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SYNTHESE DES TRAVAUX
Fossiles moléculaires d’intérét microbiologique,
pétrolier, agronomique et environnemental

Cette synthése a été publiée dans I'Actualité Chimique. Référence :

Fossiles moléculaires d’intérét microbiologique, pétrolier, agronomique et environnemental.
E. Lichtfouse
L’Actualité Chimiquepp. 5-19, avril 2000.



1. LES FOSSILES MOLECULAIRES

La matiére organiqudes sols etdes sédiments est
issue de la transformatiafestissus biologiquespres
la mort des organismes vivants (Welte,1970,
Schnitzer, 1991). Elle est constituée slgbstances
provenant d’organismesomme les plantes, lesgues
et les bactéries (Schreiner eShorey, 1909, 1911,
Eglinton et Murphy, 1969, Albrecht et Ourisson, 1971,
Eglinton, 1973, Ambléset al, 1989, Ries-Kautt et
Albrecht, 1989, Dinelet al, 1990, Lichtfouseet al,
1992). Le stigmastérophar exemplegst unemolécule
biologique typiquedesplantessupérieures (Schreiner et
Shorey, 1911, Huang et Meinschein, 1976, 1979),
alors que lehopanetétrol est présedansles bactéries

(1, Ourissoret al, 1979, Rohmeet al, 1984).
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Apreés leur introductiordans lemilieu géologique,

ces substances biologiques sont altérées|§ofisence

de la biodégradation, de la température et de la pression

(Tissot et Welte, 1984)L'étude deschangements de
structure moléculaire au cours de I'enfouissement a
permis dedéterminer la naturdesprincipalesréactions
géochimiques subies par la matiére organique,
notamment la défonctionalisation, thécar-boxylation,

la condensation, la vulcanisation, I'aromatisation et le
craquage(Mackenzieet al, 1982, Tissot etWelte,
1984, Sinninghe Damsté et Deceuw, 1990). Le
stigmastérol est ainsidéshydraté, déméthylé et
déshydrogéné au cours dddate diagenéseour former
des stéroides aromatiques d&s sédiments matures et
les pétrolesZ, Riolo et al, 1986, Lichtfouse]1989,

Lichtfouseet al, 1994a). Les fossiles moléculairesnt
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desindicateurs de source et de transformation qui ont
donnélieu a de nombreuses applications (Tissot et
Welte, 1984,Moldowan et al, 1992, Connaret al,
1992, Peters eMoldowan, 1993, Killops et Killops,
1993, Engel et Macko, 1993).
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Dans cettesynthése, nous allons toutl'abord
montrer que l'identification de fossilesmoléculaires
peut conduire de facon inattendue a d&couverte de
nouvelles substances biologiqu@slis nousdécrierons
leur utilisation en tanfjue paramétre de source et de
transformation en géochimie pétroliere. Nous
découvrirons ensuite qu'ils s’avérent pléissantsoutils
d'étude de ldormation et de ladynamique ddé’humus
des sols. Nous expliquerons aussi commenpeisvent
authentifier la contamination des solsdesplantes par
les produits pétroliers. Enfin, nougproposerons
guelquesaxes derecherchequi s'integrentdans une
discipline scientifigue en émergence, la géochimie

organigue environnementale.



2. APPLICATION EN MICROBIOLOGIE

Découverte des hopanoides bactériens

Aprés 1970, les géochimistes organiciens
identifierent denombreuxdérivés hopaniques en,,£
C;s dansles sédiments, les sols, lggtroles et les
charbons 3, Van Dorsselaeet al, 1974, 1977). A
cette époqudgur origine biologique reste mystérieuse
car on ne connait gu'une dizaine de hopanoides
synthétisés padlesarbres,avectoutefois un nombre de
carbone ne dépassapts 30. Il est alorsdifficile
d’expliquer la présencebiquiste de leurs fossiledans
les sédiments, en particuligians degétroles dont la

contribution végétale est souvent mineure.
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Les précurseurdiologiquesdeshopanoidedossiles
doivent donc probablement se trouvedans des
organismes ubiquistes. Or, en analysant fdeon
méticuleusequelquessouches de bactéries, Rohmer et

Ourisson (1976a-c) identifiemieshopanetétrols dont le

Des fossiles orphelins

nombre decarbone de 35 expliquieien la présence de

fossiles en -C;; par dégradation de la chaine latérale.

La raison pourlaquelle ceshopanols bactériens
n'ont pas été identifiéplus tét estd'ordre analytique.
En effet, la séparation classiqdes lipides comporte
une étape déois lavages de la phasgganique a I'eau
distillée au cours déaquelleles hopanolssubstances
amphiphiles, sontransférés vers la phasgueuseuis

dans l'évier.

Ces résultats montremjue I'analyse d’échantillons
géologiques agés de plusieurs centainesmildons
d'années asuscité la découverte deshopanoides

bactériens (Ourisson et al, 1982, 1987a). Ces

substances biologiques revétent unenportance
particuliere parce qu’ellessont trés probablement les
précurseurs phylogénétiquedes stérols, molécules
ubiquistes chez les eucaryotes. Leshopanoides
joueraient ainsides roles physiologiques analogues,
notamment en tantque renforcateurs membranaires
1987b).

exposer ladécouverte déossiles moléculaires dont les

(Ourisson et al., Nous allons maintenant

précurseurs biologiques sont encore inconnus.

De nombreuxdérivés stéroidiquesnt été identifiésdansles sédiments et pétrolésackenzieet al, 1982).Leur

présence dans le milieu géologique peut étre expliquée par la transformation diagénétique des stérols d'etiganismes

comme les plantes supérieures, les algues et les champieacienzieet al., 1982). Toutefois, plusieurgroupes

identifient des stéroides fossiles dont la structure singuliére est difficileéer avedes stérols biologiquest). Ainsi,

des stéranes alkylés en position 2 ou 3 sont présents dans des sédiments d’ages variés (Summons et Ce@p@h, 1988,

Dahlet al, 1992). Puis, destéroides triaromatiqueséthylés en position 2, 3 ou 6 sadentifiésdansles sédiments

matures et les pétroles durassique dbassin de Paris (Lichtfousd al., 1990, Lichtfouse et Albrecht, 1994). Enfin,

des stéranes carboxylés en position 3 sont mis en évidence dans les sédiments pdiassitpiebAlsac€Dany et al.,

