée pour la réparation des 

céramiques. Ainsi, dans le cadre d’une collaboration avec la doctorante Pauline Debels et 

monsieur Philippe Galant, nous avons procédé à l’analyse de sept de ces échantillons 

organiques provenant de cinq céramiques différentes afin d’en identifier la nature et l’origine.  

4.3.2. Substance organique de la céramique I15 

La céramique I15 a été découverte sur le site de La Rouvière à l’entrée de l’aven (Fig. 4.2 

et 4.4). Elle a été utilisée pour stocker de l’eau, en lien avec l’activité de stockage d’eau du site.  

Dans cette jarre, un résidu organique a été découvert le long d’une ancienne fissure et aurait 

pu être utilisé pour réparer la céramique (Fig. 4.4). Vu l’épaisseur de ce dépôt, deux 

prélèvements ont été réalisés, correspondant au contour et au cœur du résidu, mais ils se sont 

avérés être identiques lors de leur analyse par GC-MS. Il sera donc question par la suite de la 

substance organique de cette céramique dans sa globalité. 
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Figure 4.4 : Céramique I15 (A gauche), et dépôt carboné associé (A droite). (Photographies par P. 

Debels). 

 

a) Les triterpènes, biomarqueurs de brai de bouleau 

Le chromatogramme de la fraction lipidique obtenue selon le protocole décrit en partie 

expérimentale (cf. § 6.1.2) est dominé par des triterpènes de la série du lupane caractérisés par 

un fragment à m/z 189 dans leurs spectres de masse (Budzikiewicz et al., 1963) (Fig. 4.5). Nous 

trouvons, notamment, le lupéol T25, la bétuline T54, et la bétulone T55 qui sont des triterpènes 

natifs de l’écorce de bouleau (Hayek et al., 1989, 1990 ; Schnell et al., 2014). La bétuline, 

malgré sa large répartition chez les angiospermes, n’est présente en quantité remarquable que 

dans le genre Betula, et de ce fait est considérée dans la littérature comme un biomarqueur 

important d’une contribution végétale provenant de bouleau dans les échantillons 

archéologiques (Hayek et al., 1989). Ces molécules, et plus particulièrement la bétuline T54, 

sont en effet de loin les triterpènes majeurs dans les extraits d’écorces de bouleau fraîches ou 

altérées (Hayek et al., 1990 ; Aveling et Heron, 1998 ; Schnell et al., 2014 ; Courel et al., 2018). 

Toutefois, ces composés n’apparaissent qu’en proportions mineures dans notre échantillon (Fig. 

4.5).  

En revanche, il est intéressant de noter que la distribution est dominée par les composés 

T56-T60 qui sont des molécules appartenant aux séries des Δ2-triterpènes. Ces composés, en 

combinaison avec les dérivés de type allobétulane T59-T62 également identifiés grâce à leur 

mode de fragmentation et aux spectres de masse disponibles dans la littérature (Budzikiewicz 

et al., 1963 ; Schmidt and Huneck, 1979 ; Li et al., 1989 ; Aveling et Heron, 1998 ; Rageot, 

2015 ; Courel, 2016 ; Courel et al., 2018), sont connus pour être des marqueurs d’altération 

issus de la pyrolyse des triterpènes natifs de l’écorce de bouleau. De ce fait, ils sont utilisés 

comme des biomarqueurs importants pour l’identification de brais de bouleau, substance qui 
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semble donc constituer notre échantillon archéologique (Bosquet et al., 2001 ; Modugno et al., 

2006b ; Regert et al., 2006 ; Courel et al., 2018 ; Rageot et al., 2019).  

 

Figure 4.5 : Chromatogramme en phase gazeuse (GC-MS, IE, 70 eV) de l’extrait lipidique de 

l’échantillon de la céramique I15. Fx : acide gras avec x atomes de carbone. Les alcools sont analysés 

sous la forme d’acétates et les acides sous la forme d’esters méthyliques. Les structures des composés 

numérotés sont représentées en Appendice. Programme B de température du four GC (cf. § 6.5.2). 

 

Ainsi, les Δ2-triterpènes T56-T57 sont formés respectivement par élimination de la fonction 

alcool en C-3 du lupéol T25 et de la bétuline T54 (Fig. 4.6). Cette réaction est généralement 

induite par un traitement thermique comme celui intervenant pendant la préparation du brai de 

bouleau (Courel et al., 2018 ; Rageot et al., 2019). Toutefois, il nous semble important de 

signaler que la présence de ces Δ2-triterpènes a, par le passé, été mise en évidence dans de 

l’écorce de bouleau altérée n’ayant pas subi de traitement thermique (Aveling et Heron, 1998). 

Néanmoins, les composés T56-T57 y sont uniquement présents à l’état de traces et pourraient, 

dans ce cas, correspondre à des artéfacts liés au système d’injection en GC-MS utilisé 

(dégradation/déshydratation thermique de triterpènes oxygénés en C-3 dans l’injecteur chauffé) 

plutôt qu’à des molécules présentes à l’état natif dans l’échantillon analysé. Ce point a d’ailleurs 

déjà été soulevé lors d’une thèse précédente réalisée dans notre laboratoire (Courel, 2016). 

 

Figure 4.6 : Voie de formation des Δ2-triterpènes par déshydratation de triterpènes oxygénés en C-3. 
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De manière similaire, il a été montré que la formation des allobétulanes T61 et T62 par 

réarrangement acido-catalysé du cycle E de la bétulone T55 et de la bétuline T54, 

respectivement, est également induite par un traitement thermique tel que celui mis en œuvre 

lors de la préparation de brai de bouleau (Davy et al., 1951a, 1951b ; Green et al., 2007 ; 

Salvador et al., 2009 ; Courel, 2016) (Fig. 4.7). La formation des allobétulanes T59 et T60, 

issus respectivement de la bétuline T54 et de l’acide bétulinique T63 comprend, de plus, une 

étape de déshydratation de la fonction hydroxyle en C-3. 

 

Figure 4.7 : Mécanisme de réarrangement intramoléculaire à l’origine des allobétulanes (Green et 

al., 2007 ; Salvador et al., 2009). 

 

Néanmoins, la bétuline T54 est anormalement peu abondante par rapport aux marqueurs 

d’altération si l’on compare le profil moléculaire de notre échantillon de brai de bouleau 

archéologique aux distributions de triterpénoïdes de brais archéologiques « classiquement » 

décrits dans la littérature (Aveling et Heron, 1998, 1999 ; Sauter et al., 2000 ; Koller et al., 

2001 ; Courel et al., 2018). Toutefois, il existe quelques exemples de distributions de triterpènes 

de brais assez semblables à la nôtre, et qui ont été interprétées comme résultant d’un chauffage 

intense durant la préparation du brai (Urem-Kotsou et al., 2002 ; Regert et al., 2003). A cet 

égard, un stress thermique important pourrait également expliquer l’inhabituelle présence des 

triterpènes T58, T64 et T65 correspondant aux versions hydrogénées en position 20(29) des 

triterpènes T57, T56 et T54 (Fig. 4.5). Ceux-ci pourraient, en effet, avoir été formés par un 

processus thermique réducteur ou des processus de dismutation induits par la chaleur, ou encore 

correspondre à des composés mineurs, plus stables, qui se seraient trouvés enrichis par rapport 

à leurs analogues insaturés (20(29)) plus fragiles.  

b) Esters de triterpènes des séries E1-E4 

En plus des triterpènes classiquement trouvés dans les brais de bouleau, 4 séries de 

molécules E1-E4 éluées à des temps de rétention plus élevés ont été détectées (Fig. 4.5). Les 

composés des séries E1-E4 présentent des modes de fragmentation en spectrométrie de masse 

similaires à ceux de la Δ2 bétuline T57 ou de la Δ2 dihydrobétuline T58 (sous forme acétylée), 

mais avec des masses moléculaires plus élevées comprises entre 494 et 748 Da. Afin de pouvoir 
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analyser de manière plus précise les distributions de ces composés, un protocole d’extraction et 

d’analyse spécifique a été développé (cf. § 6.4.1). 

La fraction F1.2 s’est révélée être enrichie en composés appartenant aux séries E1 et E2 (Fig. 

4.8). Les composés de la série E1 ont des spectres de masse très proches de celui de la Δ2 

bétuline T57 acétylée (Fig. 4.9a) avec des ions moléculaires à m/z 466 + n × 14 Da (n = 2-20) 

(Fig. 4.9c pour n = 7), tandis que les composés issus de la série E2 ont des spectres de masse 

très proches de celui de la Δ2 dihydrobétuline T58 acétylée (Fig. 4.9b) avec des ions 

moléculaires à m/z 468 + n × 14 Da (n = 2-20) (Fig. 4.9d pour n = 7). Lors d’une étude 

précédente, l’identification des composés de la série E1 avait été proposée comme étant des 

dérivés de la Δ2 bétuline T57 estérifiée en C-28 avec des acides monocarboxyliques ayant 

différentes longueurs de chaîne (Dudd et Evershed, 1999). Par analogie, nous proposons que 

les composés de la série E2 ont cette même structure mais sans insaturation en 20(29). Dans le 

cas de ces deux séries, la distribution de la partie acide monocarboxylique s’étend de C4 à C22 

comme illustré sur la figure 4.8. Toutefois, la proposition de structure rapportée par Dudd et 

Evershed (1999) pour la série E1 était uniquement basée sur l’interprétation des spectres de 

masse et sur des expériences d’hydrolyse alcaline, ce qui ne représente qu’une identification 

partielle. De ce fait, nous avons entrepris la synthèse des homologues E1a et E2a des séries E1 

et E2 (Fig. 4.9c et 4.9d) selon le protocole décrit en partie expérimentale (cf. § 6.4.3) en vue 

d’une identification rigoureuse de ces séries d’esters. Pour résumer le schéma synthétique suivi, 

la fonction hydroxyle en C-3 de la bétuline T54 (resp. dihydrobétuline T65) a tout d’abord été 

déshydratée de manière sélective suivant un protocole décrit dans la littérature (Sun et al., 

1998b), menant à la formation de la Δ2 bétuline T57 (resp. Δ2 dihydrobétuline T58). La fonction 

alcool en C-28 a ensuite été estérifiée avec du chlorure de nonanoyle, menant à la formation du 

composé E1a (resp. E2a) dont les structures ont été confirmées par GC-MS et RMN (cf. § 

6.4.3). Les spectres de masse et les temps de rétention obtenus pour les composés synthétiques 

et ceux obtenus pour les composés archéologiques étant identiques, cela confirme donc 

l’identification des esters triterpéniques des deux séries. 
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Figure 4.8 : Chromatogramme en phase gazeuse partiel (GC-MS, IE, 70 eV) de la fraction F1.2 

montrant la distribution des esters de triterpènes des séries E1 et E2. Les structures des composés 

numérotés sont représentées en Appendice. Programme C de température du four GC (cf. § 6.5.2). 

 

 

Figure 4.9 : Spectres de masse (IE, 70 eV) des composés T57, T58 et des composés E1a-E4a. 

 

La fraction F2.2, quant à elle, est enrichie en composés des séries E3 et E4 (Fig. 4.10). 

Comme pour la série E1, les spectres de masse des composés de la série E3 montrent une 

similarité importante avec celui de la Δ2 bétuline T57 acétylée (Fig. 4.9a), mais avec une masse 

moléculaire de 510 + n × 14 (n = 2-8) (Fig. 4.9e pour n = 6). De manière similaire, les spectres 

de masse des composés de la série E4 montrent une ressemblance importante avec celui de la 

Δ2 dihydrobétuline T58 acétylée (Fig. 4.9b), mais avec une masse moléculaire de 512 + n × 14 

(n = 2-8) (Fig. 4.9f pour n = 6). Sur la base de ces données, nous proposons que les composés 
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des séries E3 et E4 correspondent respectivement à des acides dicarboxyliques estérifiés au 

niveau de l’alcool en position C-28 de la Δ2 bétuline T57 et de la Δ2 dihydrobétuline T58 avec 

une distribution allant de C4 à C10 pour la partie diacide carboxylique (Fig. 4.10). Ces composés 

n’ayant jamais été identifiés dans la littérature, et afin de confirmer nos hypothèses structurales, 

la synthèse des homologues E3a et E4a (Fig. 4.9e et 4.9f) des séries E3 et E4 a été effectuée 

selon le protocole décrit en partie expérimentale (cf. § 6.4.3). La synthèse de ces composés a 

été identique à celle des esters E1a et E2a, à l’exception de l’utilisation du 8-chloro-8-

oxooctanoate de méthyle à la place du chlorure de nonanoyle lors de l’étape d’estérification. 

