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« La science est une bénédiction pour qui la saisit et une malédiction pour qui la fuit, mais on
ne doit jamais étre orgueilleux de son propre savoir puisqu’il n’y a pas de limite dans la
science et que personne ne peut arriver a la perfection. Ecouter est la plus belle chose qui
existe »

(Ptah-hotep, vers 2400 av. J.-C.)
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Introduction générale

L’archéométrie a été développée, apres la seconde guerre mondiale, par un ensemble
d’archéologues et de scientifiques conscients de ce que la science pouvait apporter de
novateur aux problématiques archéologiques. A I’échelle internationale, le premier
symposium a réunir a la fois des spécialistes en archéologie et en sciences naturelles eu lieu
dans les années 1960 et concernait plus particulierement la prospection des fouilles au moyen
de méthodes géophysiques. En 1976, Maurice Picon (1931-2014), physicien et archéologue
de renom et pere de I’archéométrie francaise, fonda avec huit autres compatriotes
archéologues et scientifiques le « Groupe des Méthodes Physiques et Chimiques de

I’ Archéologie » (GMPCA). Ces chercheurs avaient, en effet, constaté que pour

« de nombreux archéologues, les recherches de terrain et de laboratoire sur les
milieux et les mateériels, objets de leur étude, ne se ramenaient plus a une simple
description et analyse érudites, mais qu’un certain nombre de progres dans le
sens de la précision et de la rigueur exigeaient l’introduction de moyens nouveaux
généralement issus des disciplines dites exactes [...]. ». Il en résultait alors que
« [’évolution (de [’Archéologie) considérée sous son jour le plus général,
consacr(ait) en fait [’apparition de ce qu’il est convenu d’appeler la
« pluridisciplinarité ». Celle-ci ne (pouvait) étre fructueuse que dans le cadre
d’une coopération intime et profonde des deux parties engagées dans le dialogue,
chacune, en définitive, faisant siens problemes et techniques de [’autre. »
(Tabbagh, 1994)

Cette rencontre du monde de I’archéologie avec des géologues, sédimentologues,
pédologues, botanistes, zoologistes, anthropologues, chimistes, spécialistes des matériaux et
specialistes de la datation (liste non exhaustive), au sein d’équipes pluridisciplinaires, a
largement été influencée par les avancées scientifiques et technologiques du XX®™ siécle. Par
exemple, la microscopie électronique a balayage, développée a partir des années 1960, a
permis I’observation a 1’échelle microscopique puis nanométrique des objets du patrimoine. Il
en va de méme pour I’essor des méthodes de datation absolue, parmi lesquelles la datation au
14C dont les principes ont été énoncés par Libby en 1949 (Libby et al., 1949), et qui a rendu
possible 1’établissement de chronologies plus exactes. La chimie moléculaire, elle aussi, a
connu d’importantes mutations grace aux progres réalisés dans le domaine de la

chromatographie et de la spectrométrie de masse, & partir de la deuxiéme moitié du XX
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Introduction générale

siecle, permettant de nos jours la separation et la caractérisation de composés moléculaires
variés dans des mélanges complexes. Tous ces outils scientifiques ont profondément
transformé le monde de I’archéologie moderne, de sorte qu’aujourd’hui, les collaborations

entre archéologues et scientifiques se multiplient.

Parmi les nouvelles disciplines créées a I’interface de I’archéologie et des sciences,
I’archéologie moléculaire s’est développée dans 1’idée qu’un matériau archéologique, quel
qu’en soit 1’age, peut avoir préservé une part de sa signature moléculaire originelle ou
transformée. De ce fait, I’identification de marqueurs moléculaires diagnostiques de
substances naturelles au sein de la matiére organique étudiée permet a la fois de déterminer
I’origine biologique d’un matériau archéologique (Agozzino, 1997, Peters et al., 2005), mais
peut aussi permettre, dans certains cas, d’en connaitre un fragment de son histoire : Est-il
question d’une ressource native du lieu de sa découverte ou, au contraire, s’agit-il d’une
ressource importée, ce qui sous-entend que des échanges commerciaux ont eu lieu ? S’agit-il
d’un matériau brut ou est-il le résultat d’une transformation anthropique en lien avec une
technique artisanale particuliére ? En quoi consiste cette technique ? S’agit-il d’un mélange de
divers ingrédients ? ... Ce sont autant de questions auxquelles 1’archéologie moléculaire peut
apporter des e€léments de réponse. Pour faire face a une demande croissante des archéologues,

plusieurs aspects méritent tout de méme d’étre plus particuliérement développés :

(1) La chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS) est une
technique analytique couramment mise en ceuvre pour explorer la composition
moléculaire de substances organiques trouvées en contexte archéologique. Elle permet,
plus particulierement, la mise en évidence de composés spécifiques (biomarqueurs)
permettant 1’identification des produits naturels & partir desquels ces substances
archéologiques ont été préparées (Evershed, 2008) ou I’identification des différentes
sources végétales qui ont contribu¢ a la matiere organique d’un sol archéologique.
Cependant, les matériaux organiques archéologiques sont parfois constitués de
substances naturelles peu communes et peu connues -voire inconnues-, bien que
certaines d’entre elles aient été exploitées dés la Préhistoire. Il est donc, dans ce
contexte, nécessaire d’accroitre autant que possible, notamment en termes de diversité
des especes etudiées, la connaissance des signatures moléculaires spécifiques liées aux
especes végétales ou animales dont les restes organiques peuvent étre rencontrés en

contexte archéologique.
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(2) A Dorigine, un artefact est le fruit d’un savoir technique et artisanal, développé par
I’Homme, généralement & partir de ressources naturelles (bois, cires et résines
naturelles, bitume, graisses animales et végétales, colorants, ...), qu’il fagonne selon sa
volonté par I’intermédiaire de traitements particuliers (e.g., traitement thermique). Par
la suite, ces artefacts, ou toute autre trace relative a une quelconque activité humaine,
se retrouvent au niveau de sites archéologiques dans des conditions environnementales
et microbiologiques parfois favorables a la préservation (milieu aquatique, conditions
anaérobies) ou, au contraire, plus ou moins destructrices. L’ensemble de ces processus
d’altération naturels, tout comme les traitements subis lors de la fabrication des
artefacts, sont susceptibles de fortement modifier les substances organiques étudiées et
leur signature moléculaire spécifique originelle. 1l est de ce fait indispensable d’avoir
une meilleure connaissance de I’effet de ces processus de dégradation si on cherche,
en dépit de leur altération, a déterminer 1’origine biologique de substances organiques
sur la base d’une étude moleculaire. A cet égard, la résistance particuliere de certains
composés lipidiques aux processus d’altération représente un atout majeur pour de
telles études. Par ailleurs, la reconnaissance en tant que telles, des transformations
spécifiqguement induites par les traitements subis par les matériaux organiques lors de
leur préparation, et la capacité a les distinguer sans ambiguité de celles liées aux
processus d’altération naturels, peut également permettre d’accéder a des informations

concernant leur mode de préparation ou la technologie mise en ceuvre.