1990). C’est la présence de substituants carbonés en position 3 fagsilesqui est particulieremenpréoccupante car

aucun stérol biologique connu ne posséde une telle structure. En outrdjfiiaist d’expliquerl’ajout d'un carbone en



position 3par un processudiagénétiqueAinsi, la présence dsubstituantscarbonés de nature variée pasition 3

suggeére I'existence d'un précurseur biologique chez les organismes vivants (Licatfaljse993).
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Il existe actuellement plusieurs familles de fossiles "orphelins™coelacanthesnoléculaires”, c’est &ire des
molécules géologiques dont Ipgcurseurdiologiques n'ont pagncoreété identifiés 4, Ourissonet al,, 1982). Tout
d’abord, Rullkotter et Philip(1981) ontidentifié deshopanes dont le nombre darbone s'étend jusqu’'a 40 dans un
bitume du Silurien, alors que ce nombre n'atteint que 35 chez les hopanols bactériens connus. D’autre part, en brisant les
liaisons desmacromolécules organiques sédimentadresc degéactifs spécifique€happeet coll (1979) ontmis en
évidence dedongs hydrocarbures, lebiphytane par exempleCes fossiles sont probablemedérivés deslipides
membranairesles archagivant actuellementiansles nichesécologiquesaux conditions extrémes de température, de
salinité et d’anaérobiose (De Rateaal, 1986). Des terpanes tricycliques dont le nombre de carbone varie de 19 a 45 ont
été identifiesdansles sédiments et pétroléaquino Neto et al., 1982, Moldowanet al, 1983, Heissleet al., 1984).

Leur origine biologique estlifficile a cerner quoiqué’hypothése la plus satisfaisanseit une source microbienne
(Heissleret al, 1984). Enfin, Schaeffat coll (1994) ont mis ervidence des hydrocarbunesssédant de 4 a 8 cycles
dansles schiste€oceéne déMessel. La biosynthése de leym®curseurdiologiques pourrait avoir eu lieu a partir de
polyprénolsdans dewrganismes dont I'origine reste inconnue. &mclusion, l'identification de fossilesioléculaires
peutconduire a la découverte deuvelles substances biologiques. Nous allons montrer maintguratgs molécules

fossiles s’averent utiles pour étudier I'origine et le devenir de la matiére organique sédimentaire.



3. APPLICATION EN GEOCHIMIE PETROLIERE

Reconstruction du paléoenvironnement

L’étude isotopique desoléculessédimentairepeut livrerdesinformations sur I'environnement du milieu dépot
(Hayeset al, 1990, Jasper et Haye4,990, Collisteret al., 1992, Lichtfouse eBudzinski, 1995).Ainsi la structure
moléculaire permet de préciser la naturepdicurseubiologique. Le pristane sédimentaire, par exemple, provient en
majeure partie du phytol de la chlorophylle (Peters et Moldowan, 1993). En grére,a lanise au point déanalyse
du carbone 13 aoiveau moléculaire (Saret al, 1976, Matthews et Hayes, 197 arrie et al, 1984, Hayeset al,
1990, Lichtfouseet al, 1991, Lichtfouse et Budzinski, 1995), il est possitiebtenir desinformations sur Iglace de

I'organisme précurseur dans la chaine alimentaire.

5 Paléoenvironnement Fossiles moléculaires
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Ainsi la composition isotopique en carbone 13 du pristane (-38&9édiments Eoceéne @&reenRiver montre que
ce fossile provient de la chlorophylle du plancton, notammemtuae de valeuiiglentiques observégmour lesstéranes
alguaires b, Collisteret al,, 1992). Laprésence debopanesrévéle une contributionbactérienne. Desurcroit, leurs
compositions isotopiques tr@ppauvries en carbone 13 (-85%o) indiquené provenance de bactériegéthanotrophes,
d’'une part parce que le méthane biogénique issu de la décomposition de la ongdigiqrieest appauvri ecarbone 13
(<-60%0, Deines, 1980, Schoell, 1980),ddutre part parce qud’appauvrissement isotopique entre dabstrat et les
lipides des bactéries méthanotrophes peut atteindre 40%. (Suretrednd 994). Lesttudesmoléculaires s’averertonc
utiles pour préciser quel maillon le précurseur biologique occupe dans la chaine alimentaire d’'un milieu complexe. Enfin,
la prédominance de ces marquealguaires et bactériemsdique que lamatiere organiquest susceptible dgénérer du

pétrole léger par pyrolyse ou au cours de I'enfouissement.



Identification des réactions géochimiques

Au cours de I'enfouissement la matiéoeganique sédimentaire se transforfemtement sous l'action de la
biodégradation, de la pression, de la température et de la catalyss panéraux (Tissot et Welte, 1984). Toutefois la
nature exacte des réactions chimiques mises en jdliffagie a cernernotamment a&ause de I'extrémeomplexité du
milieu et en raison de la difficulté & suivre en temps réel les transformations moléculaireggardetaformation des
alcanedinéaires, constituants majeurs du pétrole, g expliquée paplusieurs mécanismes faisant intervenir des
précurseurs variéfCollister et al., 1994a, Tissot et Welte,984) : lapréservationdes alcanesdes cires végétales
(Eglinton et Hamilton, 1967, Huc, 1976, Tegelatal, 1989); la réduction des alcénes linéaires alguaires (&l
1968, 1970, Lichtfouset al, 1994b) et des alcools végétaeglinton et Hamilton, 1967, Kolattukudy, 1976, 1980);
la décarboxylation des acides grésGooper et Bray, 1963, Behar et Albrecht, 1984) et le craquage du ké(Busaed,
1980, Behaet al, 1984, Behar et Vandenbroucke, 1988).
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L’hypothése de formation des alcanes par décarboxyldésracidegras esgétayée paplusieurs observations. Tout
d’abord, la transformation de la matiére organique génére d’importantes quantitésyde de carbonéTissot etWelte,
1984). D'autre part, la distributiondesalcanes linéairefossiles est souvermarquéepar une forteprédominance des
homologues a nombre de carbone impair (25, 27, 28ar¥ queles acidesgras biologiques montrepresqueoujours
une prédominance paire (26, 28, 30...), d'ou 'idée d’'une décarboxylation (Bray et Evans, 1961, Cooper, 1962, Cooper et
Bray, 1963). Cettecorrélation entre précurseacide etproduit saturé est aussiise enévidencepar Behar etAlbrecht
(1984) dans lecas d’hydrocarburespolycycliques de structure spécifiquBour simuler lesréactions géochimiques
Shimoyama et Johns (197@hauffent 3250°C des acidegras purs emprésence d'argile ou dmrbonate, et obtiennent
bien desalcanedinéaires. La pyrolyselacideshumiques, substances riches en fonctions carboxyliques, livnérge
résultat (Fukushima, 1982). Enfin, Lichtfouse et Collister (1992) mettegvidanceune corrélation isotopiquentre
les acides gras a nombre de carbone impair et les alcanes linéaires & nombre de carbone pair dansHesé&suhideta

formation de Green River, Colorado.