Les structures des composés E3a et E4a ainsi obtenus ont été ensuite confirmées par GC-MS 

et RMN (cf. § 6.4.3). La comparaison des spectres de masse et des temps de rétention en 

chromatographie gazeuse des composés synthétisés et de ceux présents dans l’échantillon 

archéologique, identiques en tout point, confirme donc les structures des séries E3 et E4.  

 

Figure 4.10 : Chromatogramme en phase gazeuse partiel (GC-MS, IE, 70 eV) de la fraction F2.2 

montrant la distribution des esters de triterpènes des séries E3 et E4. Les acides sont analysés sous 

forme d’esters méthyliques. Les structures des composés numérotés sont représentées en Appendice. 

Programme C de température du four GC (cf. § 6.5.2). 

 

c) Mode de formation des esters de triterpènes des séries E1-E4 

Lors de la découverte des esters de triterpènes des séries E1 et E2 et de leur identification 

partielle par Dudd et Evershed en 1999, une voie de formation a également été proposée pour 

expliquer l’origine de ces composés. Elle implique une réaction d’estérification entre un 

triterpène de la famille de la bétuline (de la Δ2 bétuline T57 dans le cas de la série E1) et un 

acide monocarboxylique pendant la fabrication du brai de bouleau. Dudd et Evershed (1999) 

ont proposé que ces composés puissent résulter de réactions croisées lors du chauffage à haute 

température soit d’un mélange fait d’écorce de bouleau et de graisse animale soit d’un mélange 
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de brai de bouleau et de graisse animale, la graisse étant ajoutée pour modifier les propriétés 

originelles du brai. 

Pour notre part, nous proposons que les acides monocarboxyliques estérifiés aux dérivés de 

la bétuline puissent provenir plutôt de la dégradation thermique de la subérine – un biopolymère 

important de l’écorce de bouleau (Gandini et al., 2006 ; Pinto et al., 2009 ; Ferreira et al., 2013) 

– que d’une graisse animale (Fig. 4.11). Cette hypothèse est notamment basée sur la présence 

dans l’extrait lipidique d’acides gras libres avec une distribution qui s’étend de C14 à C24 

dominée par les homologues en C16, C18, C22, mais également sur la présence d’α,ω-

hydroxyacides C20 et C22, et de diacides en C16-C22 (Fig. 4.12a et b). Cette distribution est 

typique des sous-unités aliphatiques liées dans la structure macromoléculaire de la subérine de 

l’écorce de bouleau (Holloway, 1972 ; Ekman, 1983 ; Ferreira et al., 2013). De telles 

distributions avaient, d’ailleurs, déjà été mises en évidence dans certains brais de bouleau 

(Charters et al., 1993 ; Reunanen et al., 1993, 1996 ; Courel, 2016 ; Rageot et al., 2019). Par 

ailleurs, la fraction F1.2 contenant les esters de triterpènes des séries E1 et E2 a été traitée avec 

LiAlH4, un réactif d’hydrogénolyse coupant les liaisons esters pour conduire aux alcools 

correspondant aux parties alcools et acyles des esters (Anand et al., 1987) (cf. § 6.4.2). La 

comparaison entre la distribution des alcools issus de la partie acyle des esters triterpéniques et 

celle des acides gras libres présents dans l’extrait lipidique (Fig. 4.12c) fait ressortir une nette 

similitude des prédominances entre les acides gras libres et les alcools issus du traitement par 

LiAlH4, avec C16 > C18 > C22 > C20 = C21, confirmant que les acides gras liés dans les séries E1 

et E2 proviennent bien de la subérine.  

 

Figure 4.11 : Voie de formation supposée des esters de triterpènes des séries E1-E4. 
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Figure 4.12 : (a) Chromatogramme en phase gazeuse partiel (RIC ; GC-MS, IE, 70 eV) montrant la 

distribution des composés aliphatiques de la fraction F1. Fx : acide monocarboxylique, Dx : diacide, 

Wx : α,ω-hydroxyacide. x : nombre d’atomes de carbone. (b) Chromatogramme de masse m/z 74 

partiel (GC-MS, IE, 70 eV) montrant la distribution des acides gras de la fraction F1. (c) 

Chromatogramme en phase gazeuse partiel (RIC ; GC-MS, IE, 70 eV) montrant la distribution des 

alcools gras libérés après traitement par LiAlH4 des esters E1-E2 présents dans la fraction F1.2. Ax : 

alcool avec x nombre d’atomes de carbone. Les alcools sont analysés sous forme d’acétates et les 

acides sous forme d’esters méthyliques. Programme B de température du four GC (cf. § 6.5.2). 

 

Les esters des séries E3 et E4, quant à eux, pourraient correspondre à des produits formés par 

l’oxydation d’esters issus à l’origine de l’estérification entre triterpènes T57 et T58 et acides 



Chapitre 4 : Identification de brais de bouleau archéologiques 

157 

gras insaturés issus de la subérine (Ekman, 1983 ; Ferreira et al., 2013) (Fig. 4.11). Ces esters 

se seraient ensuite dégradés pour conduire à la formation des esters des séries E3 et E4 soit 

pendant le traitement thermique, ou ultérieurement, durant le vieillissement de la matière 

organique (Fig. 4.11). En ce sens, il est intéressant de noter que les acides oléique et linoléique 

sont les acides gras insaturés prédominants de la subérine et ont révélé, lors des expériences 

d’autoxydation présentées dans le chapitre 2, la nette formation d’une distribution des diacides 

entre C6-C11, proche de celle observée pour les esters des séries E3 et E4, avec la prédominance 

de l’acide azélaique (C9) majeur dans les deux séries (Fig. 4.10). 

d) Mode de préparation du brai de bouleau archéologique 

L’analyse par GC-MS de la substance organique provenant de la céramique I15 a permis de 

révéler une majorité de biomarqueurs de la série du lupane comprenant à la fois des composés 

naturellement présents dans l’écorce de bouleau, mais aussi, et surtout, des produits de 

dégradation thermique de ceux-ci, menant donc à son identification comme étant du brai de 

bouleau. Celui-ci ayant été trouvé le long d’une ancienne fissure de la céramique, il a très 

probablement été utilisé pour la réparer (Charters et al., 1993 ; Connan et al., 2000 ; Bosquet et 

al., 2001 ; Urem-Kotsou et al., 2002 ; Rageot et al., 2016). Toutefois, la distribution en 

triterpènes de cet enduit, mêlant un faible taux de bétuline T54 et la prédominance des 

marqueurs d’altération/déshydratation, interroge sur son mode de fabrication et suggère 

l’utilisation de conditions thermiques particulièrement drastiques.  

Comme présenté précédemment, de par le caractère très inflammable de l’écorce de 

bouleau, seuls les processus allothermiques, pouvant faire appel ou non à un système de 

séparation, sont susceptibles d’avoir été utilisés pour la fabrication de brai de bouleau. En 

l’absence de séparation, le goudron végétal fraîchement exsudé continue à être chauffé en 

présence de l’écorce de bouleau jusqu’à la fin du traitement thermique. Au contraire, dans le 

cas d’un système avec séparation, le brai exsudé tombe dans un contenant inférieur isolé du 

foyer, le protégeant ainsi d’altérations ultérieures induites par la chaleur. Il semblerait donc, du 

point de vue de la distribution observée dans notre échantillon caractérisée par la prédominance 

de produits d’altération thermique et la quasi-absence de bétuline T54, que celui-ci ait été 

préparé selon un procédé allothermique sans séparation, dont le plus connu est le système du 

« simple-pot », où le brai formé est soumis aux conditions thermiques les plus drastiques. Cette 

hypothèse serait en accord avec les résultats issus de la vaste étude moléculaire réalisée par 

Rageot et al. (2019) sur la production de brai de bouleau en méthodes « simple-pot » et 
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« double-pot ». Effectivement, seules les productions réalisées avec la méthode du « simple-

pot » ont conduit à des taux de bétuline T54 particulièrement bas.  

e) Les esters de triterpènes E1-E4 comme nouveaux biomarqueurs de brais de bouleau 

fortement chauffés 

Jusqu’à présent, les esters de triterpènes dérivés de la bétuline, notamment ceux de la série 

E1 décrite précédemment par Dudd et Evershed (1999), ont été considérés comme des 

marqueurs d’altération thermique impliquant un mélange entre de la graisse animale et du brai 

de bouleau. Cependant, en se basant sur le présent travail, il semblerait que ces composés 

puissent également provenir de réactions d’estérification impliquant des triterpènes issus de la 

famille de la bétuline provenant d’écorce de bouleau et des produits de dégradation thermique 

de subérine de bouleau (acides monocarboxyliques, diacides) libérés pendant la fabrication du 

brai de bouleau (Fig. 4.11). Ainsi donc, la génération des esters de triterpènes E1-E4 irait dans 

le sens d’un processus de fabrication de brai de bouleau impliquant à la fois des températures 

élevées (formation prépondérante de 2-triterpènes) et un contact prolongé entre triterpènes et 

acides gras issus de la dégradation de la subérine de bouleau conduisant à leur estérification.  

De ce fait, les esters E1-E4 pourraient être considérés comme des indicateurs moléculaires 

de processus thermiques intenses se produisant pendant la préparation du brai de bouleau, 

comme ceux intervenant dans le procédé du « simple-pot ». Les réactions de 

condensation/estérification entre les alcools triterpéniques et les composés comportant au 

moins une fonction acide ont pu être favorisées par une catalyse acide (Dudd et Evershed, 

1999), peut-être fournie par les phénols provenant de la pyrolyse de la lignine (Faix et al. 1990 ; 

Reunanen et al. 1996 ; Regert et al., 2006 ; Colombini et al., 2009b ; Orsini et al., 2015).  

Il est intéressant de souligner qu’une étude récente (Urem-Kotsou et al., 2018) a également 

conduit à la détection des esters gras de triterpènes de la série E1 dans des échantillons de brais 

archéologiques, ces composés ayant été interprétés, comme dans l’étude de Dudd et Evershed 

(1999), comme résultant d’un mélange entre du brai de bouleau et une graisse. Toutefois, les 

acides monocarboxyliques et les diacides à chaînes courtes et longues mis en évidence dans ces 

échantillons présentent également une distribution typique de celle de la subérine. Ceci pourrait 

donc indiquer que les esters de triterpènes identifiés dans l’étude de Urem-Kotsou et al. (2018) 

ont également été formés lors de la préparation du brai de bouleau par interaction entre produits 

de pyrolyse de la subérine et triterpènes, et ne seraient donc pas le résultat du mélange entre 

deux substances.  
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L’étude d’autres d’échantillons archéologiques et des expériences de production de brai de 

bouleau seront nécessaires à l’avenir pour clarifier les conditions dans lesquelles ces esters de 

triterpènes sont formés. Ces derniers représentent potentiellement de nouveaux outils 

moléculaires pour la distinction entre les différents modes de préparation des brais de bouleau, 

et pourront éventuellement se montrer spécifiques du système de préparation de brai sans 

séparation comme la méthode du « simple-pot ».  