(3) Le besoin se fait également sentir de développer des protocoles analytiques impliquant
I'utilisation de tres faibles quantités d’échantillon. Au vu de la rareté de certains objets
de notre patrimoine culturel et artistique, il est en effet nécessaire que soient élaborées
de nouvelles méthodes de travail quasi non-destructives. A titre d'exemple, si le
développement d’une instrumentation performante pour la datation au carbone 14 de
trés petits volumes d’échantillons (AMS MICADAS) représente une avancée majeure
(Ruff et al., 2007, 2010a, 2010b), cela nécessite néanmoins que soient mis en place, en
amont, des protocoles adaptés d’échantillonnage, de préparation de ces échantillons,
de purification et d’isolement des composés d’intérét, tout en évitant d'introduire des

contaminations extérieures.

Afin de répondre au mieux a la demande et aux interrogations des archéologues, ce
travail de these s’est articulé autour de thématiques variées, impliquant toutes I’utilisation de

biomarqueurs lipidiques et de leur signature isotopique pour 1’identification de substances
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organiques d’origine vegétale détectées en contexte archéologique, qu’il s’agisse de matériaux
organiques trouvés sur des objets ou de matériel végétal ayant contribué a la matiére

organique de sols archéologiques. Celles-ci feront 1’objet de chapitres distincts.

Nous aborderons, dans un premier temps, quelques notions essentielles relatives aux
substances naturelles (Chapitre 1) comme leur composition moléculaire, les voies de
biosynthése utilisées par les plantes et la préservation des lipides de végétaux au sein
d’échantillons anciens (notion de biomarqueurs). Nous présenterons également quelques
aspects théoriques et pratiques concernant les analyses de la composition isotopique du
carbone (GC-c-IRMS) et la datation au **C dans le cas de trés petites quantités d’échantillons

(AMS MICADAS), ces techniques ayant été mises en ceuvre au cours de ce travail.

Puis, a travers I’analyse du contenu lipidique de sols archéologiques et, notamment, la
détection de marqueurs moléculaires d’anthropisation, nous chercherons a identifier I'origine
et la fonction de sols et de structures archéologiques ainsi qu’a mettre en lumiére des
pratiques agricoles du passé. Le sol possede, en effet, cette formidable capacité a enregistrer
divers signaux moléculaires relatifs a son histoire. Ainsi, par exemple, la présence de la
miliacine, un biomarqueur de millet (Panicum miliaceum) dans des sols ayant comblé
d’anciennes structures de stockage de grains sur un site archéologique, atteste d’une période
de culture de cette céréale sur ce site (Chapitre 2), tandis que la détection de stéroides
d’origine fécale traduit la mise en place d’infrastructures, telles que des latrines, liées a
I’établissement de I’homme sur un territoire (Chapitre 3). Ces deux études seront 1’occasion
d’évaluer le potentiel que représentent les sols archéologiques piégés au sein de structures
dites « en creux » et les lipides qui leur sont associés en tant qu’archives. Nous verrons alors
comment la datation au **C de composés individuels permet de replacer le contenu lipidique
d’un sol dans une chronologie et de montrer que ces structures « en creux » peuvent archiver
des informations concernant une succession de cultures ou une modification d’environnement

ayant précédé leur creusement.

Un important volet de cette thése a été dedié a I’analyse de résines aromatiques,
appelées «baumes », caractérisées par la présence de dérivés d’acides cinnamique et
benzoique en contexte archéologique (Chapitre 4). Un premier volet est consacré
spécifiguement a une étude chimiotaxonomique ayant pour objectif la détermination de
nouveaux critéres moléculaires fiables pour la reconnaissance et la différenciation de sucs

résineux issus de différentes especes de Styrax, Liquidambar et Myroxylon. En effet, les
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¢tudes moléculaires relatives a ces baumes aromatiques rapportées dans la littérature s’aveérent
insuffisantes, voire discutables dans certains cas lorsque I’authenticité des échantillons n’est
pas avérée. Une deuxieme partie, chronologiquement & l'origine de ces travaux
chimiotaxonomiques, est consacrée a la caractérisation d'une résille organique ornant un crane
humain mis au jour lors de fouilles archéologiques a Nahal Hemar (sud de la Mer Morte,
Israél), dont une résine aromatique de la famille des baumes représente un constituant

important.

Enfin, I’étude moléculaire que nous présenterons dans le cinquieme chapitre fait suite
a la mise en évidence d’une substance, de nature organique, servant d’adhésif pour la
confection d’un pendentif mis au jour lors de la fouille d’une sépulture hallstattienne a
Eckwersheim (Alsace). En raison de la détection de marqueurs triterpéniques spécifiques en
série lupane, cette substance a été identifiee comme étant un brai (goudron) obtenu par
traitement thermique d’écorce de bouleau. Cette identification nous a conduit a réaliser une
étude moléculaire plus détaillée des modifications induites par le procédé de fabrication du
brai sur les structures triterpéniques afin de distinguer clairement les marqueurs triterpéniques
directement issus de cette transformation anthropique de ceux liés a une dégradation naturelle
post-dépositionnelle des artefacts archéologiques, un processus a prendre systématiquement

en considération dans le domaine de 1’archéométrie.

Nous cléturons ce document par un récapitulatif de nos résultats (Chapitre 6) et nous
discuterons de quelques perspectives qui méritent d’étre approfondies dans le cadre de futurs

travaux de recherche, en archéométrie notamment.