La formation des alcanes linéaires fossiles s’explique donc bien par la décarboxidatiaridegras 6). Toutefois,
d’'autresvoies ne sont pagxcluescar I'hétérogénéitédes compositions isotopiquesdes alcanes linéairesuggere
I'existence de sourcasultiples (Collisteret al., 1994a).L’'étude de lastructure et de l@omposition isotopique des
fossiles moléculaires s’avére donc utile pour identifier les réactions géochimiques opérant dhalisubescomplexes. A
cet égard, cette démarche apparait prometteuse pour étudier le deveansiitgsantsorganiques etlesxénobiotiques au

sein des écosystémes modernes (Lichtfouse et Budzinski, 1995, Lichtfouse et Eglinton, 1995, Lichtfouse, 1998).



Parametres moléculaires de maturité

Les fossiles moléculairesont utilisés pougtudier latransformation de la matiére organiquetammentdans les
bassins pétroliers (Tissot et Welte, 1984, Peters et Moldowan, 1993). Le principe repose sur les altérationgsites
moléculaires au cours de I'enfouissement (Seift978, Seifert eMoldowan, 1978, 1979, 1981)D’'une maniére
générale, dans les sédiments de surfaci$ssles ont une configuratiqgoroche de cellelesmolécules biologiquesry.
Puis, avec I'enfouissement, igloptent progressivemenne configuration "géologiqugilus stable (Ensmingest al,
1978, Mackenzieet al, 1980). Ainsi le cholestérol de configuration "biologique" 20Rtraasformetout d’'abord en
cholestan€20R dansles sédiments immatureB.uis, dansles sédimentgprofonds dubassin de Paris, oaobserve la

formation progressive du cholestane "géologique" 20S dont la proportion dépasse 50% dans la zone a pétrole (> 1,5 Km)
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Il est donc possible de mesurer la maturité de la matiére organique sédimebdiadie desisomeres "biologiques” et
"géologiques". C'est notamment un moyen de distinguer les sédiments nugtuoes pu générer dupétrole deceux
dont le kérogéne est encore trop immature (Lichtfouse et Rullkétter, 1994). En outre, dans la partie suivante nous allon:
montrer que de tels indices moléculaires s’averent particulierantibrs pourcorrélerles réservoirs de pétrolavec leur
roches-meéres présumées. On entrevoit aussi I'éventuelle utilisation des fossiles matures comme le cholestane 20S en te
que marqueurs des combustibles fossiles dans les situations de contamination de I'envirannderasLichtfouseet

al., 1997b, Bryselboutt al, 1998).



Migration du pétrole

Dans le bassin de Paris ldsuxprincipalesroches-
meéres sont les formations duToarcien et de
I'Hettangien ). Les réservoirs de pétrokont situés
soit au-dessus dans [@ogger, soit erdessousdans le
Trias (Tissotet al, 1971, Espitaliét al, 1987, 1988).
Il est ainsi difficile de préciser quelleroche-mere
contribue a I'accumulatiodespétroles. Il s’ensuit que

les chemins de migration du pétrole sont peu connus.

————— - Roche-mére
.TOARCIEN "7/ .- 2

— . “r Roche-mére
'I_HE"IT_AI‘\IQEN SRS ‘
- i

TRIAS Pétrole

Or, alaide d’'un nouveauparamétre baséur les
stéroides aromatiques, Lichtfouset coll (1994a)
distinguent la maturité de la matie@ganique du
Toarcien (32%) de celle de I'Hettangié49%). Comme
les pétroles livrentdes valeurs intermédiaires (38%),
c'est la contribution de [I'Hettangienqui s'avére
guantitativement laplus importante. Eneffet, la
formation du pétroles’explique bien dans un premier
tempspar uneexpulsion de matiererganique a partir

des roches deéHettangien.Puis, aucours dutemps, la

maturité des fossiles moléculaires dd’Hettangien
continue a augmenter alorge le réservoir, moins
chaud etmoins riche en argiles, est sujet a une
maturation plus lenteL’accumulation du pétrole est
donc principalementdue aune expulsion a partir des
roches de I'Hettangiersuivie de migration vers les

formations du Trias et du Dogger.

Lichtfouseet coll. (1994a) ont proposé un moyen de
calculer la distance dmigration du pétrole #aide des
fossiles moléculaires9. Le principe repossur le fait
gue lamaturité de laroche-méreest généralement au
moins égale a celle du pétrole. dstanceminimale de
migration verticale est alorsdéterminéepar différence
entre la profondeur de leoche-méred’isomaturité et
celle du réservoir. Cettdistanceest estimée a 440 m
dans le bassin de Paris en utilisant plusigarsmetres
moléculaires basés sur les isomérdss stéroides
(Lichtfouseet al, 1994a).

MATURITE

Roches-meéres

Profondeur (Km)

En conclusion, les fossiles moléculaires s'averent de puissant outil$fpdigrles sources, la transformation et le

transfert de la matiére organique sédiment&lans les parties suivantes nous montregueces conceptdéveloppés

dans le domaine sédimentaire trouvent des applications en recherche agronomique et environnementale.
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4. APPLICATION EN AGRONOMIE
Indicateurs de source végeétale

Le conceptdindicateur desource biologiqudondé
sur les fossiles moléculaires pdiite appliqué détude
desmatieres humiques dsol. En effet, les sources
biologiques et les réactions chimiquesi président a
I'accumulation de 'humus sont aussi trés peu connues.
Parmi la multitudedesconstituantsorganiques dwsol,
prenons I'exemple des alcanégsalcools etdesacides
gras linéaires 10, Schnitzer et Neyroud,975, Jambu
et al, 1978, Moucawi et al, 1981, Schnitzeet al,
1986, Ambleset al, 1990, 1991, Dinett al, 1990).