4.3.3. Les autres échantillons archéologiques 

Nous avons analysé, par ailleurs, des résidus organiques échantillonnés sur d’autres 

céramiques, I26, I43, et Sd 299 dec 2, provenant également du site de la Rouvière. Les deux 

premières ont été découvertes dans l’enceinte de l’établissement (Fig. 4.2), tandis que la 

dernière a été trouvée à l’extérieur. Les résidus organiques présents sur ces céramiques sont 

situés le long de cassures pour I26 et I43, et dans un trou pour Sd 299 dec 2, s’apparentant donc 

à des substances organiques qui auraient été utilisées pour réparer ces céramiques.  

La céramique n°5, quant à elle, a été retrouvée dans le secteur K inférieur de la grotte du 

Claux (Fig. 4.3 ; céramique en rouge). Celle-ci présente également un dépôt organique le long 

d’une fissure qui s’apparente à une substance également utilisée pour sa réparation. 

L’analyse par GC-MS de ces quatre substances a révélé sans grande surprise la présence 

des mêmes triterpènes de la famille du lupane (e.g. T54, T56, T57) que ceux présents dans 

l’échantillon de la céramique I15, caractéristiques du brai de bouleau. Il existe toutefois 

certaines subtilités dans les distributions, qui permettent de classer ces brais en trois groupes : 

 Le brai de l’échantillon présent sur la céramique I26 (Fig. 4.13a) est marqué, comme 

celui de la céramique I15, par une faible teneur en bétuline T54 au profit des 

marqueurs de dégradation thermique comme les composés T57 et T58, indiquant 

donc un chauffage intense lors de la production du brai. Il semblerait donc que, pour 

les raisons exposées dans la partie précédente (cf. § 4.3.2.d), celui-ci ait été préparé 

selon un système de production sans séparation comme celui dit du « simple-pot ». 

 La substance organique de la céramique I43 (Fig. 4.13b) présente principalement 

des marqueurs de chauffe (T57 et T58) issus de la bétuline T54 et de la 

dihydrobétuline T65 ici totalement absentes. Il doit donc s’agir d’un brai de bouleau 

particulièrement chauffé, proche du stade de la carbonisation, ce qui expliquerait 

l’absence totale des marqueurs issus de l’écorce de bouleau (e.g. bétuline T54) ainsi 

que celle de certains marqueurs d’altération (e.g. T56). Il est d’ailleurs intéressant 
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de remarquer que le seul marqueur présent en quantité importante est le composé 

T58, l’analogue saturé en position 20(29) de la Δ2 bétuline T57 et qui semble donc 

avoir particulièrement bien résisté à ces conditions de pyrolyse intense. Cette 

résistance avait d’ailleurs été proposée précédemment pour expliquer l’importance 

des dérivés saturés en position 20(29) de la Δ2 bétuline dans le brai de bouleau de la 

céramique I15 (cf. § 4.3.2.a).  

 Les dépôts organiques de la céramique Sd 299 dec 2 de la Rouvière, et de la 

céramique n°59 du Claux présentent un taux de bétuline T54 extrêmement important 

par rapport à ceux décrits jusque-là (Fig. 4.13c et d), et en conséquence une présence 

moindre des marqueurs d’altération comme la Δ2 bétuline T57. On note également 

la présence plus importante de la bétulone T55, mais également l’apparition de 

l’acide bétulinique T63 et de la lupénone T66 jusque-là non observés. Parmi les 

produits à temps de rétention plus faibles en chromatographie gazeuse, on peut 

également noter la présence d’acides gras saturés, de diacides et d’α,ω-

hydroxyacides dont la distribution est typique de produits de dégradation de la 

subérine (non représentés dans la figure 4.13). A cet égard, l’étude menée par Rageot 

et al. (2019) a révélé que l’association de ces acides gras avec l’acide bétulinique 

T63 est un critère pour distinguer la préparation de brai de bouleau en « double-

pot » par rapport à la méthode du « simple-pot ». Il semblerait donc, en nuançant les 

propos compte tenu de l’âge des échantillons qui datent du Néolithique, que les 

substances organiques de la céramique Sd 299 dec 2 et de la céramique n°5 aient été 

préparées selon un système faisant appel à la séparation de l’exsudat comme cela 

est le cas dans le procédé « double-pot ». Dans le cas de la substance organique de 

la céramique Sd 299 dec 2, il est intéressant de noter que l’analyse moléculaire 

suggère également l’utilisation du système « double-pot » sur le site de la Rouvière 

pour la production de brai de bouleau, à côté du système « simple-pot » 

précédemment proposé pour les échantillons provenant des céramiques I15 et I26.  

 

9 Deux prélèvements ont été effectués sur la substance organique présente sur la céramique n°5 de la grotte 

du Claux mais se sont montrés extrêmement proches chimiquement. Nous ne décrirons donc que l’un des deux.  
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Figure 4.13 : Chromatogrammes en phase gazeuse partiels (GC-MS, IE, 70 eV) des extraits lipidiques 

de résidus organiques provenant des céramiques (a) I26, (b) I43, (c) Sd 99 dec 2, (d) n°5. Les alcools 

sont analysés sous la forme d’acétates et les acides sous la forme d’esters méthyliques. Les structures 

des composés numérotés sont représentées en Appendice. Programme B de température du four GC 

(cf. § 6.5.2). 

 

4.4. Les brais de bouleau du site de Rosheim : adhésifs pour la fixation 

d’outils 

4.4.1. Les échantillons du site archéologique de Rosheim 

Des campagnes de fouilles menées par l’INRAP par C. Jeunesse puis par E. Boës à Rosheim 

entre 1996 et 2000 ont permis de mettre au jour une nécropole datant du Néolithique Moyen 

(4800-4700 BCE) comprenant 119 sépultures. A côté des défunts, un important mobilier a été 

découvert dans chaque tombe et, parmi celui-ci, un certain nombre d’outils lithiques présentant 

la trace d’une substance noire semblant correspondre à un adhésif utilisé pour fixer ensemble 

différents éléments en silex pour former une faucille. Cinq échantillons de cette substance nous 

ont été fournis (collaboration INRAP, Mme Chenal et Minni) pour en réaliser l’analyse 

moléculaire afin d’en déterminer la nature et l’origine biologique. Ces échantillons ont tous été 

prélevés sur des éléments de faucilles découvertes dans les tombes 39, 58, 91, 100 et 115 

présentées en Figure 4.14.  
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Figure 4.14 : Faucilles mises au jour dans les tombes (a) 39, (b) 58, (c) 91, (d) 100, (e) 115 de la 

nécropole du Néolithique Moyen localisée à Rosheim (source des photographies : INRAP). 

 

4.4.2. Identification de brai de bouleau sur des outils lithiques du site de Rosheim 

L’étude moléculaire par GC-MS de cette substance organique a révélé la présence de 

triterpènes de la famille du lupane, comme pour les échantillons des deux sites précédemment 

étudiés (Fig. 4.15). Nous trouvons notamment la bétuline T54 en tant que composé majeur, le 

lupéol T25, la bétulone T55 et la lupénone T66, tous caractéristiques d’écorce de bouleau. Sont 

également présents des marqueurs de transformation thermique des composés natifs de l’écorce 

de bouleau comme, par exemple, la 2 bétuline T57, et des allobétulanes (e.g. T59-T61) menant 

de ce fait à l’identification de ces substances organiques comme étant du brai de bouleau. Cette 

substance a donc dû être utilisée comme adhésif pour fixer entre eux les éléments en silex des 

faucilles. De par les profils moléculaires dominés par les triterpènes natifs de l’écorce de 

bouleau (e.g. lupéol T25, bétuline T54), la présence de l’acide bétulinique T63, et des acides 

gras provenant de la subérine en traces, il semblerait que cette substance organique ait été 

préparée selon une méthode comprenant la séparation du brai du reste de l’écorce lors de la 

pyrolyse en utilisant le système du « double-pot ».  

Par ailleurs, dans le cortège moléculaire des échantillons provenant des tombes 39, 91, 115, 

des composés diterpéniques, comme les acides déhydroabiétique D4, 7-oxodéhydroabiétique 

D9, et le composé D22, un dérivé hydroxylé en C-15 du composé D9, ont également été 

identifiés (Fig. 4.15a, 4.15c, 4.15e). Ces trois diterpènes sont formés par oxydation de l’acide 

abiétique D1 (Regert et Rolando, 2002 ; Bailly, 2015 ; Popova et al., 2017), un diterpène 



Chapitre 4 : Identification de brais de bouleau archéologiques 

163 

largement distribué dans les résines de conifères (Otto and Wilde, 2001), et particulièrement 

abondant chez les Pinacées (Otto et al., 2007). Ainsi, la présence des composés D4, D9, D22 

dans trois de nos échantillons indique clairement une contribution végétale issue de conifères 

en plus de celle de brai de bouleau, et il semblerait logique de proposer qu’un apport de résine 

ou de poix produite par pyrolyse de bois de conifère ait été effectué (Bailly, 2015). Par ailleurs, 

l’absence de marqueurs typiquement formés pendant la pyrolyse de bois de conifère (Robinson 

et al., 1987 ; Connan et Nissenbaum, 2003), comme par exemple le rétène D23, semble écarter 

la possibilité d’un ajout de poix au profit d’un apport de résine de conifère aux brais de bouleau 

dans le cas des échantillons provenant des tombes 39, 91, 115. 

 

Figure 4.15 : Chromatogrammes en phase gazeuse partiels (GC-MS, IE, 70 eV) des extraits lipidiques 

des substances organiques provenant des objets lithiques des tombes (a) 39, (b) 58, (c) 91, (d) 100, (e) 

115 du site de Rosheim. Les alcools sont analysés sous la forme d’acétates et les acides sous la forme 

d’esters méthyliques. Les structures des composés numérotés sont représentées en Appendice. 

Programme B de température du four GC (cf. § 6.5.2). 

 

Des cas de mélanges entre brai de bouleau et une autre substance ont déjà été mis en 

évidence dans la littérature. Effectivement, le brai de bouleau a déjà été trouvé en mélange avec 



Chapitre 4 : Identification de brais de bouleau archéologiques 

164 

de la graisse animale – encore que ce point soit discutable, comme nous l’avons détaillé 

précédemment – (Dudd et Evershed, 1999), de la cire d’abeille (Regert et al., 2003 ; Regert, 

2004 ; Rageot et al., 2016), et même de la résine de conifère (Rageot et al., 2016 ; Courel et al., 

2018). Ceci montre bien que cette pratique de mélange devait être assez courante et était 

pratiquée partout en Europe dans l’objectif de modifier certaines des propriétés du brai de 

bouleau comme par exemple son adhésivité ou sa malléabilité. 

Dans notre étude, la présence des acides diterpéniques en très faibles quantités est 

problématique et pourrait simplement relever d’une contamination, liée par exemple à la 

réutilisation d’un récipient ayant contenu préalablement de la résine de conifère pour ensuite 

stocker le brai de bouleau. Il est également possible d’envisager, pour expliquer cette faible 

concentration en acides diterpéniques, que, dans un premier temps, la teneur en diterpènes était 

initialement plus élevée (notamment celle de l’acide abiétique D1) puis, après 

altération/oxydation, ceux-ci auraient été convertis en diterpènes oxygénés (notamment D9 et 

D22). Ces derniers auraient par la suite été pratiquement intégralement éliminés par lessivage. 

De manière alternative, il est connu dans la littérature que les acides diterpéniques polymérisent 

facilement quand ceux-ci sont chauffés (Tirat et al., 2016). Cette dernière hypothèse pourrait 

donc expliquer également la faible teneur en diterpènes monomériques détectés. Une dernière 

piste envisageable serait simplement que l’apport de résine de conifère au brai de bouleau 

n’aurait été que très faible. Ainsi, au stade actuel, avec un corpus d’échantillons relativement 

réduit, il nous semble difficile d’établir le caractère intentionnel ou non de l’apport de résine au 

brai de bouleau. Cette même problématique a d’ailleurs été rencontrée précédemment au 

laboratoire (Courel, 2016 ; Courel et al., 2018).  

4.5. Conclusion 

L’analyse du contenu lipidique des différents échantillons archéologiques fournis pour cette 

étude a permis de déterminer qu’il s’agissait de brais de bouleau, qui auraient été utilisés pour 

la réparation de céramiques (échantillons des sites de la Rouvière et du Claux), mais également 

pour la confection d’outils (échantillons du site de Rosheim).  