Note : Les composés moléculaires mentionnés dans ce document (texte, tableaux et figures)
sont désignés par les lettres capitales suivantes : S (stérols), T (triterpénes), D (diterpénes), P
(derivés de phénols et de phénylpropanoides -esters d’acides cinnamique et benzoique
notamment-), L (lignanes), B (benzofuranes), F (flavonoides) et X (autres composés). Leurs

structures sont présentées en appendice.
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Chapitre 1 : L’analyse de substances naturelles en archéométrie moléculaire

Le regne végetal, comprenant des centaines de milliers d’espéces et de variétés
différentes, représente a lui seul un gigantesque laboratoire de chimie dans lequel des millions
de produits naturels peuvent étre synthétisés. La complexité de bon nombre de ces
constituants est telle qu’il a souvent été difficile pour les chimistes de synthése de reproduire
fidelement ce que la nature est capable de faire. Quoiqu’ils n’aient pas toujours réussi a
synthétiser ces produits, les hommes ont su, trés tt, extraire et tirer parti de la large palette de
substances naturelles qu’offrent les plantes auxquelles sont associées différentes propriétés
physiques, chimiques et biologiques. D¢s la Préhistoire et I’ Antiquité, les fibres végétales ont
été extraites des plantes pour la confection de papiers et de tissus (Jakes et al., 1994,
Franceschi et al., 2004), de méme qu’un grand nombre de constituants (résines, huiles...) ont
servi a la formulation de produits médicinaux (Lev et Amar, 2008), de parfums ou de
cosmétiques (Lucas, 1930, Brun, 2000). Enfin, les plantes ont tout naturellement fait partie
des premieres ressources alimentaires nécessaires a la survie de I’homme. Dans le domaine de
I’archéologie, il est, par conséquent, fréquent de retrouver les traces de substances végétales
tant a 1’échelle macroscopique (fibres, restes carpologiques, par exemple) qu’a 1’échelle
microscopique avec les lipides de végétaux qui se trouvent étre particulierement bien
préservés a travers le temps (Eglinton et al., 1991). L’identification de ces lipides par des
analyses moléculaires de biogéochimie organique représente donc un atout majeur pour
déterminer l'origine des organismes précurseurs, a condition de savoir reconnaitre et

interpréter les lipides caractéristiques (« biomarqueurs »).

Nous décrirons, dans une premiere partie de ce chapitre, les différentes voies de
biosynthese utilisées par les plantes afin d’élaborer une partie de leur important cortege
moléculaire lipidique (composés linéaires, terpenes et phénylpropanoides). Au sein de cet
ensemble tres complexe et trés diversifié, certains lipides peuvent étre particulierement
spécifiques a certaines especes de plantes et représentent, de ce fait, des outils moléculaires
adaptés a la caractérisation de substances naturelles dans le cadre d’études archéologiques
comme nous Pillustrerons au travers de quelques exemples. Enfin, nous discuterons de
quelques aspects théoriques et pratiques concernant I’analyse de la composition isotopique du
carbone (GC-c-IRMS) et la datation au radiocarbone de lipides individuels (AMS

MICADAS), deux techniques de plus en plus utilisées en archéométrie.
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1.1.  Origine et voies de biosynthése des lipides de plantes

Tout commence avec la photosynthese au cours de laquelle le dioxyde de carbone et
I’eau sont incorporés et s’assemblent au sein de I’organisme vivant pour former des sucres tel
que rapporté dans 1’équation (1) — I’équation (2) concernant le cas particulier du glucose
(Torsell, 1997).

Assimilation
hv, ATP, NADPH
nC0, + nH,0 (CH,0), +n0, @
Respiration
6C0, + 6H,0 — C4Hy,06 + 60, )

Outre le fait que la photosynthése sert a 1’incorporation du carbone organique chez les
plantes, cette réaction fournit également 1’énergie nécessaire a celles-ci pour leur
développement en convertissant 1’énergie lumineuse recue par le soleil en énergie chimique.
Que ce soit la photosynthése, ou sa réaction inverse qu’est la respiration, ces réactions
chimiques s’avérent essentielles a la vie des plantes, d’ou leur appellation de métabolismes
primaires (Torsell, 1997). Tout métabolisme nécessite de pouvoir stocker, en amont, de
I’énergie au sein de I’organisme puis de la transporter vers les cellules cibles, cette énergie se
trouvant étre fournie sous la forme d’ATP (adénosine triphosphate). La biosynthese fait
également intervenir un agent réducteur, le NADPH/H" ou nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate, une coenzyme donneuse d’électrons. L’ATP et le NADPH sont, tous deux,
impliqués dans la plupart des réactions chimiques décrites ci-dessus. Bien que de multiples
enzymes interviennent également au cours des différentes étapes de biosynthése permettant la
carboxylation, I’oxydation, I’hydrogénation, I’hydroxylation ou la condensation de nombreux
substrats (Rohmer, 1999, Kunst et Samuels, 2003, Eisenreich et al., 2004), celles-ci ne seront
pas detaillées dans la suite de ce chapitre. La rupture du glucose -ou glycolyse- au sein du
cytoplasme des cellules végétales conduit ensuite a la formation de deux molécules de
pyruvate (1, Figure 1.2 ; Torsell 1997) qui serviront de « briques élémentaires » pour les voies

de biosynthese decrites ci-dessous.
1.1.1. Composeés a chaines linéaires

Chacune des feuilles d’une plante est recouverte, sur Sa partie externe, d’une couche
protectrice, nommée cuticule (Figure 1.1), qui se compose principalement d’un mélange

d’hydrocarbures, d’acides gras, d’alcools et d’esters lourds appelé cire épicuticulaire
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(Eglinton et Hamilton, 1967, Kolattukudy, 1970). Cette cire épicuticulaire agit comme un
puissant imperméabilisant puisque les longues chaines de type alkyle forment une couche
hydrophobe qui empéche la perte d’une quantité trop importante d’eau lors de la respiration et
qui limite le transport de 1’eau au sein méme de la plante. Cette couche cireuse joue également
un role protecteur car elle prémunit les cellules des plantes et leurs organes contre les
agressions externes, telles que le rayonnement ultraviolet du soleil ou les dommages causés
par les insectes. Enfin, elle aide 1’organisme a résister aux agents infectieux tels que les
champignons et les bactéries (Kolattukudy, 1970, Kunst et Samuels, 2003, Koch et Ensikat,
2008).

A~ Ao
o 0
(A) Ao Aot

cuticule cireuse
/

épiderme supérieur

Mésophylle nervure
(cellules A (B) chloroplaste nucléus
photosynthétiques)

Cytosol

mitochondrie

vacuole

F1G. 1.1 (A) Coupe transversale d’une feuille présentant les principaux constituants biologiques qui
jouent un role clé dans la vie et le développement de la plante. (B) Coupe transversale d’une cellule

végétale (Source des images: (A) slideplayer.fr, slide 1773164; (B) piperpages.wikispaces.com).