10
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Ces molécules peuvent provenir de la décomposition
d'organismes variésomme les plantes, les algues, les
bactéries, les champignons et les insectes (Eglinton et
Hamilton, 1967, Gelpiet al, 1968, Kolattukudy,
1976). L'’hypothése de I'origineégétaleest étayée par

plusieurs observations.

Tout d'abord, leurs distributions montrent urferte
prédominance,soit des homologues pairs pour les
alcools et lesacidesgras, soitdeshomologues impairs
pour lesalcanes(Jambuet al, 1978, Ambléset al,
1990, 1991, 1994, Lichtfouset al, 1997a). Ces

distributions particulieresont semblables éelles des

cires cuticulairesdes plantes (Eglinton et Hamilton,
1967). D'autre part, leurs compositions etarbone 13
(Lichtfouse et al, 1995a, Lichtfouse, 1998) sont
analogues a celledes plantes (Rieleyet al, 1991,
1993, Collisteret al, 1994b). De surcroit, ichtfouse
et coll (1995a) observent I'absence ldeir marquage
isotopique en incubardes sols avec duglucose®C,

permettant ainsi d’écarter une contribution microbienne.

11
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Enfin, en utilisant latechnigue de marquage au
carbone 13 paculture de mais(Cerri et al, 1985,
Balesdentet al, 1987), Lichtfouseet coll (1994c)
mettent erévidence’enrichissement erarbone 13 des
alcanes dongues chaines dpl, authentifiant ainsi la
contribution végétale 11). Ainsi ces résultats
démontrent I'origine végétale des alcardesalcools et
des acides gras linéairesolagues chaines dsol. Nous
allons voir maintenant qu'il existeussides indicateurs

moléculaires microbiens.
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Indicateurs de source microbienne

La présenceal’acidesgras a courtes chaindans les
sols etdansles sédiments est souvent attribuée a une
contribution bactérienne (Parker et Leo, 19B&rkeret
al., 1967, Pernet al, 1979, Grimalt eSaiz-Jimenez,
1989, Grimaltet al, 1989, Thompsoret al., 1993).
Néanmoinsd’autressources biologiquesont possibles
car les acides grasont desconstituants ubiquisteshez
les organismes vivants. Leacides gras a chaines
courtes peuvent étraussi formégpar dégradation des
alcanes, des alcools et dasdesgras a chaines longues
(Morrison, 1969). Afin de distinguerces diverses
contributions, Lichtfouset coll (1995a) ont incubé un
sol agricole a l'obscuritéavec du glucose®C. lIs
observent un enrichissement desdesgras linéaires en
Cis Cis et Cg (12). Ce résultat confirmedonc la

synthése microbienne de ces acides.
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Mise en évidence de liens biogéniques

L’humus étant constitué de nombreuses molécules
provenant de sourcesultiples, il estdifficile d'établir
desrelations deparenté entrdes différentesclasses de
substances. Or, erétudiant les lipides du sol,
Lichtfouse (1998) observgueles alcanes linéaires a n
carboneont descompositions isotopiquesnalogues a
leur précurseurs biosynthétiques, les alcools linéaires et

les acides gras a n + 1 carbonk3) (

13 Lipides du sol

—eo— Acide gras lineaire &
F—@— Alcool lin¢aire G,

—e— Alcane linéaire CZ‘9

I T T T 1
-36 -35 -34 -33 -32

313C (%o)

Ce résultat montre que ces trois classes de molécules
du sol utilise la méme voie de biosynthedans le
méme organisme. En effet, une contribution
d’'organismes de nature vari@st tres improbable a
cause de laariabilité de la composition isotopique des
sources de carbone et eaison de la variabilité de
l'intensité des fractionnements isotopiques lors de
I'assimilation et de la biosynthégelayeset al., 1990,
Hayes, 1993). Ainsi'étude isotopiquedes différentes
classes de molécules du sol s'avétite afin depréciser
leurs éventuels liens biogéniques. Dans [emties
suivantes nous allons montraue cette démarche
s'avere utile pour étudier les voies de formation de

I'hnumus.



Identification de polymeéres aliphatiques
Plusieurs hypothéses onété proposées pour
expliquer la formation des matiéres humiques (Schnitzer

et Khan, 1978, Huc, 1980, Bollag et Loll, 198%yes

et al, 1989, Duchaufour,1994). Dans I'hypothése de
I' altérationdes plantesles parties résistantes comme la
lignine sont peumodifiées etcontribuentdonc a la
préservation de matiére de haut poids moléculaire.
L’hypothése de lassynthése microbienneéwvoque une
fabrication intracellulaired’acides humiques par les
microbes. L’hypothése de leondensatiormet en jeu
I'agglomération de petites molécules commedasres

et les acides aminés (Maillard, 1916, 1917).

Or, en analysandiverssols cultivés, Lichtfouset
coll. (1995b) observent un enrichissementcarbone
13 desconstituantsorganiques disol par rapport a la
plante. Ce résultat inattendu montyee lapréservation
sélective des organes végétauxigneux, les plus
résistants, edlans cecas un processus minecar la
lignine estappauvrie en carbone 1@eines, 1980,
Benneret al,, 1987). Enrevanche, ilsemble enaccord
avec I'hypothése de polycondensaties acidesminés
et dessucres puisque cederniers sont enrichis en
carbone 13 (Abelson et Hoering, 1961, Park et Epstein,

1961, Deines, 1980).

Néanmoins, nous suspectiolexistenced’un autre
processus basé sur la synthése microbienne de
polyméres aliphatiques extracellulaire$une part a
cause ddeur découverte récente dales algues et les
sédiments profondfLargeauet al, 1990, Derenneet
al., 1991, 1992) et d'autre part en raison dedgection
de carbone aliphatiqudans les sols (Hatcheret al,
1981, Schulten et Schnitzer, 199Qlmendroset al,
1991, Kégel-Knabneet al, 1992). Dans les sédiments,
trésrésistants  a

ces polymeres la dégradation

apparaissersous laforme de fines lamelles nommées
"ultralaminae".

14Uitralaminae du sol

Lichtfouseet coll. (1996) observent & leur tour par
microscopie électronique des ultralaminae d'une
épaisseur variant de 10 &3 dansl’humine d'un sol
agricole (4). L'analyse moléculaire déhumine par
pyrolyse révéle en outre une suite dedoublets
(GrC)  typique
aliphatiqgues  ultrarésistants 15,(

alcane/alcene linéaires des
biopolymeres

Lichtfouseet al, 1998a).