Outre les triterpènes de la série du lupane communément identifiés dans les brais de 

bouleau, nous avons également relevé, dans l’échantillon de la céramique I15, la présence 

inhabituelle de quatre séries d’esters de triterpènes dont trois étaient totalement inconnues dans 

la littérature. Ces séries, présentes dans l’échantillon archéologique le plus altéré de notre 
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corpus, pourraient correspondre à de nouveaux marqueurs potentiels de chauffe intense se 

formant pendant la préparation des brais de bouleau notamment à travers la méthode du type 

« simple-pot ». Une étude en archéologie expérimentale visant à la fabrication de brais de 

bouleau sera nécessaire afin de clarifier dans quelles conditions se forment ces composés.  

Dans certains des échantillons de brais archéologiques analysés, il a également été relevé la 

présence à l’état de traces d’acides diterpéniques caractéristiques de l’apport d’une résine de 

conifère. Toutefois, il n’est pas possible d’établir le côté intentionnel ou non de cet apport aux 

différents brais archéologiques concernés. En ce sens, il serait intéressant, à l’avenir, d’analyser 

un corpus plus large d’échantillons de brais archéologiques afin de voir si cette particularité se 

généralise à un nombre plus important d’échantillons. Par ailleurs, pour confirmer ou infirmer 

l’apport de résine de conifères, il serait intéressant d’analyser la composante polaire des brais 

contenant des diterpènes. En effet, cette dernière est susceptible de contenir des composés 

macromoléculaires formés par polymérisation des constituants de la résine, et dont l’étude 

pourrait être appréhendée grâce à l’utilisation de techniques de dégradations chimiques 

sélectives.  
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Le travail réalisé au cours de cette thèse a été consacré en grande partie à la problématique 

de l’altération des substances organiques rencontrées en contexte archéologique, que ce soit 

lors de leur préparation (chauffage, mélange de substances…) ou au cours du vieillissement 

naturel. Notre objectif était de donner des clés analytiques et expérimentales pour étudier et 

comprendre les processus d’altération mis en jeu, d’identifier de nouveaux outils moléculaires 

pour caractériser la nature des processus subis par les matériaux organiques archéologiques et 

d’interpréter l’impact de ces processus sur les signatures moléculaires de ces matériaux. Deux 

axes majeurs ont ainsi été développés : (1) une approche expérimentale visant à simuler 

l’altération par autoxydation de différentes substances organiques seules ou en mélanges, et (2) 

une approche analytique consistant en l’identification de substances organiques trouvées en 

contexte archéologique, et à en étudier les processus d’altération. Nous voudrions donc conclure 

ce travail de thèse en dressant un bilan des principaux résultats obtenus et en éclaircissant les 

perspectives futures qui en découlent.  

▪ Etude expérimentale par autoxydation artificielle de substrats organiques seuls 

ou en mélange  

En premier lieu, nos travaux se sont intéressés au problème de la perte sélective d’une partie 

des constituants des substances naturelles archéologiques par altération, entraînant donc une 

perte d’information sur des ingrédients éventuellement utilisés par le passé. Une étude 

bibliographique, présentée en chapitre 1, a mis en évidence que les produits de condensation 

entre ingrédients (i.e., formation de dimères, oligomères, macromolécules) pouvaient préserver 

ces constituants sous forme liée et, de ce fait, correspondre à des composés d’intérêt à étudier 

en complément de l’identification des composés libres. Nos recherches se sont donc 

concentrées sur ces constituants à travers l’étude de leur voie de formation et de leur capacité à 

préserver des molécules sensibles aux processus d’altérations (cf. § Chapitre 2). Pour ce faire, 

nous avons développé un protocole expérimental de vieillissement en laboratoire par 

autoxydation, processus d’altération bien connu pour être à l’origine de la polymérisation de 

nombreuses substances organiques. Ce protocole a ensuite été utilisé pour altérer par 

autoxydation une huile essentielle de cèdre de l’Atlas, et comparer les produits ainsi obtenus à 

ceux identifiés dans des résidus organiques provenant de vases découverts à Abydos et datant 

des premières dynasties égyptiennes (3100-2700 BCE). Ainsi, la formation en laboratoire des 

mêmes sesquiterpènes aromatiques et oxygénés issus de la dégradation des sesquiterpènes de 
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la série des himachalènes a été observée, ce qui a permis de confirmer la pertinence de notre 

protocole d’autoxydation artificielle pour simuler de manière accélérée l’autoxydation.10 

En continuité de ces travaux réalisés à partir de l’huile essentielle de cèdre de l’Atlas, l’étude 

des processus de vieillissement subis par des matériaux organiques archéologiques a été 

poursuivie à l’aide du même protocole d’altération par autoxydation mais à partir de mélanges 

de substances organiques susceptibles d’avoir été utilisées en contexte archéologique. Ces 

mélanges ont compris des dérivés estérifiés d’acides gras insaturés (représentant un modèle 

simplifié de triglycérides) et de substances terpéniques (huile essentielle de baies de genévrier 

et résine de pin sylvestre). Les produits d’oxydation formés ont été identifiés par GC-MS, et 

leurs voies de formation à partir des constituants originels ont été reconstruites. Cependant, 

aucun produit issu de réactions croisées entre acides gras et terpénoïdes directement analysable 

en GC-MS n’a été formé, ou, tout au moins, identifié. Ces expériences ont toutefois conduit à 

la formation de substances polaires, de nature macromoléculaire. Ces dernières, dont l’analyse 

directe par GC-MS n’est pas possible, ont été étudiées à l’aide de réactions de dégradation 

chimique de coupure des liaisons peroxydes (NaBH4), esters ou éthers (acide iodhydrique puis 

LiAlH4), réactions employées seules ou en séquence. Il est ainsi apparu que les substances 

polaires formées lors d’expériences réalisées avec un mélange de résine et de dérivés d’acides 

gras insaturés sont de nature oligo/polymérique et sont vraisemblablement issues de processus 

faisant intervenir des réactions croisées. En effet, différents composés dérivés de produits 

d’oxydation d’acides gras insaturés et de constituants de résines ont été libérés suite au 

traitement par NaBH4 (sous-unités analysables par GC-MS) et ont permis de démontrer la 

présence de sous-unités liées, au moins partiellement, par des liaisons peroxydes dans les 

structures macromoléculaires. Dans le cas de l’oxydation d’un mélange entre ester d’acide gras 

di-insaturé et résine de pin sylvestre, l’application, en séquence, d’une réaction de dégradation 

des liaisons peroxydes (NaBH4), suivie par celle de liaisons éthers/esters (HI/LiAlH4) de 

composés polaires a conduit à la libération exclusive après traitement par HI/LiAlH4 de dérivés 

terpéniques. L’absence de dérivés issus de l’ester d’acide gras insaturé pourrait être due au fait 

 

10 (a) Sarret, M., Adam, P., Schaeffer, P., Ebert, Q., Perthuison, J., Pierrat-Bonnefois, G., 2017. Organic substances from 

Egyptian jars of the Early Dynastic period (3100-2700 BCE): Mode of preparation, alteration processes and botanical 

(re)assessment of “cedrium3. Journal of Archaeological Science: Reports 14, 420-431. 

   (b) Ebert, Q., Sarret, M., Perthuison, J., Adam, P., Schaeffer, P., Pierrat-Bonnefois, G., 2017. Organic substances from 

a Thinite jar: identification and simulation of ageing processes. 28th International Meeting on Organic Geochemistry, 17-22 

Septembre 2017, Florence, Italie.  

   (c) Perthuison, J., Ebert, Q., Sarret, M., Adam, P., Schaeffer, P., Pierrat-Bonnefois, G., 2018. Résidus organiques 

provenant d’un vase datant des premières dynasties égyptiennes: identification et simulation de processus de viellissement. 4ème 

Réunion des Géochimistes Organiciens, 10-11 Juillet 2018, Lyon, France.  
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que ces derniers sont liés par des liaisons trop nombreuses ou de nature différente (C-C) qui 

n’ont pu être libérées par les réactifs de coupure employés.  

Les travaux réalisés montrent ainsi le potentiel de l’analyse par dégradation chimique 

sélective des structures macromoléculaires constituant une part non négligeable des matériaux 

organiques archéologiques, même altérés. En effet, ces structures peuvent receler une 

information moléculaire concernant les substances naturelles originelles mises en œuvre, 

substances dont les marqueurs moléculaires caractéristiques ont éventuellement été perdus lors 

du vieillissement en raison de leur volatilité ou de leur sensibilité aux processus d’altération. 

▪ Etude moléculaire de substances organiques archéologiques 

A côté de l’approche expérimentale visant à étudier les processus de vieillissement de 

substances organiques en laboratoire, une approche plus conventionnelle portant sur l’étude de 

substances organiques archéologiques a été réalisée. L’objectif était double : identifier la nature 

et l’origine géographique de ces substances, et étudier les voies d’altérations anthropiques ou 

naturelles et leur impact sur le profil moléculaire originel de ces substances.  

Ainsi, des échantillons organiques de type résine issus de la cargaison de deux épaves 

asiatiques datant du XIIème siècle découvertes lors de fouilles archéologiques sur la côte est de 

la Malaisie et la côte nord-ouest de l’Indonésie ont été étudiés (cf. § Chapitre 3). Ces substances 

ont été identifiées comme étant des résines provenant des Dipterocarpaceae appartenant au 

genre botanique Shorea, aussi connues sous le nom de dammars, sur la base de la distribution 

des composés triterpéniques appartenant aux séries de l’oléanane, de l’ursane, et du 

dammarane. Ces résines se sont révélées également avoir subi des processus d’altération en 

conditions anaérobies liées à leur enfouissement en milieu sédimentaire à la suite du naufrage. 

La structure de certains composés issus de ces processus d’altération n’étant pas connue, ils ont 

fait l’objet d’isolement (partiel) et de traitement par hydrogénation en vue de les identifier. 

Ainsi, une structure a notamment pu être partiellement identifiée comme étant un produit 

d’altération de triterpènes de la famille du diptérocarpol, constituant donc un nouveau 

biomarqueur d’altération des résines de Dipterocarpaceae.11  

 

11 (a) Perthuison, J., Adam, P., Schaeffer, P., Flecker, M., 2018. Chemical investigation of two resins from 

shipwrecks found in Indonesia. 8th International Symposium on Biomolecular Archaeology, 18-21 Septembre 

2018, Jena, Allemagne. 

   (b) Perthuison, J., Adam, P., Schaeffer, P., Flecker, M., 2018. Analyse moléculaire de résines provenant de 

deux épaves asiatiques du XIIème siècle. 4ème Réunion des Géochimistes Organiciens, 10-11 Juillet 2018, Lyon, 

France.  
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Une seconde étude archéologique a porté sur l’identification d’un corpus de dépôts carbonés 

trouvés sur six céramiques réparties sur trois sites datant du Néolithique final (3000 BCE), ainsi 

que sur des résidus de colles présents sur des outils lithiques du Néolithique moyen (4800-4700 

BCE). L’étude moléculaire des dépôts carbonés présents sur les céramiques nous a permis de 

révéler la présence de nombreux dérivés triterpéniques de la série de la bétuline. Ceci a conduit 

à identifier ces dépôts organiques comme étant du brai de bouleau, un goudron produit par 

pyrolyse d’écorce de bouleau qui a vraisemblablement été utilisé comme colle pour la 

réparation des céramiques. Les distributions moléculaires atypiques de ces composés, 

caractérisées par la prédominance de produits issus de réactions d’élimination ou de 

réarrangement ayant affecté les triterpénoïdes originels de l’écorce de bouleau, montrent que 

ces matériaux ont été soumis à un stress thermique particulièrement intense pendant leur 

préparation. Par ailleurs, parmi les structures identifiées, nous avons mis en évidence des 

composés mixtes (adduits) formés par estérification entre triterpènes altérés apparentés à la 

bétuline et acides gras ou diacides issus de l’autoxydation d’acides gras insaturés. 