La synthése des composés a chaine linéaire commence par la formation des acides
alcanoiques a partir de 1’acétyl-coenzyme A (acétyl-CoA, 2) apres plusieurs étapes de
condensation, réduction et élongation tel qu’illustré en Figure 1.2 (Eglinton et Hamilton, 1967,
Torsell, 1997, Dewick, 2002, Chikaraishi et al., 2004a). Les premiéres voies réactionnelles
consistent en la conversion de 1’acétyl-CoA en malonyl-CoA (3) par réaction de carboxylation
suivie du transfert des groupements malonyle et acétyle sur une protéine porteuse d’acyle
(ACP : «acyl carrier protein ») pour former respectivement le malonyl-ACP (4) et 1’acétyl-
ACP. La condensation de ces derniers permet le passage d’une chaine contenant deux

carbones a une chaine comprenant, cette fois-ci, quatre carbones. S’en suit alors une
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succession de réactions de réduction impliquant le NADPH et une insertion, a nouveau, de
malonyl-ACP (4), générant ainsi un acide comprenant deux carbones additionnels (Post-
Beittenmiller, 1996, Dewick, 2002). La réitération des étapes décrites précédemment mene a
la synthése d’acides a chaines paires pourvues de deux a dix-huit atomes de carbone (Post-
Beittenmiller, 1996). C’est ensuite au sein des mitochondries (Figure 1.1) que les n-acides a
chaines plus longues, typiquement de Cy a Csp, sont synthétisés par 1’ajout ultérieur de
malonyl-CoA (Post-Beittenmiller, 1996, Kachroo et Kachroo, 2009). Etape par étape, la
synthése des acides gras se poursuit par 1’adjonction de deux carbones supplémentaires sur le
matériel de départ, ce qui explique en partie pourquoi les acides gras d’origine végétale sont
majoritairement & chaine paire (Dewick, 2002). A posteriori, une décarboxylation
enzymatique ou une réduction conduisent respectivement a 1’obtention des n-alcanes et des n-
alcools (Kunst et Samuels, 2003).

ACP : acyl carrier protein

) 9 ATP, CO o o HSACP o o
Glucose —, )Hro - )LS.COA - : M -CoA - M .ACP
I o HO S HO S
(1) pyruvate (2) acétyl-CoA \\\ (3) malonyl-CoA (4) malonyl-ACP
(0]
\\
o o HSACP ™ )’LS—ACF’ ~.| Condensation
HO &ACP (5) acétyl-ACP

o (4) malonyl-ACP . . o) . .
) e} Réduction - OH O Sduc
é /\AS'ACP H,0 Réduction 0O O

0O
WOH - /W -ACP « LACP -—— -~ LACP —=—
n=2-18 AT ~Hs NADPH, H' MS NADPH, H* s

l .

o Elongations

ACP

o - . N-ALCANES
5-CoA — . = 2032 T/ N-ALCOOLS
n=16-18 o o ACIDES ALCANOIQUES
o Akg CoA
(3) malonyl-CoA )OL H H OH 0o 0 =N NH»
s ANy Wo—?—o—s—oﬁrm(/k\( 2
o} o ‘% OH OH N
N=
. O OH
(2) acétyl-CoA 0=P-OH
OH

FIG. 1.2 Voie de biosynthése des composeés linéaires a chaines longues (d’aprés Post-Beittenmiller,
1996, Dewick, 2002, Chikaraishi et al., 2004a).

1.1.2. Les terpénoides

Les terpénoides sont largement répandus au sein du monde végétal et constituent
notamment une part importante des résines vegétales (Langenheim, 2003). C’est d’ailleurs en
référence a la térébenthine — une oléorésine extraite de 1’arbre Pistacia terebinthus,
« Terpentin » en allemand — que le chimiste allemand Friedrich Kékulé von Stradonitz, vers
1866, désigna par le terme « terpénoides » les composes isolés pour la premiére fois de cette
source végetale (Croteau, 1998). Ces derniers résultent de mécanismes successifs de

condensations d’unités isopréniques (comprenant cinq atomes de carbone) tel que cela a été
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postulé, entre 1884 et 1887, par Wallach dans la régle de I’isopréne (Torsell, 1997, Croteau,
1998). L’utilisation de I’unité isoprénique comme motif élémentaire servant a la création des
terpenes est la raison pour laquelle ces composés naturels sont également désignés par le
terme « isoprénoides ». Une fois les unités isopréniques assemblées, le nombre d'atomes de
carbone impliqués conditionne 1’affiliation des terpénes au sein des différentes familles : les
monoterpenes (Cyp), les sesquiterpenes (Cys), les diterpénes (Cyo), les sesterterpenes (Czs) ou
les triterpenes (Cso). Les deux voies de biosynthése conduisant a la formation de ces

composés sont décrites ci-dessous.

La premiere voie de biosynthese, clairement établie a partir des années 1950, est la
voie du mévalonate (MVA), décrite en Figure 1.3, qui méne a la formation des sesquiterpénes
et des triterpenes dans le cytosol des plantes (Eisenreich et al., 2001, Dewick, 2002). Chez les
plantes, la décarboxylation du pyruvate (1) conduit a la formation de I’acétyl-CoA (2) a partir
duquel commence la voie du mévalonate qui, en associant trois acétyl-CoA, constitue en
premier lieu le mévalonate (6). Une fois ce dernier pyrophosphorylé par 1’adjonction d’un
groupement OPP (groupement pyrophosphate), le mévalonate est alors converti en
isopentényl pyrophosphate (IPP, 7) et en son isomere le diméthylallyl-pyrophosphate
(DMAPP, 8). La condensation de trois IPP donne lieu a la formation du farnésyl-
pyrophosphate (9), comprenant 15 atomes de carbone, qui est & 1’origine de 1’ensemble des
sesquiterpenes (Cjs) ainsi que du squaléne (10) a partir duquel est fagonnée une large variété
de triterpénes (Cso).