NN

Alcane linéaire (@)

15

NN

Alcéne linéaire (@)

Enfin, cette contribution majeure de carbone
aliphatigue al’humine estconfirmée par l'analyse en
résonance magnétique nucléaire du carbone 13
(Lichtfouseet al, 1998a). La préservation sélective de
biopolyméres a chaines aliphatiques linéaiegsésente
doncune voie alternative expliqguant Eabilisation de

'lhumus.
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Des liaisons fortes
L'analyse moléculaire del’humine donne des

informations sur lanature des réactions chimiques qui

président a ldormation de caéseau macromoléculaire.

Ainsi, Lichtfouse et coll. (1998b) identifient ainsi
plusieurs fossilesdans un pyrolysat de [I'humine,
notamment du pristénales stérénes etes hopénes
(16).

16
1-Pristéne
N R
2-Stéréne

~

17(21)-Hopéne

Tout d'abord, leur structure moléculairspécifique

indique la contribution de plusieurs sources biologiques.

Ainsi, le pristéne provient du phytotles organismes

photosynthétiques comme les plantes, les algues et les

cyanobactéries (Lartet al, 1979, Peters et Moldowan,

1993). Les stérénessont issus des stérols des

eucaryotes, notamment les algues pour les homologues

en C,, les champignons pour les homologues gnet
les plantes pour les homologues e, @Huang et
Meinschein, 1976, 197%ackenzieet al, 1982). Les

hopénes proviennent principalementes hopanols

14

bactériens (Ries-Kautt M. et Albrechp.,
Ourisson et Albrecht, 1992).

1989,

D’autre part, la position de laloubleliaison sur le
squelette de ces molécules est paxche de lgosition
des fonctions alcooldesprécurseurdiologiques. Cette
observationindique quées alcénesont été formés par
coupure pyrolytiquedes liaisons covalentesliant les
précurseurs alcooliques au résdaumique (7). Les
stérénes, par exemplspnt issus de laoupure des
stérols liés a I’humine, probablemgrar desfonctions
esterscar les matiéres humiquesont trésriches en

groupes carboxyliques (Schnitzer, 1991).

17 <« _R
HUMWE\O
Pyrolyse
s~ R

Cette hypothése esbnfortée par l'identification de
stérolsdansles hydrolysats de fractions polaires du sol
(Ambléset al, 1991). Le processubestérification est
aussi en accord avec plusieurs investigations
structurales mettant en jedes réactifs de coupure
marqués(Rullkétter et Michaelis, 1990, Richnowt
al.,, 1992, Michaeliset al, 1995). Les études
moléculaires témoignentlonc bien de l'existence de
liaisons chimiques fortes au sein d&humine.
Néanmoins, nous allons voir maintenaje certaines
molécules peuvenétre séquestrées pales liaisons

faibles.



Des liaisons faibles 18 Alcanes linéaires du sol

Plusieurs étudessuggerent l'existence dBaisons

faibles, non-covalentes, dans le réseau macromoléculaire 313C (%o)
des matiéres humiquesAinsi Schnitzer etNeyroud -22
(1975) observengue le traitement aux ultrasons des
acideshumiques libéredes alcanes etdes acides gras ~24
linéaires. Ici, biengu'une rupture deliaisons fortes ? Libres
puisse expliquer la libération des acides, un tel 207
mécanisme explique difficilement’expulsion des vg Liés a I'humine
alcanes, substances non-fonctionalisées. T - -

Par ailleurs, la préparation des kérogenes par -30
dissolution de la matrice minéradles sédiments libére

-32 ] ] ] ]

toujours unefraction organique dontine partie était
27 29 31 33

probablemenséquestrépar desliaisons faibles(Behar Nombre de carbone
et Vandenbroucke, 1988). Nanet/coll.(1997) mettent

aussi enévidence desnteractions non-covalentemntre En resume,létude desfossiles moleculaires de

lacénaphténone eles acidesfulviques parrésonance I'humine a livré desinformations concernant I'origine

magnétique nucléaire. Dméme, Lichtfouseet coll et les voies deggenésedes matiéres humiques. Trois

(1998a,b,c) identifientles alcanes linéairestorigine mecanismes de formation ont éés enévidence 19):

végétale non seulement dans le sol total mais @assi la préservation sélective de biopolymeéres résistants a

lextrait organique déhumine et dans lepyrolysat de chaines linéaires, laséquestration chimique par des

humine. Cesalcanessont donc séquestrés dans le  llaisons fortes et laséquestration physique par des

réseau de’humine. Néanmoins, leuprésencedans liaisons faibles.

I'humine pourraitétre éventuellemerexpliquée par un

défaut d’extraction dusol & moins qu'un paramétre Alcane linéaire piégé 19
indépendant nemontrat leur appartenance a un

compartimendifférent. Or, Lichtfouseet coll. (1998c) @

observenjueles compositions isotopiques earbone
13 des alcanes piégés sont nettenmgidtieures a celles HUMINE
de leurs homologues libreslg). Ces différences o

montrentdonc bien queles alcanesdescires végétales Stérol li

$

peuvent étreséquestrés paies liaisons non-covalentes

dans I’hnumus.

Biopolymére aliphatique
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Etude de la dynamique moléculaire

L'analyse isotopique dwcarbone renseignsur la
1965, 1968,
Campbell et al, 1967a,b, Nissenbaum efaplan,
1972, Martel etPaul, 1974, Jenkinson eRayner,
1977, Scharpenseel eSchiffmann, 1977,Balesdent,

dynamique de I'humus (Jenkinson,

1987). Ainsi, ladifférence deeneur en carbone 13 des
plantes de type Let C, (Smith et Epstein, 1971,
Bender,1971, O’Leary, 1981) a suscité leur utilisation
pour étudier le devenir des débris végétaux dansnus
(Cerriet al,, 1985, Balesdentet al., 1987, Cerlinget
al., 1989, Mariotti et Peterschmitt, 1994). datation
au carbone 14 aaussi révélé [lexistence de
compartiments organiques a renouvellement trés lent au

sein de 'humus (Scharpenseel et Schiffmann, 1977).