L’identification de ces structures a été confirmée par synthèse de composés de référence au 

laboratoire. D’après la distribution des acides et diacides liés aux triterpènes, il apparaît que la 

formation de ces composés est liée au chauffage intense subi par l’écorce de bouleau lors de la 

préparation du brai. En effet, ce chauffage aurait conduit à l’estérification entre produits 

d’altération de la bétuline et acides gras libérés par le traitement thermique de la subérine, un 

constituant polymérique de l’écorce comprenant des sous-unités aliphatiques. Les esters de 

diacides carboxyliques auraient ensuite été formés par oxydation au cours du temps des esters 

d’acides gras insaturés associés aux triterpènes. Cette nouvelle série de composés représente de 

nouveaux biomarqueurs potentiels de chauffage intense, comme celui intervenant dans la 

méthode dite du « simple-pot » lors de la préparation du brai de bouleau.12  

En terme de perspectives, ce travail de thèse a permis de mettre en lumière l’intérêt d’étudier 

les fractions macromoléculaires susceptibles d’être présentes sur des objets archéologiques. Il 

serait donc utile à l’avenir de mettre en œuvre ce type d’études dans le cadre de l’archéologie 

moléculaire. Les expériences d’altération en laboratoire s’avèrent être également un outil 

puissant qui mériterait d’être plus largement employé dans le domaine de l’archéologie 

 

12 (a)  Perthuison, J., Schaeffer, P., Debels, P., Galant, P., Adam, P., 2020. Betulin-related esters from birch 

bark tar: identification, origin, and archaeological significance. Organic Geochemistry 139, 103944.  

   (b) Perthuison, J., Schaeffer, P., Adam, P., Debels, P., Galant, P., 2019. Identification of betulin-related 

esters in archaeological birch bark tar: origin and significance. 29th International Meeting on Organic 

Geochemistry, 1-6 Septembre 2019, Gothenburg, Suède.  
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moléculaire. En effet, nous avons vu qu’il est possible de conforter les hypothèses élaborées 

quant à l’origine de certaines molécules sévèrement altérées via ce type de simulations 

d’autoxydation accélérée.  
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6.1. Traitement géochimique des échantillons  

6.1.1. Précautions particulières  

Les analyses effectuées dans le cadre de cette thèse ont concerné des quantités souvent 

faibles de composés organiques. Ainsi, afin d’éviter toute contamination, notamment par les 

plastifiants (présence de phtalates), un certain nombre de précautions ont été prises : 

 Tous les solvants utilisés sont redistillés puis conservés dans des bouteilles en verre 

soigneusement lavées et fermées avec une feuille d’aluminium. 

 La verrerie est systématiquement lavée à l’eau, séchée à l’acétone, puis rincée au 

CH2Cl2 redistillé. 

 Tout le matériel (pipettes, silice, célite, sable, coton) est nettoyé au CH2Cl2 dans un 

soxhlet. La silice, quant à elle, est ensuite séchée à l’air, sous sorbonne, puis activée 

dans une étuve à 120 °C pendant 12 heures.  

 Tous les échantillons traités sont conservés au congélateur à -20 °C. 

6.1.2. Protocole général de traitement de la matière organique lipidique 

a) Extraction 

La matière organique lipidique des échantillons est extraite au moyen d’un mélange de 

CH2Cl2/CH3OH (1:1, v/v) à l’aide d’un bain à ultra-sons, suivi d’une filtration sur célite puis 

de l’élimination des solvants sous pression réduite. Tout ou partie de l’extrait organique est 

ensuite soumis successivement à deux étapes de dérivation (cf. § 6.1.2.b).  

b) Dérivation 

- Acétylation 

Dans un premier temps, les alcools sont acétylés en ajoutant à l’échantillon, préalablement 

évaporé à sec sous flux d’argon, un mélange comprenant 1 mL de pyridine et 1 mL d’anhydride 

acétique. Ce mélange est ensuite laissé à 60 °C dans un four pendant 2 heures. Le solvant et 

l’excès de réactif sont ensuite évaporés sous pression réduite en ajoutant du CH3OH, ce qui 

permet d’éliminer l’excès d’anhydride acétique, et du toluène, qui aide à entraîner la pyridine.  

De manière alternative, les alcools sont acétylés, en ajoutant à l’échantillon solubilisé dans 

du CH2Cl2 environ 1 mL d’anhydride acétique et 20 L de N-méthylimidazole (catalyseur). Le 



Chapitre 6 : Partie expérimentale 

178 

mélange est laissé à température ambiante pendant 30 min. Le solvant et les réactifs sont ensuite 

évaporés sous pression réduite en ajoutant du CH3OH et du toluène.  

- Estérification par le diazométhane 

Dans un second temps, les acides sont méthylés avec l’ajout d’environ 1 mL d’une solution 

éthérée de diazométhane à l’échantillon dissous dans du CH2Cl2. Ce mélange est ensuite laissé 

30 min à température ambiante puis évaporé sous flux d’argon afin d’éliminer le diazométhane 

résiduel ainsi que le solvant.  

c) Dérivation des fonctions acides et/ou alcools par le N,O-bis 

(triméthylsilyl)trifluoroacétamide (BSTFA) 

Dans certains cas, un autre protocole de dérivation a été mis en place pour la dérivation des 

acides et/ou des alcools. 

A l’échantillon, éventuellement solubilisé dans deux gouttes de pyridine, sont ajoutées une 

dizaine de gouttes de BSTFA avec 1% de TMCS. L’ensemble est ensuite placé au four à 70 °C 

pendant 2 heures, puis évaporé à sec sous flux d’argon, resolubilisé dans un solvant organique 

puis analysé par GC-FID et GC-MS. 

d) Fractionnement global 

L’extrait dérivé est solubilisé et fractionné sur colonne de silice sèche, permettant 

l’obtention d’une fraction apolaire (élution avec un mélange CH2Cl2/AcOEt, 8:2 v/v, 3 volumes 

morts -V0-) et d’une fraction plus polaire (CH2Cl2/CH3OH 1:1 v/v, 2 V0). La fraction apolaire 

est ensuite analysée par GC-FID puis GC-MS.  

6.2. Expériences de dégradation par autoxydation 

6.2.1. Préparation des substrats de départ 

L’oléate de butyle I1, le linoléate de butyle I6 et le linoléate de méthyle I5 sont préparés 

par traitement de l’oléate de méthyle (200 mg) ou de l’acide linoléique (200 mg) avec 

HCl/BuOH (1,33M ; 2 mL) ou HCl/CH3OH (1,33M ; 2 mL) dans un tube à essai muni d’un 

bouchon étanche possédant un joint en téflon. Le tube est placé dans un four à 110 °C 

(HCl/BuOH) ou 70 °C (HCl/CH3OH) pendant environ 7 heures. Après retour à température 

ambiante, le solvant est évaporé sous pression réduite et le mélange réactionnel fractionné sur 
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colonne de silice sèche (élution avec du CH2Cl2 ; 2 V0). Les esters sont obtenus avec un 

rendement de 75 % pour l’oléate de butyle I1 et 94% pour les esters de linoléate. 

6.2.2. Protocole général d’autoxydation A 

Dans un tube à essai muni d’un bouchon étanche possédant un joint en téflon sont placés 

15 mg d’huile essentielle de cèdre de l’Atlas, 15 mg de N-hydroxyphtalimide (NHPI), 100 μL 

d’une solution d’acétylacétonate de cobalt Co(acac)2 (20 mg/mL) dans AcOH ou CH3CN (selon 

le solvant utilisé pour la réaction), puis 2,9 mL d’AcOH ou de CH3CN et 100 μL d’H2O sont 

ajoutés. Le tube est ensuite purgé avec de l’oxygène, fermé de manière étanche puis mis dans 

un four à 70 °C. Les substrats et les quantités de réactifs et de solvant mis en œuvre dans les 

expériences d’autoxydation selon le protocole A sont présentés dans le Tableau 6.1. Des 

prélèvements de 0,5 mL sont effectués à 20, 42 et 92 h. Chaque prélèvement est extrait avec du 

pentane après adjonction d’eau distillée. La phase organique est analysée par GC-FID et GC-

MS sans traitement additionnel ou après méthylation des fonctions acides (cf. § 6.1.2.b). Une 

seconde extraction du brut réactionnel est effectuée avec 3 mL de CH2Cl2 après adjonction de 

3 mL d’eau distillée. La phase organique obtenue est alors méthylée (cf. § 6.1.2.b) puis analysée 

par GC-FID et GC-MS. 

Tableau 6.1 : Substrats et quantités de réactifs et de solvants mis en œuvre lors des expériences de 

vieillissement par autoxydation selon le protocole A  

Substrat Cèdrea  Cèdrea  

NHPI 15 mg 15 mg 

Co(acac)2 2 mg 2 mg 

Solvant  CH3CN  AcOH  

a : huile essentielle de cèdre de l’Atlas 

6.2.3. Protocole général d’autoxydation B 

Ces expériences d’autoxydation sont réalisées dans un tube à essai muni d’un bouchon 

étanche possédant un joint en téflon dans lequel ont été mis le substrat à oxyder, du NHPI, une 

solution de Co(acac)2, CH3CN comme solvant et H2O dans certains cas. La nature des substrats 

et les quantités de réactifs et de solvant mises en œuvre pour les expériences d’autoxydation 

réalisées selon le protocole d’autoxydation B sont résumées dans le Tableau 6.2. Le tube est 

ensuite purgé avec de l’oxygène (renouvelé toutes les 24 h), fermé de manière étanche puis 

chauffé à 70 °C. 
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Dans le cas des expériences 1 à 4, un prélèvement de 1 mL est effectué au bout de 20 h. Ce 

prélèvement est extrait avec du CH2Cl2 après ajout d’eau distillée. La phase organique obtenue 

est dérivée selon le protocole décrit précédemment (cf. § 6.1.2.b) et analysée par GC-FID et 

GC-MS sans séparation préalable. La phase organique obtenue à partir de l’expérience 1 est 

également analysée sans dérivation par GC-FID et GC-MS.  

Pour les expériences 5 et 6, 12 prélèvements de 10 μL sont effectués à intervalles de temps 

réguliers sur 286 h. Les différents prélèvements sont ensuite dérivés (cf. § 6.1.2.b) et analysés 

par GC-FID et GC-MS sans séparation préalable. Un ajout d’initiateurs (NHPI, Co(acac)2) et 

de CH3CN est réalisé dans le cas où les profils moléculaires n’ont pas évolué entre deux 

prélèvements.  

Tableau 6.2 : Substrats et quantités de réactifs et de solvants mis en œuvre lors des expériences de 

vieillissement par autoxydation selon le protocole B. « % » : pourcentage molaire par rapport aux 

substrats.  

 

 1 2 3 4 5 6 

Substrat 1 
Genévriera 

15 mg 

I1 

15 mg 

I1 

15 mg 

I1 

30 mg 

I1 

115 mg 

I1 

61 mg 

Substrat 2 X X 
Genévriera 

15 mg 

Genévriera 

30 mg X 
Genévriera 

61 mg 

NHPI 15 mg 15 mg 15 mg 
20% 

(10 mg) 

3% 

(1.66 mg) 

3% 

(3 mg) 

Co(acac)2 2 mg 2 mg 2 mg 
2% 

(0,8 mg) 

0,3% 

(0,26 mg) 

0,3% 

(0,5 mg) 

CH3CN (au 

total) 
3 mL 3 mL 3 mL 3 mL 100 μL 200 μL 

H2O 100 μL 100 μL 100 μL 100 μL X X 

a : huile essentielle de baies de genévrier 

6.2.4. Protocole général d’autoxydation C 

Ces expériences d’autoxydation sont réalisées dans un tube à essai muni d’un bouchon 

étanche possédant un joint en téflon dans lequel ont été mis le substrat à oxyder, du NHPI, une 

solution de Co(acac)2 et CH3CN comme solvant. La nature des substrats et les quantités de 

réactifs et de solvant mises en œuvre pour les expériences d’autoxydation réalisées selon le 

protocole C sont résumées dans le Tableau 6.3. Le tube est ensuite purgé avec de l’oxygène 

(renouvelé toutes les 24 h), fermé de manière étanche puis chauffé à 70 °C.  
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Dans le cas des expériences 1 à 3, des prélèvements de 40 μL sont effectués au bout de 20 

et 44 h et sont dilués dans 1 mL de CH2Cl2. De ces solutions, un aliquote de 300 L est prélevé, 

puis dérivé au diazométhane (cf. § 6.1.2.b) et au BSTFA (cf. § 6.1.2.c) avant d’être analysé en 

GC-FID et GC-MS.  