(o}
. o] 2 NADPH
o x3 OHO, © OHO
/U}r EE—. )’L .CoA — K %
Glucose  —> X S _OWS.CGA — 5

OH
(1) pyruvate (2) acétyl-CoA (6) mévalonate
C5 co l
-2 OHO
- - o 9
)\/\OPP = )\/\OPP -OJ\A/\O—E—O—IILOH
(8) diméthylallyl- (7) isopentényl- OH OH
pyrophosphate (DMAPP) pyrophosphate (IPP) OPP

lx 3
X2
SESQUITERPENES --—— W{)PP —
=

C15

TRITERPENES
C30

(9) farnésyl-pyrophosphate (FPP)

(10) squaléne

FI1G. 1.3 Voie du mévalonate (MVA) a I’origine des sesquiterpenes (Cis) et des triterpenes (Csg) chez
les plantes (d’aprés Brown, 1998, Rohmer, 1999, Chikaraishi et al., 2004a).
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Jusqu’a récemment, la biosynthése de 1’isopentényl-pyrophosphate et, par conséquent,
des terpénes, ne se concevait qu’a travers I’unique voie du mévalonate. Toutefois, suite aux
expériences de marquage au *C et H opérées par Rohmer, Lichtenthaler et leurs collégues au
cours des années 1990 (Lichtenthaler, 1999, Rohmer, 1999), une voie de biosynthése
alternative, se déroulant a I’intérieur des plastides tels que les chloroplastes, a été mise en
évidence. Cette voie est deésormais reconnue sous 1’appellation de voie du MEP
(méthylérythritol phosphate) ou, parfois, de voie non mévalonique (Figure 1.4 ; Lichtenthaler,
1999). Le premier intermédiaire de cette voie de biosynthése est le 1-désoxy-D-xylulose-5-
phosphate (DOXP, 13 ; Lichtenthaler, 1999), obtenu par condensation du pyruvate (1) avec le
D-glycéraldéhyde-3-phosphate (12). Par la suite, le composé 14 (méthylérythritol phosphate
ou MEP) se forme suite & un réarrangement intramoléculaire accompagné d’une étape de
réduction impliquant le NADPH (Chikaraishi et al., 2004a, Eisenreich et al., 2004). Par
I’action de diverses enzymes, le MEP est ensuite converti en IPP (7) et DMAPP (8) puis,
lorsque 4 unités d’IPP se condensent entre elles®, celles-ci forment le géranylgéranyl

pyrophosphate (GGPP, 15) a I’origine des diterpenes (Dewick, 2002).

o]
- OH o NADPH 0 OH
Glucose I HO-P-O —» HO-P-O OH— opp| * A/\OPP

OH o OH HO —-
(1) pyruvate (13) 1-désoxy-D-xylulose-5-  (14) MEP () IPP (8) DMAPP
-C phosphate (DOXP)
lx 4
0 OH o} OH
HO-P-OJ\WO' HO-F"-O\)YH -
OH — OH N T v
o} o] 15) : ] OPP_., DITERPENES
. . . (15) géranylgérany — C20
(11) acide 3- (12) D-glycéraldéhyde- pyrophosphate (GGPP)

phosphoglycérique (3- 3-phosphate (G3P)
PG)

FiG. 1.4 Voie de biosynthése du méthylérythritol phosphate (MEP ou voie non mévalonique)

conduisant & la formation des diterpenes (d’aprés Chikaraishi et al., 2004a).

Cette description binaire, selon laquelle I’IPP (7) et le DMAPP (8) ne peuvent étre
synthétisés que par la voie du MVA dans le cytosol ou via la voie du MEP dans les
chloroplastes, constitue une vision simplifiée du processus de biosynthése. En réalité, la
séparation entre ces deux compartiments cellulaires n’est pas totale et des échanges
intracellulaires concernant, notamment, I’IPP et le DMAPP peuvent avoir lieu (phénomene de
« crosstalk » ; Eisenreich et al., 2001, Schuhr et al., 2003).

! Par ailleurs, chez les végétaux le couplage du DMAP et de I'IPP, synthétisés par la voie du MEP, peut
également conduire a la formation de monoterpenes en Cyo tandis que le couplage de deux GGPP induit la
formation de tétraterpénes en Cy (caroténoides ; Lichtenthaler, 1999).
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1.1.3. Les phénylpropanoides

Lorsque les plantes sont sujettes a un facteur externe de stress (attaque d’un agent
pathogeéne, exposition intensive a un rayonnement UV, concentration importante d’ozone
dans I’atmosphére, températures faibles, blessures liées a la présence d’animaux, déficience
des sols en nutriments), le systeme vegétal est capable de produire des composés de type
phénylpropanoides qui présentent notamment une activité antimicrobienne ainsi que des
propriétés antioxydantes (Dixon et Paiva, 1995, Korkina, 2007). Ces composés sont formeés
par le biais de la voie du shikimate résumée en Figure 1.5 (Herrmann, 1995, Dewick, 2002).
La biosynthese des dérivés phénylpropanoides chez les plantes commence par la création du
premier intermédiaire, le 3-désoxy-D-arabino-heptulosonate-7-phosphate (DAHP, 18), par
couplage du phosphoénol pyruvate (16) avec 1’érythrose-4-phosphate (17), suivie de sa
transformation en acide shikimique (19) puis en acide chorismique (20). A partir de ce dernier
sont synthétisés les acides aminés aromatiques, puis, la déamination de la L-phénylalanine
(21) et de la L-tyrosine (22) générera respectivement 1’acide cinnamique (23) et I’acide p-
coumarique (24) a partir desquels une large variété de dérivés phénylpropanoides seront
formés, parmi lesquels nous citerons les flavonoides, les coumarines, les esters de cinnamate
et benzoate, les monolignols (Torsell, 1997, Dewick, 2002). L’acide p-coumarique peut, par
ailleurs, étre le résultat de I’hydroxylation de I’acide cinnamique chez certaines plantes
(Russell, 1971).