En revancheles acidesfulviques se renouvellent
plus rapidemenf{Campbellet al, 1967a,b,Balesdent,
1987, Lichtfouseet al, 1995c). Balesdentet coll
(1987) montrent  aussi que les fractions
granulométriques dwsol ont un renouvellement trés
(1977)

distinguentcing compartimentsorganiquesselon leur

hétérogene. Enfin, Jenkinson et Rayner
demi-vie: les matieres décomposables(0,16 ans),
résistantes (2,3 ans), stabilisées physiqguemenarfsp
ou chimiquement (1980 ans). Ces investigations ont
permis de mieuxomprendre la dynamique déumus
et de ses fractions grossieres. Ici, uapproche
permettant d’étudier la dynamique au niveau moléculaire

a été élaborée (Lichtfouse, 1995, 1997a).

Ainsi les alcanes linéaires a chaines longuesadu
fossiles des cires végétalegEglinton et Hamilton,
1967),
Lichtfouse, 1995). A ceégard, desinalyses de lipides

sont marqués par culture du mais @O0,

16

de sédiments etles expériences da&écomposition de
végétaux (Freemast al, 1994, Huanget al, 1997)

permettent d’écarter un éventuel biais isotopique.

20

AS13C (%o)
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Le marquage isotopique permet de mesurgrald de
carbone provenant du mais. Ainsi I'alcane gp dii sol
cultivé 23 ans contient 50% dmrboneissu du mais.
Le renouvellement de cette molécelst déterminéavec
une loi cinétiqgue du premieordre (Lichtfouse, 1997a).
Ce calcul révelgue lademi-vie de l'alcang22,4 ans)
est pluscourte que celle del’lhumus (28,8 ans). Ce
résultat est en accord avec la présence des alcanes dans la
fraction extractible dont la disponibilité estpriori plus
forte. En résumé, les fossiles moléculassérent de
puissants outils pougtudierles sources biologiques et

les processus présidant a la formation de 'humus.



5. APPLICATION EN ENVIRONNEMENT

Principe

Les écosystememsiodernessont potentiellement contaminés divers degréspar des produits fossilesd’origine
naturelle ou anthropique. Dans lgfuations de contaminations a I'état tdeces dandes milieux complexes, il est
souventdifficile d’authentifier I'origine fossile de molécules présentes. Néanmoins, nous allons montareides
investigations combinant I'identification de fossiles moléculaires, la datation au carbone 14 et le margasgenaul 3
s’averent fructueuses. La structure des fossiles moléculaires renseigne sur la maturité de la matiére organique, notamme
en révélant la présence de dérivés pétroliers. De cette mdagentaminations de sédiments siefaceont été mis en
évidencepar identification defossiles spécifiques(Dastillung et Albrecht, 1976, Hostettleat al, 1992). Cette
contribution de carbone anciemfortiori pétrolier, peut étre confortée par datation au carbone 14 (Suess, 1955, Stuiver et
Polach, 1977, Lichtfouse et Eglinton, 1995). Enfin, I'absence de variation isotopiquiekpérience de marquagiin
écosysteme peut témoigner d'une origine exogene (Lichtfsuse 1997a,b).

Cas de contamination diffuse 21

Les alcanes linéairedessols agricoles peuverétre o . I
Alcanes linéaires de sols agricole$

classégdans deuxcatégoriessuivant leursource 21).
Tout d'abord,les homologues a longues chaines:-(C Dérivés végétaux
C;3) proviennent des cires cuticulairesdes plantes
(Eglinton et Hamilton, 1967). Puis, les homologues a
courtes chaines (EC,o) dont I'origine esigénéralement
attribuée ades sources bactériennes, alguaires ou
fongiques(Clark et Blumer, 1967, Gelpét al, 1968,
1970, Grimalt et Albaigés, 1987, Amblesal, 1989).

Dérivés pétroliers
Néanmoins, les alcanes a chaines courtes étant aussi
les constituants majeurdes pétroles (Tissotet al,

1971, 1974), unesource pétroliereest aussi a 131517 19 21 23 25 27 29 31 33 35

considérerC’est lecas desols de la régiorParisienne Nombre de carbone

(Lichtfouse et al, 1997a) ou la faiblgprédominance

paire-impaire de cesnolécules ressemble a celle des Enfin, une éventuelle contribution microbienne peut

pétroles (Bray et Evans, 1961, Tissoet al, 1971 étre écartée carles alcanes a chaines courtes ne

1974). De surcroft, lediesel et ses produits de présentent aucuneariation isotopique ni lors du

combustion, sources possibles, montrent aussi des marquage au carbone 13 ltumus pendant 23ans, ni

lors d'une incubation de solavec du glucose®*C
(Lichtfouseet al, 1995a, 1997a). En fait, il pestagir

distributions analogues. Cette contribution cdgbone

ancienest confirmée par datation au carbone 14 de la

fraction alkane du sol (>8510 ans). soit d'une remontée lente de pétrolepit d'un dépot
régulier d’aérosolsCette contamination du sol dsiin
d'étre négligeablecar saconcentration esproche de

celle des dérivés végétaux.
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Cas de contamination ponctuelle

Lors d'une étude desols agricoles de la région
Parisienne, nous avons aussi miségitlence urcas de
pollution ponctuellgpar desalcanes a chaindengues
(Lichtfouse etEglinton, 1995). Ici, la distribution des
alcanegdessols contaminés se distingue nettement de
celle des sols sains par une prédominance des
homologues a nombre @arbone s'étendant de 23 a 40
(22). Une telle distribution estypique de produits
pétroliers lourdgBray etEvans, 1961 Tegelaaret al.,
1989). Cette contributiompétroliere est confirmée par
analyse isotopiquéAinsi, la datation au carbone 14 de
la fraction alcan€>8770 ans) montre une contribution
notable decarbone ancier(>66%). De surcroit, les
teneurs en carbone Hésalcanes linéaires (-30%gont
proches de cellesles produits pétroliers (Clayton et
Bjorgy, 1994, Wilhelm®t al, 1994, Lichtfouseet al,
1994a), et se distinguent de celldss sols sains (-
36%o).