Pour l’expérience 4, un prélèvement de 400 μL est effectué au bout de 24 h. La moitié de 

celui-ci est dérivée, fractionnée et analysée par GC-FID et GC-MS (cf. § 6.1.2).  

Dans le cas de l’expérience 5, des prélèvements de 0,5 mL sont réalisés au bout de 24, 48 

et 96 h. 150 L de ceux-ci sont dérivés, fractionnés et analysés en GC-FID et GC-MS (cf. § 

6.1.2).  

Les expériences 6 à 8 ont été plus spécifiquement réalisées pour étudier les fractions 

polaires/macromoléculaires formées. De par les quantités importantes de substrats à oxyder, le 

substrat et les réactifs ont été répartis dans 4 tubes à essais munis d’un bouchon étanche 

possédant un joint en téflon afin d’éviter un défaut en oxygène (renouvelé au bout de 24 h). 

Après 48 h d’expérience d’autoxydation, les échantillons ont été dérivés et fractionnés (cf. § 

6.1.2). Les fractions apolaires obtenues ont été analysées par GC-FID et GC-MS, tandis que les 

fractions polaires ont été traitées selon le protocole décrit ci-après (cf. § 6.2.6). 

Tableau 6.3 : Substrats et quantités de réactifs et de solvants mis en œuvre lors des expériences de 

vieillissement par autoxydation selon le protocole C. « % » : pourcentage molaire par rapport aux 

substrats. 

 1 2 3 4 5 6 7 8 

Substrat 1 
I5 

(100 mg) 

I5 

(50 mg) 

I6 

(50 mg) 

Résineb 

(28 mg) 

I5 

(26 mg) 

I5 

(100 mg) 

Résineb 

(100 mg) 

I5 

(100 mg) 

Substrat 2 X 
Genévriera 

(50 mg) 

Genévriera 

(50 mg) 
X 

Résineb 

(25 mg) 
X X 

Résineb 

(100 mg) 

NHPI 
60% 

(33,3 mg) 

60% 

(52,7 mg) 

60% 

(50,6 mg) 

60% 

(8,6 mg) 

60%  

(17 mg) 

60% 

(33,5 mg) 

60% 

(33,4 mg) 

60% 

(66,6 mg) 

Co(acac)2 
6% 

(5,3 mg) 

6% 

(8,3 mg) 

6% 

(8 mg) 

6% 

(1,36 mg) 

6% 

(2,66 mg) 

6% 

(5 mg) 

6% 

(5 mg) 

6%  

(10 mg)) 

CH3CN 

(au total) 
400 μL 400 μL 400 μL 3 mL 3 mL 12 mL 12 mL 12 mL 

a : huile essentielle de baies de genévrier ; b : Résine de pin sylvestre  
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6.2.5. Réduction des liaisons peroxydes par NaBH4 

Une partie des prélèvements provenant des expériences d’autoxydation des substrats 

organiques a été traitée par NaBH4 afin de libérer les sous-unités lipidiques liées par des liaisons 

peroxydes.  

Pour cela, l’échantillon à traiter est transféré dans un ballon puis le solvant est évaporé sous 

pression réduite. La quantité (en poids) de NaBH4 ajoutée correspond à 10 fois celle de 

l’échantillon. L’ensemble est alors solubilisé dans un mélange d’éther éthylique (3 mL) et de 

toluène (2 mL). Le montage est ensuite placé sous argon et agitation pendant 30 min à 

température ambiante. 10 mL de HCl 0,5 N sont alors ajoutés afin d’éliminer l’excès de réactif. 

L’ensemble est évaporé sous pression réduite afin d’éliminer les solvants. Le brut réactionnel 

est transféré dans une ampoule à décanter, et 2 mL de CH2Cl2 y sont ajoutés. La phase CH2Cl2 

est récupérée, lavée à l’eau distillée (1 x) puis le solvant est évaporé sous flux d’argon et dérivé 

selon le protocole décrit ci-dessus (cf. § 6.1.2.b). Dans certains cas, un fractionnement sur 

colonne de silice sèche de l’échantillon est effectué selon le protocole décrit auparavant (cf. § 

6.1.2.d). La fraction apolaire ainsi obtenue est analysée par GC-FID et GC-MS. 

6.2.6. Dégradation chimique séquentielle des constituants macromoléculaires 

Afin d’étudier les sous-unités constituant les macromolécules présentes dans les fractions 

polaires formées par autoxydation (protocole C, cf. § 6.2.4), une série de réactions de 

dégradation a été mise en place afin de procéder à la coupure successive des liaisons peroxydes, 

esters et éthers, pour libérer les sous-unités lipidiques, qui peuvent alors être analysées par GC-

MS.  

Les fractions polaires récupérées après les expériences d’autoxydation sont dans un premier 

temps traitées avec NaBH4 selon un protocole légèrement différent de celui décrit 

précédemment (cf. § 6.2.5). La fraction polaire est transférée dans un ballon puis le solvant est 

évaporé sous pression réduite. Du THF (5 mL) et un excès de NaBH4 (10 fois en poids par 

rapport au substrat) sont alors ajoutés. Le montage est laissé sous air et le mélange est agité 

pendant 30 min à température ambiante. Le mélange est ensuite transféré dans un ballon de 100 

mL et est acidifié avec une solution aqueuse d’HCl (1 N) jusqu’à l’obtention d’un pH de 1 puis 

le THF est éliminé sous pression réduite. Le résidu aqueux est transféré dans une ampoule à 

décanter et est extrait 3 fois avec du CH2Cl2 puis 1 fois avec de l’AcOEt. Les phases organiques 

sont regroupées et évaporées sous pression réduite. L’extrait organique est ensuite solubilisé 

dans de l’AcOEt, lavé à l’eau (x 1), puis le solvant est éliminé sous pression réduite. 1 à 2 mg 
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de cet extrait sont prélevés, puis sont dérivés avec du BSTFA selon le protocole décrit 

précédemment (cf. § 6.1.2.c) et analysés par GC-FID et GC-MS. Le mélange réactionnel 

résiduel est dérivé et fractionné comme décrit dans les paragraphes 6.1.2.b et d.  

Pour couper les liaisons ester et éther, les fractions polaires obtenues par fractionnement sur 

colonne de silice (cf. § 6.1.2.d) après traitement au NaBH4 sont traitées par de l’acide 

iodhydrique (HIaq., 57 %). Pour cela, l’échantillon est transféré en solution dans un tube à essai 

muni d’un bouchon étanche possédant un joint en téflon, puis le solvant est évaporé sous flux 

d’argon. 3 mL d’une solution aqueuse de HI sont ajoutés et l’ensemble est placé dans un four à 

110 °C pendant 6 h 30. Le mélange est ensuite transféré dans une ampoule à décanter et, après 

ajout d’eau distillée, est extrait avec du CH2Cl2 (x 3). Les phases organiques regroupées sont 

ensuite lavées une fois à l’eau, puis évaporées sous pression réduite dans un ballon. A l’extrait 

solubilisé dans du THF est ajouté du LiAlH4 préalablement lavé avec du cyclohexane. 

L’ensemble est placé sous argon et mis à reflux sous agitation pendant environ 1 h. Après retour 

à température ambiante, l’excès de réactif est détruit en transférant progressivement le milieu 

réactionnel dans de l’eau. L’ensemble est alors placé dans une ampoule à décanter et extrait 

avec du CH2Cl2 (x 3). Les phases organiques regroupées sont ensuite lavées à l’eau et évaporées 

sous pression réduite. L’extrait organique obtenu est acétylé et fractionné selon les protocoles 

décrits auparavant (cf. 6.1.2.b et d) et analysé par GC-FID et GC-MS.  

6.3. Analyse des résines de Dipterocarpaceae  

Un protocole spécifique de purification chromatographique a été développé pour l’étude 

moléculaire des résines archéologiques de Dipterocarpaceae.  

6.3.1. Etude des terpènes volatils 

Un protocole spécifique d’extraction et de purification chromatographique a été développé 

pour l’étude moléculaire des résines archéologiques de Dipterocarpaceae, ceci afin de conserver 

les constituants volatils qui seraient perdus lors d’une analyse « classique ». 

Une petite quantité de résine est prélevée et extraite avec du CH2Cl2 aux ultrasons pendant 

5 min. Le mélange est alors filtré sur célite et concentré sous pression réduite évitant une 

évaporation à sec pour préserver les composés volatils dans l’extrait. Un premier 

fractionnement sur colonne de silice sèche est effectué, permettant de récupérer une fraction F1 

(élution au CH2Cl2 ; 1,3 V0), une fraction F2 (élution au CH2Cl2 ; 2 V0), une fraction F3 (élution 

à l’AcOEt ; 2 V0), et une fraction F4 (élution CH2Cl2/CH3OH 1:1 v/v ; 2 V0). Ces fractions sont 
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ensuite concentrées à l’évaporateur rotatif et transférées dans des piluliers. Les fractions F1 et 

F2 sont analysées sans traitement additionnel par GC-FID et GC-MS. Les fractions F3 et F4 sont 

quant à elles dérivées selon le protocole décrit ci-dessus (cf. § 6.1.2.b). La fraction F4 est 

refractionnée comme décrit précédemment (cf. § 6.1.2.d) pour en éliminer la composante la 

plus polaire. Ces fractions sont ensuite analysées par GC-FID et GC-MS. 

6.3.2. Etude des des-A triterpènes  

Dans le cas de l’échantillon de résine provenant de l’épave du Flying Fish (cf. chapitre 3), 

le protocole de fractionnement décrit en § 6.3.1 a permis de mettre en évidence dans la fraction 

F1, en plus des sesquiterpènes, la présence de triterpènes diéniques, mono-, di- et triaromatiques 

présentant un cycle A dégradé (des-A triterpènes). Pour étudier de manière plus détaillée ces 

composés, un protocole de fractionnement fin a été mis en place pour séparer chaque classe de 

molécules (diènes, monoaromatiques, diaromatiques,…).  

a) Protocole de fractionnement des des-A triterpènes 

Environ 1 g de résine provenant de l’épave du Flying Fish est extrait avec un mélange 

CH2Cl2/CH3OH (1:1 v/v) et conduit à l’obtention, après filtration sur célite, de 524 mg d’extrait 

organique. Cet extrait est ensuite adsorbé sur silice et fractionné sur une colonne de silice sèche. 