Chez les végetaux, les monolignols -alcools p-coumarylique (27), coniférylique (28) et
sinapylique (29)- s’avérent essentiels puisqu’ils constituent les briques élémentaires qui
formeront, par polymérisation, la lignine (Lewis et Yamamoto, 1990), un constituant
macromoléculaire du bois qui lui procure solidité, imperméabilité et agit contre la dégradation
des cellules de la plante (Pérez et al., 2002). Ces monolignols sont élaborés a partir de leur
acide correspondant, 1’acide p-coumarylique (24), I’acide férulique (25) et 1’acide sinapique
(26). Nous noterons que ces deux derniers acides (25 et 26) sont synthétisés, a partir de
I’acide p-coumarique (24), via une succession de réactions d’oxydation, mettant en jeu le
NADPH et O,, et de méthylation pour lesquelles intervient une coenzyme donneuse de
méthyle (SAM pour S-adénosylméthionine, Figure 1.5; Dewick, 2002). Si des exceptions
existent (Lewis et Yamamoto, 1990), les végétaux se differencient généralement par leur
contenu en monolignols. En effet, la lignine des gymnospermes est formée principalement a
partir de 1’alcool coniférylique tandis que la lignine des dicotylédones (angiospermes de type

« feuillus ») se compose des alcools coniférylique et sinapylique et celle des monocotylédones

29



Chapitre 1 : L’analyse de substances naturelles en archéométrie moléculaire

(plantes herbacées appartenant aux angiospermes, telles les Graminées) de 1’ensemble des

trois monolignols cités ci-dessus (Lewis et Yamamoto, 1990, Simoneit et al., 1993).
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F1G. 1.5 Voie du shikimate utilisée chez les plantes pour la formation de 1’acide chorismique a partir
duquel sont synthétisés les acides aminés aromatiques, les phénylpropanoides, dont les dérivés de

1’acide cinnamique et la lignine (d’aprés Herrmann, 1995, Dewick, 2002).
1.2.  Diversité et spécificité des lipides au sein des plantes

Les lipides sont universellement représentés au sein du régne végétal sous des formes
tres variées telles que les terpenes qui comptent plus de 30 000 derives (Langenheim, 2003).
Parmi la multitude de produits naturels répertoriés, certains sont omniprésents chez
I’ensemble des plantes (par exemple, les composés linéaires constituant la cire épicuticulaire),
tandis que d’autres sont spécifiquement synthétisés au sein de famille(s), genre(s), voire
espece(s) de plantes. Par ailleurs, la majorité des lipides, de par leur caractére aliphatique et
hydrophobe en particulier, ont la capacité d’étre préservés a travers le temps (Eglinton et al.,
1991) et il est fréquent qu’au sein de sediments, de sols ou de restes archéologiques de

matériel issu de plantes (les exsudats de végétaux, par exemple) soit conservée 1’empreinte
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moléculaire issus des organismes producteurs. A cet égard, les milieux désertiques et
aquatiques présentent des caractéristiques environnementales particulierement propices a la
préservation des lipides (Evershed et al., 1985, Connan et al., 2000). De par leur spécificité,
certains des lipides de végétaux, qui composent cette empreinte moléculaire émanant du passe,
constituent d’excellents outils moléculaires, appelés « biomarqueurs », permettant
I’identification précise des organismes sources. La pertinence d’un biomarqueur repose sur
deux critéres fondamentaux : sa spécificité structurale, tout naturellement, mais également son
faible potentiel de dégradation. Ce dernier critére est considérablement important dans le
cadre d’études en archéométrie puisque la matiere organique examinée a souvent subi de
séveres réactions de dégradation a travers le temps (Evershed, 2008). Parmi les biomarqueurs
présentés dans la littérature, les diterpénes et les triterpénes ont fait 1’objet de nombreuses
applications dans le domaine de I’archéologie, et ce pour trois raisons principales. La
premiére réside dans le fait que ces composés présentent une volatilité compatible avec
I’utilisation de la chromatographie gazeuse (GC), technique couramment utilisée en sciences
analytiques. Deuxiémement, leur capacité de résistance nous améne a les retrouver au sein de
formations géologiques extrémement anciennes, telles que des sédiments anciens (ten Haven
et al., 1992, Hautevelle et al., 2006), des hydrocarbures fossiles comme le pétrole (Noble et
al., 1985, Rullkétter et al., 1994), de méme qu’au sein de bois ou de plantes fossilisés
(Marynowski et al. 2007, Nakamura et al., 2010). Bien qu’ils aient enduré de complexes
réactions d’oxydation, de réduction, d’ouverture ou perte de cycle(s), d’aromatisation ou
d’isomérisation au cours de la diagénese, le squelette carboné des di- et triterpenes peut étre
suffisamment préservé et reconnaissable pour indiquer un apport de végétaux terrestres et en
préciser, dans certains cas, les organismes précurseurs. Les ambres, dont la plupart sont datés
a partir du Tertiaire avec quelques rares évidences au Carbonifére, au Trias, au Jurassique et
au Crétacé (Langenheim, 2003, Roghi et al., 2006, Sargent Bray et Anderson, 2009, Azar et
al., 2010) en sont, par exemple, une parfaite illustration. En effet, les analyses en géochimie
organique de ces résines végetales fossilisees ont montré la présence de diterpenes et
triterpenes, issus pour la plupart de résines de dammar (Dutta et al., 2009, 2014, Mallick et al.,
2014) ou de coniferes (Otto et al., 2002, Lyons et al., 2009, Dutta et al., 2011) auquels
s’ajoutent, parfois, quelques incrustations de feuilles, de bois ou de petits insectes.
L’identification de résines ayant quelques millions d’années et dans lesquelles ont eté
préservés des triterpénes polyfonctionnalises, inchangés par rapport a leur molécule
précurseur (Dutta et al., 2014), prouve la capacité de résistance des terpénoides face aux
processus diagénétiques. Précisons tout de méme que cet état de préservation des lipides
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dépend étroitement du contexte environnemental étudié. Ainsi, par exemple, dans les sols, les
conditions physico-chimiques (conditions relativement oxydantes) et I’activité microbienne

ne favorisent pas la préservation.