En fait, la faibleprédominance dealcanes en &,
C;; et G; du sol contaminé2@) indique que ldraction
analyséeest un mélange dideux catégoriesd’alcanes :
des molécules en G-C,, sans prédom-inance paire-
impaire, d'origine pétroliere, edes molécules en &
C,; avecune forte prédominancempaire, dérivées des
plantes. Grace aux concentrations relatives et aux
teneurs ercarbonel3, il est possible dealculer pour
chaquemolécule la part de la contributiopétroliére.
Ainsi, lalcane en G, contient 74% decarbone
pétrolier. En soustrayant la contributior@gétale on
reconstruire la distribution de Ila

peut donc

contamination (Lichtfouse et Eglinton, 1995).
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Alcanes linéaires du sol 22

Sol sain

(L
23252729 3133353739

Sol contaminé

23252729 3133353739

Contamination
(calculé)

232527 293133353739

Nombre de carbone

Nous allons maintenardécouvrir d’autresmolécules
fossiles qui permettent d’authentifier les contaminations

pétrolieres des  sols et des plantes.



Hopanes et les stéranes pétroliers

Les hopanes et lestéranesont de bonsnarqueurs
de contamination pétroliere en raison de Iswucture
moléculaire trespécifiquetémoignant de la maturation
de la matiere organique pendatgs millions d’années
(Van Dorsellaeet al, 1974, Ensmingeet al., 1978,
Mackenzieet al, 1980, 1982).Leurs isomeressont
couramment utilisés en géochimiepétroliere pour
comparer lamaturité des roches-méres avecelle des
pétroles (Seifert et Moldowan1978, Peters et

Moldowan, 1993).

Lors d’'une étude préliminaire de végétaux poussant a
proximité de voies autoroutieres a Nancy, visant a
mettre au point le dosagkes hydrocarbures aromatiques
(Henner et al, 1997a), nous avonsdentifié des
hopanes,des stéranes etdes diastéranes danging
1998).

I'apportdes combustibles

espéces 43, Bryselbout et al, De telles
molécules authentifient
fossiles aux plantes. Ainsi le ratio Ts/Timasé sur les
hopanes et utilis€éouramment en géochimigétroliére
(Seifert et Moldowan, 1978, Peters et Moldowan, 1993)
atteint unevaleur de56%, cequi est typique de la
matiére organique géochimiquement trés matorame

le pétrole.

Nous avons aussi établi des paramétres basés sur les

hopanes du pétrole et ledcanesdes végétaux afin de
mesurer l'ampleur de lacontamination. Ainsi, le
pourcentage dap-hopane en § par rapport dalcane
linéaire en G, est de 23% pour le pin nod'Autriche
localisé & environ 500m de l'autoroute. Aword de
lautoroute cette valeuest de 66%. Ce résultat met
donc en évidencaine contribution plusélevée de
combustibles fossiles au bord de la voie routiére.
Des hopanes ont ausété identifiésdans dessols

agricoles de la région Parisienne (Lichtfouse al,

1997b). la forte maturité

géochimique

De manieére analogue,

mesurée alaide des isomeres
"biologiques et "géochimiques (Peters et Moldowan,
1993) atteste la contribution de produits pétroliers.
Dans ce cas, la contamination peétre d'origine

naturelle ou anthropique.

23

T

Hopane (@0)

Stérane (€9)

Diastérane (&)

En résumé, de tels paramétres moléculaeerent
trés prometteurs pourétudier la diffusion des
contaminations pétrolieredansles écosystemed.eur
utilisation mériteraitd’étre étendue 8étude dedfilieres
alimentaires eau, plante, produit alimentaire,
organisme vivant et boue de statidfépuration, par
exemple. Nous allons maintenant montrgue les
micropolluants aromatiquesdes sols ont aussi une

origine ancienne.
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Hydrocarbures aromatiques polycycliques

Des hydrocarbures aromatiques polycycliqoes été
identifiés dans laplupart des écosystemegEdwards,
1983, Sicreet al, 1987, Baelet al, 1991,Garrigues et
Lamotte, 1993). lls peuverdtre issus soit desources
naturelles tellesque les remontées de pétroles et
I'aromatisation rapide desterpénes végétawsoit de
sources anthropiques comias accidentspétroliers et
les gaz d’échappement (Henmtral, 1997hb, Lichtfouse
et al, 1997b). Certains homologues comme le
benzo[a]pyrene24) sont mutagénes et potentiellement
cancérigénegPahlman et Pelkonen, 1987), notamment
a cause des corrélations entre les souttgslrocarbures
et la fréquence d’apparition des cancers @tesd, 1976,
Blumeret al, 1977).

"ol

Benzo[a]pyréne

Dans les sols agricoles de la région Parisienne nous

avons identifié des hydrocarbures aromatiques présents a

I'état detraces (Lichtfouseet al, 1997b).L'étude de
leur structure et de leur distributimuggere unesource
fossile ou pyrolytiqueplutét qu'une formation par
aromatisationrapide aucours de I'humification. En
outre, la datation au carbone 14'une fraction
aromatique (>9820 ans) montre lgprésenced'une
fraction majeure de carbone ancigir0%). Ce résultat

est appuyéar les paramétres dmaturité baseés sur les

20

isomeres des méthylphénanthrénes, utilmgamment
en géochimie pétrolierRadkeet al., 1986, Garrigues
et al, 1988, Lichtfouseet al., 1994a),qui livrent des
valeurs équivalentes a celles de sédiments profonds et de

pétroles.

25
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Enfin, nous observons unabsence de variation
isotopique des fractions aromatiques au courdsune
expérience de marquage du carbonsalupar culture du
mais pendant 23ans @5). Ceci montre que ces
molécules ne font pas partie du cycleadubone dwsol,
du moins sur ce pas de temps. En fait, il pgagir
soit d’'une remontée lente et diffuse de pétretat d'un
dépdbt régulier d'aérosols. Edéfinitive, les fossiles
moléculaires s'avéerent deuissants outils pouétudier
la diffusion des contaminations pétrolieres’origine

naturelle ou anthropique dans les écosystémes.