Dans un premier temps, du cyclohexane est utilisé comme éluant et permet l’obtention de sous-

fractions F1 à F10 récupérées chacune à l’aide de 0,5 V0 de solvant. La fraction suivante (F11), 

quant à elle, est obtenue par élution de 2 V0 de CH2Cl2/CH3OH (1:1 v/v). Cette dernière est 

refractionnée sur colonne de silice sèche en une fraction F11.1 (élution CH2Cl2 ; 1,3 V0) et une 

fraction F11.2 (élution CH2Cl2/CH3OH, 1:1 v/v ; 2 V0). Les fractions F1 à F10 et F11.1 sont 

analysées par GC-FID et GC-MS. 

b) Hydrogénation catalytique  

Les fractions F3, F6 et F11.1 sont transférées dans un ballon de 10 mL et évaporées à sec à 

l’évaporateur rotatif. Environ 4 mL de cyclohexane ou d’AcOEt sont ajoutés et également, dans 

certains cas, de l’AcOH qui facilite l’hydrogénation de certaines doubles liaisons stériquement 

encombrées. Quelques pointes de spatule de PtO2 sont ensuite ajoutées au mélange puis le 

montage est placé sous H2 et chauffé à reflux sous agitation pendant 4 h. Après retour à 

température ambiante et purge du montage à l’azote, le brut réactionnel est prélevé à la pipette, 

filtré sur silice, transféré dans un ballon et le solvant évaporé sous pression réduite. Les 

échantillons sont alors solubilisés dans du cyclohexane et analysés par GC-FID et par GC-MS. 
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6.3.3. Expérience d’autoxydation de l’acétate d’euphol T33 

De l’acétate d’euphol T33 (12 mg) est placé dans un tube à essai muni d’un bouchon étanche 

possédant un joint en téflon. 5,3 mg de nitroxyde de tert-butyle, 100 μL d’hydroperoxyde de 

tert-butyle dans le décane (5-6 M) et 200 μL de CH3CN sont alors ajoutés, puis l’ensemble est 

placé sous O2 à 55 °C. Des prélèvements de 100 μL sont effectués au bout de 24 h et 47 h, ceux-

ci étant ensuite dérivés et fractionnés selon les protocoles ci-dessus (cf. § 6.1.2.b et d) puis 

analysés par GC-FID et GC-MS. 

6.4. Analyse des brais de bouleau 

Dans le cadre des analyses menées sur les brais de bouleau et plus particulièrement sur celui 

présent sur la céramique I15, il a été nécessaire de procéder à une analyse des lipides plus fine 

que celle obtenue classiquement par le protocole d’analyse globale de la matière organique (cf. 

§ 6.1.2.). En effet, dans cette étude, quatre séries principales (appelées par la suite E1, E2, E3 

et E4) d’esters lourds dérivés de bétuline présents en faibles quantités ont été découvertes. 

Ainsi, il a été nécessaire d’obtenir des fractions chromatographiques enrichies en ces composés 

afin de pouvoir les étudier plus en détail. Nous avons par ailleurs procédé également à la 

synthèse de composés de référence pour confirmer les hypothèses de structures émises sur la 

base de la spectrométrie de masse concernant ces quatre séries de composés. 

6.4.1. Fractionnement des esters lourds dérivés de bétuline 

102 mg d’échantillon provenant de la céramique I15 sont extraits, conduisant à l’obtention 

de 11,2 mg d’extrait organique. Cet extrait est ensuite fractionné (sans dérivation) sur colonne 

de silice sèche afin d’obtenir une fraction F1 (élution au CH2Cl2 ; 1,4 V0) et une fraction F2 

(élution au CH2Cl2/CH3OH, 1:1 v/v ; 2 V0). La fraction F1 contenant les esters lourds dérivés 

de la bétuline des séries E1 et E2 est re-fractionnée pour obtenir une fraction F1.1. (élution au 

cyclohexane ; 2 V0), et une fraction F1.2. (élution au CH2Cl2 ; 2 V0). Cette dernière est analysée 

par GC-MS et comprend les esters lourds des séries E1 et E2. La fraction F2 de l’extrait 

organique, quant à elle, est méthylée avec du diazométhane, puis re-fractionnée sur colonne de 

silice sèche, conduisant à l’obtention d’une fraction F2.1. (élution au CH2Cl2 ; 1,25 V0), d’une 

fraction F2.2. (élution au CH2Cl2 ; 2 V0) et d’une fraction F2.3. (élution au CH2Cl2/CH3OH, 1:1 

v/v ; 2 V0). La fraction F2.2. est analysée par GC-MS et comprend les esters lourds dérivés de la 

bétuline des séries E3 et E4. 
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6.4.2. Hydrogénolyse des esters lourds dérivés de bétuline des séries E1 et E2 par 

LiAlH4 

Pour étudier la distribution et la prédominance des acides gras estérifiés aux dérivés de 

bétuline, une étape d’hydrogénolyse par LiAlH4 a été effectuée.  

La fraction F1.2. comprenant les esters lourds dérivés de bétuline des séries E1 et E2 est 

transférée dans un pilulier puis évaporée à sec sous flux d’argon. L’extrait est ensuite solubilisé 

dans un minimum de THF, et une petite quantité de LiAlH4 préalablement nettoyé avec du 

cyclohexane est ajoutée. Le mélange est laissé à température ambiante environ 1 h puis est 

transféré goutte à goutte dans un ballon contenant du CH3OH afin d’éliminer le LiAlH4 résiduel, 

et est ensuite évaporé à sec sous pression réduite. Le brut obtenu est filtré sur une colonne de 

silice avec l’AcOEt comme éluant. Les alcools obtenus après hydrogénolyse sont alors acétylés, 

puis analysés par GC-MS (cf. § 6.5). 

6.4.3. Synthèse de composés de référence  

Pour confirmer les hypothèses structurales émises sur la base de la spectrométrie de masse 

à propos des esters lourds dérivés de bétuline, la synthèse de composés de référence a été 

effectuée. Les protocoles utilisés sont basés sur les travaux de Sun et al. (1998a, 1998b). 

a) Déshydratation en position 3 de la bétuline T54 et de la dihydrobétuline T65  

Un mélange composé de bétuline T54 (100 mg) (respectivement dihydrobétuline T65, 100 

mg), de triphénylphosphine (4 eq), et de 3,3-diméthylglutarimide (4 eq) dans 3 mL de THF 

(resp. 4 mL) est placé dans un bain de glace, sous argon et sous agitation. 0,15 mL (4 eq.) de 

diéthylazodicarboxylate (DEAD) sont ajoutés et l’ensemble est maintenu à température 

ambiante pendant 3 h. Après évaporation sous pression réduite, le brut réactionnel est adsorbé 

sur silice et filtré sur colonne de silice sèche. Une élution avec un mélange CH2Cl2/AcOEt (95:5 

v/v) permet d’obtenir 68,2 mg (R=71%) de Δ2-bétuline pure (resp. 46,0 mg de Δ2-

dihydrobétuline ; R=48%) (Fig. 6.1).  
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Figure 6.1 : Schéma de synthèse de la Δ2 bétuline T57 et de la Δ2 dihydrobétuline T58. 

 

Δ2 bétuline T57 : 1H RMN (500 MHz; CDCl3): 0,86 (3H, s), 0,87 (3H, s), 0,94 (3H, s), 0,99 

(3H, s), 1,05 (3H, s), 1,69 (3H, s, H-30), 2,40 (1H, ddd, J = 5,5 ; 11,5 ; 11,5 Hz, H-19), 3,34 

(1H, d, J = 10,5 Hz, H-28), 3,82 (1H, d, J = 10,5 Hz, H-28), 4,59 (1H, s, H-29), 4,69 (1H, s, H-

29), 5,35 (1H, dd, J = 2,0 ; 10,0 Hz, H-3), 5,40 (1H, ddd, J = 1,0 ; 5,5 ; 10,0 Hz, H-2), 13C RMN 

(500 MHz; CHCl3): 14,9 ; 15,8 ; 16,5 ; 19,2 ; 19,6 ; 21,4 ; 22,7 ; 25,5 ; 27,2 ; 29,3 ; 29,9 ; 31,9 ; 

33,5 ; 34,1 ; 34,8 ; 36,5 ; 37,6 ; 41,1 ; 41,4 ; 42,9 ; 47,9 ; 48,0 ; 48,9 ; 49,2 ; 52,2 ; 60,7 ; 109,8 ; 

121,7 ; 138,1 ; 150,7. 

Δ2 dihydrobétuline T58 :1H RMN (500 MHz; CDCl3): 0,77 (3H, d, J = 7,0 Hz, H-29 or H-

30), 0,84 (3H, d, J = 7,0 Hz, H-29 or H-30), 0,87 (3H, s), 0,88 (3H, s), 0,95 (3H, s), 0,97 (3H, 

s), 1,06 (3H, s), 3,31 (1H, d, J = 11,0 Hz, H-28), 3,79 (1H, d, J = 11,0 Hz, H-28), 5,36 (1H, dd, 

J = 2,5 ; 10,0 Hz, H-3), 5,40 (1H, ddd, J = 1,5 ; 5,5 ; 10,0 Hz, H-2), 13C RMN (500 MHz; 

CHCl3): 14,8 ; 15,1 ; 15,8 ; 16,5 ; 19,6 ; 21,4 ; 21,9 ; 22,8 ; 23,1 ; 27,1 ; 27,1 ; 29,4 ; 29,6 ; 31,9 ; 

33,6 ; 34,2 ; 34,8 ; 36,5 ; 37,1 ; 41,2 ; 41,4 ; 43,0 ; 44,7 ; 48,1 ; 48,2 ; 48,9 ; 52,2 ; 60,8 ; 121,7 ; 

138,1. 

b) Esters lourds E1a et E2a dérivés de la bétuline des séries E1 et E2 

A de la Δ2-bétuline (14,7 mg) (resp. Δ2-dihydrobétuline ; 17,9 mg) dans un pilulier sont 

ajoutés 50 μL de chlorure de nonanoyle, 1 goutte de 1-méthylimidazole (N-Me Im) et 0,6 mL 

de pyridine. L’ensemble est maintenu à 90 °C pendant 4 h. Le milieu réactionnel est ensuite 

transféré dans une ampoule à décanter, puis 3 mL d’une solution aqueuse de CuSO4 (9/1 wt:wt) 

sont ajoutés pour piéger la pyridine et le 1-méthylimidazole dans la phase aqueuse. L’ensemble 
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est alors agité puis extrait avec du CH2Cl2. L’extrait organique est ensuite lavé à l’eau distillée. 

Le brut réactionnel obtenu après évaporation sous pression réduite est fractionné sur colonne 

de silice sèche avec du toluène comme éluant, conduisant à l’obtention de 4,3 mg (R=22%) du 

dérivé estérifié de la bétuline E1a (resp. 4,4 mg du dérivé estérifié de la dihydrobétuline E2a ; 

R=19 %) (Fig. 6.2).  

 

Figure 6.2 : Schéma de synthèse des esters de 2 bétuline et 2 dihydrobétuline E1a et E2a. 

 

Composé E1a : 1H RMN (500 MHz; CDCl3): 0,94 (3H, s), 0,99 (3H, s), 1,06 (3H, s), 1,69 

(3H, s, H-30), 2,32 (2H, t, J = 7,5 Hz, H-2’), 2,46 (1H, ddd, J = 6,0 ; 11,5 ; 11,5 Hz, H-19), 3,86 

(1H, d, J = 11,0 Hz, H-28), 4,26 (1H, d, J = 11,0 Hz, H-28), 4,59 (1H, s, H-29), 4,69 (1H, s, H-

29), 5,35 (1H, dd, J = 2,0 ; 10,0 Hz, H-3), 5,40 (1H, ddd, J = 1,0 ; 5,5 ; 10,0 Hz, H-2), 13C RMN 

(500 MHz; CHCl3): 14,2 ; 14,9 ; 15,9 ; 16,5 ; 19,3 ; 19,6 ; 21,3 ; 22,8 ; 22,8 ; 25,3 ; 25,5 ; 27,2 ; 

29,3 ; 29,4 ; 29,4 ; 29,8 ; 29,9 ; 31,9 ; 32,0 ; 33,5 ; 34,7 ; 34,8 ; 34,8 ; 36,5 ; 37,8 ; 41,1 ; 41,4 ; 

42,9 ; 46,6 ; 47,9 ; 48,9 ; 49,2 ; 52,3 ; 62,7 ; 109,9 ; 121,7 ; 138,1 ; 150,4 ; 174,5. 