Le troisieme avantage a considérer les diterpenes et les triterpénes dans le cadre
d’études archéologiques est leur importante diversité et spécificité. Un des cas le plus parlant
et le plus usité en archéologie moléculaire concerne les résines terpéniques. En effet, le regne
végetal se divise en de nombreux groupes et sous-groupes répartis principalement en fonction
des caractéristiques morphologiques, anatomiques et génétiques des plantes. Les
angiospermes (plantes a fleurs) et les gymnospermes (groupe qui inclut les coniféres)
représentent deux sous-divisions majeures de la classification des plantes qui se distinguent
notamment par I’utilisation de différentes voies de biosynthése, expliquant, en partie, la
production de lipides qui leur sont propres et spécifiques (Bohlmann et al., 1998, Phillips et
al., 2006). D’un point de vue chimiotaxonomique, ces deux sources végétales se distinguent
trés majoritairement par la prédominance respective de triterpénes et de diterpénes?, une
distinction importante fréquemment utilisée pour différencier les résines dites

« triterpéniques » de celles dites « diterpéniques » (Langenheim, 2003).
1.2.1. Les résines issues d’angiospermes

La Figure 1.6 illustre tout autant la diversité que la spécificité des terpénes chez les
angiospermes et montre quelques exemples de biomarqueurs ayant des applications en
archéologie moléculaire. Prenons I’exemple de quatre résines bien distinctes chimiquement :
le styrax, 1’oliban, la gomme de mastic et la résine de dammar. Les triterpenes de la résine de
styrax -un exsudat odorant issu des Styracaceae- se composent spécifiquement des dérivés
oxygénés en 6B de l'acide oléanolique (composés 30-32, Figure 1.7). Cette specificité
moléculaire nous a alors permis de suggérer le recours a une résine de styrax dans le cadre de
rites ancestraux (cf. Chapitre 4). L’oliban, une résine aromatique collectée sur les arbres
appartenant au genre Boswellia (Langenheim, 2003), se caractérise, quant a elle, par la

présence des acides a-boswellique et B-boswellique ainsi que de leurs analogues acétylés

211 convient de préciser & ce propos que cette vision dichotomique selon laquelle les gymnospermes sont
capables de ne synthétiser que des diterpenes et les angiospermes que des triterpenes est, en réalité, une vision
tres simpliste. La complexité du monde végétal fait que certains angiospermes produisent des diterpénes. Ainsi,
par exemple, I’exsudat résineux ou « copal » issu des especes Hymenaea et Copaifera (famille des Fabacées)
contient des acides diterpéniques de la famille des labdanes (Regert et al., 2008, Crowther et al., 2015). En outre,
d’autres composés diterpéniques comme le phytol (alcool diterpénique intervenant dans la composition de la
chlorophylle) et I’acide gibbérellique (diterpéne tétracyclique stimulant la croissance des plantes ; Coulombe et
Paquin, 1959) sont ubiquistes au sein du regne végétal.
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(composés 33-36, Modugno et al., 2006a). De nombreuses publications rapportent ainsi la
présence d’oliban sur des tessons de céramiques (Regert et al., 2008) ou au sein de structures
archéologiques tel un cellier en Egypte Nubienne datant du 4°™-5" siécle de notre ére
(Evershed et al., 1997) ou une maison incendiée datée du 2°™ siécle aprés J.-C. au Yémen
(Mathe et al., 2007). Le mastic, extrait des pistachiers, était également un matériau
couramment employé a la période antique. Celui-ci est aisément reconnaissable de par la
présence de triterpénes typiquement associés a cette espece végétale, parmi lesquels les acides
moronique, masticadiénonique et isomasticadiénonique (composés 37-39 ; van der Doelen et
al., 1998, Modugno et al., 2006a), qui ont permis de mettre en lumiére la présence de cette
résine au sein d’un encensoir égyptien (Modugno et al., 2006a) ou son utilisation comme
produit d’embaumement lors de la momification durant la période Ptolémaique (Buckley et
Evershed, 2001, Charrié-Dubhaut et al., 2007). La derniére résine triterpénique largement
répandue et fréqguemment identifiée en contexte archéologique est la résine de dammar issue
des Dipterocarpaceae pour laquelle les biomarqueurs spécifiques sont, entre autres, la
dammaradiénone, le dammaradiénol et ’acide dammarénolique (composés 40-42 ; van der
Doelen et al., 1998, Lampert et al., 2003). Cette résine a ainsi pu étre identifiée a 1’intérieur
de jarres asiatiques datant du 15°™ et 16°™ siécle aprés J.-C. (Burger et al., 2011), sur des
tessons de poteries découverts en Thailande (Lampert et al., 2003) ou au sein de vernis
appliqués a la surface de peintures & partir du 19°™ siécle (van der Doelen et al., 1998,

Colombini et al., 2000).
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* OH * OH

(30) acide 3-ox0-6B-hydroxy  (31) acide 3B-hydroxy-6-oxo (32) acide sumarésinolique
oléanolique oléanolique

;: HO™ ™ AcO™ AcO™
< COOH < COOH < COOH < COOH

(33) acide a-boswellique  (34) acide B-boswellique (35) acide 3-O-acétyl-a- (36) acide 3-O-acétyl-p-
boswellique boswellique

(40) dammaradiénone (41) dammaradiénol (42) acide dammarénolique

FiIG. 1.7 Structures moléculaires de biomarqueurs caractérisant quelques-unes des résines
triterpéniques trouvées en archéologie: (30-32) résine de styrax, (33-36) oliban, (37-39) gomme de
mastic et (40-42) résine de dammar.

1.2.2. Les résines issues de gymnospermes

L’approche moléculaire décrite ci-dessus pour les résines triterpéniques est egalement
applicable dans le cas des résines diterpéniques, issues principalement de gymnospermes.
Dans le domaine de 1’archéologie, trois principales familles de résines ont été décrites dans la
littérature de maniére abondante, faisant suite a 1’utilisation répandue de matériel végétal issu
de gymnospermes depuis les temps anciens. Il s’agit des résines de Pinacées, d’ Araucariacées
et de Cupressacées qui se composent, de maniére générale, d’un ensemble de diterpénes
présentant des squelettes de type abiétane, pimarane et labdane (structures en Figure 1.8 ;

Langenheim, 2003). Toutefois, il a souvent été noté que les résines diterpéniques se
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composaient généralement d'un mélange de constituants des trois familles et que la distinction
entre les différentes résines ne pouvait se fonder, bien souvent, que sur les abondances

relatives des différents composés (Bailly, 2015).