6. CONCLUSION

Les fossiles moléculaires sont de puissants outils pour étudier I'origine, la transformation et le transfedtiéecla
organique dans les écosystémes modernes et ar@@nislarqueurs d’origine, ils livrendesinformations sur le milieu
de dépbdt, en précisant notamment les sources de la mati@réque et la place deur précurseurdiologiquesdans les
chaines alimentaires. Dmaniere surprenante, laécouverte decertains fossiles "orphelins" peutconduire a
I'identification de nouvelles substances biologiqu@sutre part, I'analyse isotopique dmarqueursvégétauxdans les
sols a permisd’étudier la dynamique déhumus au niveau moléculairdvlarqueurs deprocessus, leurstructure
moléculaire et leur composition isotopique permettiidentifier la naturedesréactions géochimiques opératans les
milieux trés complexesMarqueurs dematurité, les fossiles moléculaires permettentmdsurerl'intensité du stress
thermique subi par la matiére organique au cours de I'enfouissement dans les sédiments. A cet égard, ilstd@vérent
la fois pour larecherchepétroliere et pour authentifier larésence deontamination pétrolierelansles écosystéemes
modernes. D’une maniemus générale, le concept dearqueur développé egéochimie pétroliergraceaux fossiles

moléculaires est a la base d’un domaine scientifique en émergence, la géochimie organique environnementale.
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7. PERSPECTIVES : GEOCHIMIE ORGANIQUE ENVIRONNEMENTALE

Introduction

L'étude moléculaire des sols, des sédiments et des plantes s’est avérée utile pour préciser les sources, les processus de
transformation et lelevenir de lamatiére organiqueNos résultats s’intégrent aindans un domainscientifique en
émergence rapide : lgéochimieorganique environnementa{&ganhouse, 1997). Legremierespercées bénéficient
largementdes concepts etdestechniques analytiquefines développés eméochimie pétroliere depuiE960 (Bray et
Evans, 1961, Eglinton et Murphy, 1968Jbrecht et Ourisson, 1971, Eglinton, 1973, Tissot et Well®84,
Moldowanet al, 1992, Peters et Moldowan, 1993, Engel et Macko, 1993, Killops et Killops, 1993).

Ces acquis m'aménent a envisager I'étddedevenir des molécules organiques danisenvironnement et,
en particulier, lecycle des micropolluants organiques dans le systéme sol-plante en faisant appel aux

outils suivants :

- les marqueurs dsourceet ladatation au carbone 14pour authentifier les contaminations,
- les marqueurs daiodégradation pour étudier la dégradation des polluants, et

- les marqueurs dmaturité pour mesurer le degré de maturation des matiéres organiques.

Marqueurs de source anthropique

De nombreux micropolluantsrganiquescontaminent actuellement les écosystéen@smme les processus qui
président deur diffusionsont encorepeu connus, il est souvedifficile de préciserdeur origine. Ces interrogations
pourraient étre levées par des études au niveau moléculaire. Par exlampl@rqueurpétroliers ontété identifiésdans
les sols et dans les plantes poussant & proximité des voies routiéres (Lickttilys997b, Bryselboutt al, 1998). A
cet égard, jeproposed’étendre la recherche desfossiles pétroliers a I'ensembbiesfilieres alimentaires pluies,
solution du solamendementsols, plantesproduits alimentairedjssus biologiques, boues de statiahdpuration et
sédiments de riviére. Ces informations structurales seraient avantageusement complétées par la datation au carbone 14 des
molécules (Eglintoret al, 1996)cartous les produits pétroliersen contiennenpresqueplus. Il conviendraaussi de
s'intéresser auxmicropolluants liés aux matricemganiques macromoléculairear ces substancesont susceptibles
d'étre transféréewers les organismes vivants aféaveurdestransformations de la matieceganique(Schiavonet al,
1978, Chappeet al, 1979, Bollag et oll, 1983, Roberts, 1984, Richnowt al, 1994, Schiavoret al, 1997,
Lichtfouse, 1997b, Houaott al., 1997, Nannyet al, 1997). Enfin, denaniéreplus générale, I'étudenoléculaire peut
s’avérer un puissant moyen d’investigation de I'authentification, de la biodisponibitiSeiecanismes de transfert des

micropolluants organiques.
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Marqueurs de biodégradation

De part leur structurearbonéetous les micropolluanterganiques pourraient étl@odégradés dans desnditions
adéquates. Néanmoins, étant donné la compldgikécosystémes, Igacteurs quicontrélent ladégradatiorsont encore
peu connus, notammentcause du manquéoutils permettant’étudier cephénomene au niveau moléculai@r, des
études récentes suggerent que ces interrogations pourrait étre |€aélks de marqueurmoléculaires ddiodégradation.
Par exemple, les molécules pétroliemrs des aptitudesdifférentes a se biodégradeelon leur structurenoléculaire
(Connan et Restlé, 1984, Peters et Moldowan, 1993). De telles différences ont été exploitéesspaitintensité de
la biodégradation du pétrole dans les réservoidansles solsdesraffineries(Peters et Moldowar, 993, Moldowan et
al., 1995). Un tel conce'appliqueraitdoncbien aux situations de contamination ponctud#ssols par les produits
pétroliers. Il permettrait non seulemat¥valuerl’intensité de la dépollutiorpar atténuation naturellenais aussi de
mesurer l'efficacité des technologies de réhabilitation, notamment I'épandage, I'incinération, la désorption thermique, les
bioréacteurs, les biotertres et les cultures (Chaietaly 1995, 1997). Denaniereplus généraledesinvestigations de
la filiere alimentaire pourraient livrer dguissants outilsmoléculaires pourétudier la dégradation deggolluants

organiques.

Marqueurs de maturité

Les facteurs quicontrélent la maturatiodesmatiéres organiques impliquédansles différentesétapes de la filiere
alimentaire sont peu connus, notamment dans lelesaisiéchets ou i'existe actuellement aucundice moléculaire de
transformation, @ ma connaissance. Or, de nombreiigdss sédimentairemt conduit a la définition d@uissants
paramétres moléculairggermettant de mesurer faaturité de la matiérerganique awcours des temps géologiques
(Schroeder et Bada, 1976, Peters et Moldowan, 1993, Lichtfouse et Rullkétter, 1994, Licktfalils&994a). Aussi je
propose d'étudier les matieresorganiques endécomposition pouridentifier des substancesorganiques dont les
changements moléculairemt lieu surdespas de temps plus courfde 'heure a la centaine d’'années). Bals
paramétres moléculairssvéreraientutiles pourmesurer et authentifier I'état deaturationdes matieresorganiques
impliqguéesdans degrocessudlivers : le compostagedes déchets,'épandage deboues, I'humificationdessols, le
marissementlesfruits, la vinificationdesjus de raisins|'affinement des fromages, la cuissodesaliments, etc. Le

concept de parametre moléculairendturité pourraidonctrouverdesapplicationsdansla plupart desdomainesde la

recherchegronomiquea condition de maitriser I'analyse fine des traces organiques.
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