Composé E2a :1H RMN (500 MHz; CDCl3): 0,77 (3H, d, J = 6,5 Hz, H-29 or H-30), 0,84 

(3H, d, J = 7,0 Hz, H-29 or H-30), 0,87 (3H, s), 0,88 (3H, s), 1,07 (3H,s), 2,31 (2H, t, J = 8,0 

Hz, H-2’), 3,83 (1H, d, J = 11,0 Hz, H-28), 4,26 (1H, d, J = 11,0 Hz, H-28), 5,36 (1H, dd, J = 

2,0 ; 10,0 Hz, H-3), 5,41 (1H, ddd, J = 1,0 ; 6,0 ; 10,0 Hz, H-2), 13C RMN (500 MHz; CHCl3): 

14,2 ; 14,8 ; 15,1 ; 15,9 ; 16,5 ; 19,6 ; 21,3 ; 21,8 ; 22,8 ; 22,8 ; 23,1 ; 25,3 ; 27,1 ; 27,1 ; 29,3 ; 

29,4 ; 29,4 ; 29,6 ; 30,1 ; 31,9 ; 32,0 ; 33,6 ; 34,7 ; 34,8 ; 34,9 ; 36,5 ; 37,4 ; 41,1 ; 41,4 ; 43,0 ; 

44,7 ; 46,7 ; 48,3 ; 48,9 ; 52,2 ; 62,7 ; 121,7 ; 138,1 ; 174,5. 
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c) Esters lourds E3a et E4a dérivés de la bétuline des séries E3 et E4 

A de la Δ2-bétuline (12,9 mg) (resp. Δ2-dihydrobétuline ; 13,0 mg) dans un pilulier sont 

ajoutés 50 μL de 8-chloro-8-oxooctanoate de méthyle, 1 goutte de 1-méthylimidazole (N-Me 

Im) et 0,6 mL de pyridine. L’ensemble est maintenu à 90 °C pendant 4 h. Le milieu réactionnel 

est ensuite transféré dans une ampoule à décanter, puis 3 mL d’une solution aqueuse de CuSO4 

(9/1 wt:wt) sont ajoutés pour piéger la pyridine et le 1-méthylimidazole dans la phase aqueuse. 

L’ensemble est alors agité puis extrait avec du CH2Cl2 (x 2) puis de l’AcOEt (x 2). Les phases 

organiques sont regroupées, évaporées sous pression réduite puis le brut réactionnel est 

solubilisé dans de l’AcOEt et lavé à l’eau distillée. Après évaporation du solvant, le brut 

réactionnel est fractionné sur colonne de silice sèche. Une élution avec un mélange de 

CH2Cl2/AcOEt (95:5 v/v) conduit à l’obtention de 8,9 mg (R=49%) du dérivé estérifié de la 

bétuline E3a (resp. 10,1 mg du dérivé estérifié de la dihydrobétuline E4a ; R=55%) (Fig. 6.3).  

 

Figure 6.3 : Schéma de synthèse des esters de 2 bétuline et 2 dihydrobétuline E3a et E4a. 

 

Composé E3a : 1H RMN (500 MHz; CDCl3): 0,86 (3H, s), 0,87 (3H, s), 0,94 (3H, s), 0,98 

(3H, s), 1,06 (3H, s), 1,68 (3H, s, H-30), 2,30 (2H, t, J = 7,5 Hz, H-2’ or H-7’), 2,32 (2H, t, J = 

7,5 Hz, H-2’ or H-7’), 2,45 (1H, ddd, J = 5,5 ; 11,5 ; 11,5 Hz, H-19), 3,66 (3H, s, OCH3), 3,86 

(1H, d, J = 11,5 Hz, H-28), 4,27 (1H, d, J = 11,0 Hz, H-28), 4,59 (1H, s, H-29), 4,69 (1H, s, H-

29), 5,35 (1H, dd, J = 2,0 ; 10,0 Hz, H-3), 5,39 (1H, ddd, J = 1,0 ; 5,5 ; 10,0 Hz, H-2), 13C RMN 

(500 MHz; CHCl3): 14,9 ; 15,9 ; 16,5 ; 19,3 ; 19,6 ; 21,3 ; 22,8 ; 24,9 ; 25,0 ; 25,5 ; 27,2 ; 28,9 ; 

28,9 ; 29,8 ; 29,9 ; 31,9 ; 33,5 ; 34,1 ; 34,5 ; 34,7 ; 34,8 ; 36,5 ; 37,8 ; 41,1 ; 41,4 ; 42,9 ; 46,6 ; 

47,9 ; 48,9 ; 49,2 ; 51,6 ; 52,3 ; 62,7 ; 110,0 ; 121,7 ; 138,1 ; 150,4 ; 174,3 ; 174,3. 
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Composé E4a : 1H RMN (500 MHz; CDCl3): 0,77 (3H, d, J = 7,0 Hz, H-29 or H-30), 0,84 

(3H, d, J = 7,0 Hz, H-29 or H-30), 0,87 (3H, s), 0,88 (3H, s), 0,94 (3H, s), 0,96 (3H, s), 1,07 

(3H, s), 2,30 (2H, t, J = 7,5 Hz, H-2’ or H-7’), 2,31 (2H, t, J = 7,5 Hz, H-2’ or H-7’), 3,66 (3H, 

s, OCH3), 3,83 (1H, d, J = 11,0 Hz, H-28), 4,26 (1H, d, J = 11,0 Hz, H-28), 5,36 (1H, dd, J = 

2,0 ; 10,0 Hz, H-3), 5,40 (1H, ddd, J = 1,0 ; 5,5 ; 10,0 Hz, H-2), 13C RMN (500 MHz; CHCl3): 

14,8 ; 15,1 ; 15,9 ; 16,5 ; 19,6 ; 21,3 ; 21,8 ; 22,8 ; 23,1 ; 24,9 ; 25,0 ; 27,1 ; 27,1 ; 28,9 ; 28,9 ; 

29,6 ; 30,0 ; 31,9 ; 33,5 ; 34,1 ; 34,5 ; 34,8 ; 34,9 ; 36,5 ; 37,4 ; 41,1 ; 41,4 ; 43,0 ; 44,7 ; 46,7 ; 

48,3 ; 48,9 ; 51,6 ; 52,2 ; 62,8 ; 121,7 ; 138,1 ; 174,3 ; 174,3. 

6.5. Instrumentation  

6.5.1. Chromatographie en phase gazeuse avec détecteur à ionisation de flamme 

(GC-FID) 

Avant d’être analysés par GC-MS, les échantillons sont analysés au moyen d’un appareil 

de chromatographie en phase gazeuse HEWLETT-PACKARD HP 6890 series, équipé d’un 

injecteur « on-column » utilisé en mode « oven track », d’un détecteur à ionisation de flamme 

(FID) et d’une colonne capillaire HP-5 (30 m x 0,32mm x 0,25 μm). Le débit du gaz vecteur 

(H2) est de 2,5 mL/min (débit constant) et la température du détecteur est de 310 °C.  

6.5.2. Chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (GC-

MS) 

Les analyses de GC-MS ont été réalisées en impact électronique (EI, 70 eV), ou dans 

certains cas, en ionisation chimique (CI, avec de l’isobutane ou de l’ammoniac comme gaz 

réactant, avec un débit de 1,3 mL/min) avec un spectromètre de masse TSQ Quantum 

(THERMO Scientific) couplé à un chromatographe en phase gazeuse TRACE GC ULTRA 

(THERMO Scientific) équipé d’un passeur automatique d’échantillons Tri Plus (THERMO 

Scientific), d’un injecteur PTV en mode « simili on-column » et d’une colonne HP-5MS (30 m 

x 0,25 mm x 0,1 μm). Le balayage en masse est effectué de 50 à 700 m/z en 0,4 s ou jusqu’à 

900 dans certains cas. Le programme de température du four est choisi parmi l’un des suivants :  

Programme A : 40 °C isotherme 10 min, 70 °C-200 °C (10 °C/min), 200 °C-300 °C (4 °C/min), 

300 °C isotherme de 30 min  

Programme B : 70 °C isotherme 1 min, 70 °C-200 °C (10 °C/min), 200 °C-320 °C (4 °C/min), 

320 °C isotherme de 40 min  
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Programme C : 70 °C isotherme 1 min, 70 °C-320 °C (10°C/min), 320 °C isotherme de 80 

min 

Le gaz vecteur employé est l’hélium avec un débit constant de 1,1 mL/min. La source est 

chauffée à 220°C et la ligne de transfert à 320 °C. Les données sont analysées avec le logiciel 

Xcalibur et les spectres de masse sont comparés avec les données de la banque de données NIST 

et celles de la littérature.  

6.5.3. Résonance magnétique nucléaire (RMN) 

Les spectres de résonance magnétique nucléaire 1D (1H-RMN et 13C-RMN) ont été réalisés 

au moyen d’un spectromètre Bruker Avance 500 (500 MHz pour 1H; 125 MHz pour 13C). Les 

spectres sont enregistrés en solution dans le chloroforme deutérié (CDCl3). Les déplacements 

chimiques δ sont exprimés en parties par million (ppm) par rapport au tétraméthylsilane en 

utilisant comme référence interne les protons résiduels du CDCl3 (CHCl3 : 
1H 7.26 ppm ; 13C 

77.16 ppm). Les constantes de couplage (J) sont exprimées en Hz. La multiplicité est transcrite 

de la manière suivante : singulet (s), doublet (d), triplet (t), doublet de doublet (dd), doublet de 

doublet de doublet (ddd), triplet de doublet (td). 
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Julien PERTHUISON 

Préparation et vieillissement 
de matières organiques en 
contexte archéologique : 
approche analytique et 

expérimentale 

 

Cette thèse a été consacrée à la problématique de l’altération de substances organiques en 
contexte archéologique, avec pour objectifs de donner des clés analytiques et expérimentales pour 
étudier les processus mis en jeu, d’identifier de nouveaux outils moléculaires indicateurs des 
processus subis par les matériaux organiques archéologiques et d’interpréter l’impact de ces 
processus sur les signatures moléculaires de ces matériaux. 

Après la mise au point d’un protocole expérimental de vieillissement en laboratoire reproduisant 
les processus « naturels » de vieillissement de substances organiques archéologiques, nous avons 
déterminé que les réactions croisées entre ingrédients (esters d’acides gras, terpènes) conduit à la 
formation de composés oligo-/polymériques intéressants à étudier à l’aide de réactions de dégradation 
chimique. 

L’étude moléculaire de matériaux organiques archéologiques a aussi été abordée. Ainsi, de la 
résine de diptérocarpacées provenant de deux épaves asiatiques du XIIème siècle et du brai de bouleau 
utilisé pour réparer des céramiques néolithiques ont été identifiés. De nouveaux biomarqueurs 
triterpéniques d’altération issus de la dégradation anaérobie en milieu sédimentaire de triterpènes 
précurseurs (résine), et des biomarqueurs de traitement thermique intense (brai) ont été caractérisés. 

Mots clés : 

Archéométrie, Autoxydation, Biomarqueurs, GC-MS, Terpènes, Brai de bouleau, Diptérocarpacées, 
Résine végétale, Biodégradation.  

 

The present PhD thesis was devoted to the alteration processes affecting organic substances in 
an archaeological context, and aimed at providing analytical and experimental keys to investigate the 
nature of the alteration processes, to identify new molecular tools indicators of archaeological 
alteration processes and to interpret the impact of these processes on the molecular signatures of 
these organic materials. 

Following the development of a laboratory ageing experimental protocol able to reproduce “natural” 
alteration of archaeological organic substances, we could establish that cross reactions between 
ingredients (esters of fatty acids, terpenoids) result in the formation oligo/polymeric material worth to 
be investigated by means of chemical degradation reactions. 

Additionally, investigation of archaeological organic substances was carried out. Thus, 
dipterocarpaceae resins from two Asian shipwrecks from the XIInd Century and birch bark tar used to 
fix Neolithic ceramics have been identified. New triterpenoid biomarkers resulting from the sedimentary 
anaerobic degradation of parent triterpenoids (resins) and markers indicative of intense thermal 
treatment (tar) have been characterized. 

Key words: 

Archaeometry, Autoxidation, Biomarkers, GC-MS, Terpenes, Birch bark tar, Dipterocarpaceae, Plant 
resin, Biodegradation.  