Globalement, les résines de Pinacées sont constituées principalement d'acide abiétique
(composé majoritaire, 43, Figure 1.8) et de ses isomeres -les acides lévopimarique (44),
néoabiétique (45) et palustrique (46)- en association avec les acides pimarique (47),
sandaracopimarique (48) et isopimarique (49 ; Colombini et al., 2005a, Steigenberger, 2013)
mais se distinguent, en outre, des autres résines de conifere par 1’absence de diterpénes
tétracycliques (squelette de type kaurane ou beyerane, composés 50 et 51 par exemple) et de
dérivés phénoliques de 1’abiétane, comme le sugiol (52) ou le ferruginol (53 ; Hautevelle et al.,
2006). Steigenberger (2013) a également observé une concentration de 1’acide pimarique
généralement plus importante que celle de 1’acide sandaracopimarique dans les résines issues
de différentes especes de Pinus (méme s’il existe quelques contre-exemples tels que P.
halepensis et P. brutia qui ne contiennent pas d’acide pimarique ; Joye et Lawrence, 1967,
Bailly, 2015) alors que l'inverse est la regle pour les résines de Picea, permettant ainsi une
distinction au niveau moléculaire de ces deux genres (a I’exception de P. halepensis et P.
brutia, cf. ci-dessus). Le genre Larix se caractérise, quant a lui, par la présence de marqueurs
specifiques que sont le larixol (54) et I’acétate de larixyle (55, Figure 1.8). Enfin, les résines
issues de Pinacées du genre Abies se démarquent notamment par 1’absence d’acide pimarique
et par une teneur significative en cis-abiénol (56 ; Steigenberger, 2013, Bailly, 2015). En
contexte archéologique, ces résines naturelles ou les matériaux issus de la pyrolyse de bois de
Pinacées (poix, goudrons, ...) sont tres fréequemment identifiés, que ce soit en milieu maritime
ou ils étaient utilisés pour le calfatage des bateaux (Colombini et al., 2003, Connan et
Nissenbaum, 2003, Bailly, 2015), au sein d’anciennes amphores et jarres (Colombini et al.,
2005b, Salvini et al., 2008) -dont certaines étaient poissées en particulier lorsqu’il s’agissait
de transporter et de stocker du vin (Jerkovi¢ et al., 2011)-, ou encore dans le milieu artistique
ou I’emploi de résines de Pinacées au sein de vernis d’ceuvres d’art a été établi (Pastorova et
al., 1997a, Osete-Cortina et Doménech-Carbo, 2005).

Les résines issues de Cupressacees incluent les resines des genres Tetraclinis (résine
de sandarac), Cupressus (cypres) et Juniperus (genévrier). Ces résines se distinguent par
I’importance des dérivés de type labdane dont les acides cis- et trans- communiques (57 et 58,
Figure 1.8) qui conférent une rigidité et viscosité importante & ces résines liées a leur

polymeérisation (Mills et White, 1977). L’acide sandaracopimarique (48) et I’acide 12-
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acetoxy-sandaracopimarique (59) sont également présents dans ces résines en quantité non
négligeable (Osete-Cortina et Doménech-Carb6, 2005, Steigenberger, 2013). Certaines
publications font état de 1’'usage de résines de Cupressacées pour la formulation de vernis de
peinture (Mills et White, 1977, Dunkerton et White, 2000) ou pour un usage thérapeutique
(Lev et Amar, 2008, Adams et al., 2009).

ABIETANE

“COOH “COOH “COOH

“COOH
(43) acide abictique (44) acide (45) acide (46) acide palustrique
lévopimarique néoabiétique

PIMARANE OAc

"\ "\ "\

“COOH “COOH

"COOH "COOH
(47) acide pimarique (48) acide (49) acide (59) acide 12-acétoxy-
sandaracopimarique isopimarique sandaracopimarique

LABDANE

"COOH "COOH “COOH "
(57) acide (58) acide (60) acide R = OH: larixol (54) (56) cis-abiénol
cis-communique frans-communique agathique R = 0OAc: acétate de
larixyle (55)
DITERPENES TETRACYCLIQUES DERIVES PHENOLIQUES DE L'ABIETANE
OH OH

o}

(50) ent-16a(H)- (51) ent-beyerane (52) sugiol (53) ferruginol
kaurane

F1G. 1.8 Structures moléculaires de quelques composés diterpéniques présents dans des résines de

gymnospermes.

Parmi les résines de la famille des Araucariacées, on compte les résines de copal de
Manille ou de kauri. Ces résines se définissent par une quantité importante d’acide agathique
(60) auquel s’ajoute I’acide sandaracopimarique (48) et les dérivés d’acide communique (57
et 58 ; Mills et White, 1977, Osete-Cortina et Domenech-Carbd, 2005). Ces résines sont
parfois trouvees dans les vernis (Langenheim, 2003).
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1.2.3. Ce que nous apprennent les biomarqueurs...

L’étude des résines et de matériel vegétal en archéométrie donne lieu a une
reconstitution des us et coutumes des peuples anciens. Ainsi, lorsque certaines ressources
végetales identifiées ne peuvent étre natives du lieu de leur découverte, celles-ci ont
nécessairement été importées de pays plus ou moins lointains, ce qui permet alors d’établir
des routes de commerce et d’échanges (Colombini et al., 2005a, Regert et al., 2008). Outre ce
travail d’identification, il est également intéressant de constater que les biomarqueurs, de par
leur transformation a partir de leurs molécules précurseurs, contiennent de précieuses
informations ayant trait aux techniques artisanales de fabrication mais également aux
conditions environnementales du milieu dans lequel un objet archéologique a été enfoui. Dans
le cas de matériaux élaborés a partir de bois, comme les goudrons et le brai de bouleau, le
recours a une chauffe intense (pyrolyse) engendre la formation de nouveaux composés
spécifiques liés a ces processus thermiques. Le brai de bouleau, par exemple, formé par
traitement thermique de 1’écorce de bouleau, contient des dérivés de type allobétulane (cf.
Chapitre 5) dont la présence permet de faire la différence entre brai de bouleau et matériel
originel (bois, écorce). De maniere analogue, I’identification de constituants diterpéniques
aromatiques, tels que le rétene (61, Figure 1.9), atteste généralement d’un processus de
pyrolyse de matériel issu de Pinacées (bois ou résine ; Evershed et al., 1985, Beck et al., 1997,
Egenberg et Glastrup, 1999, Colombini et al., 2005a,b). Lorsque la présence de réténe est
accompagnée de celle du déhydroabiétate de méthyle (62), on a affaire a une poix impliquant
de ce fait une préparation par pyrolyse de bois (Colombini et al., 2005a, Hjulstrom et al.,
2006). Toutefois, I'utilisation du réténe comme marqueur d’altération thermique n’est
possible qu’a condition que le milieu environnemental dans lequel le matériel résineux étudié
a été préservé est oxygené (milieu oxique). En effet, il a été montré que le réténe pouvait
également étre formé par altération diagénétique des acides diterpéniques en milieu aquatique
anoxique (Simoneit et al., 1986, Martin et al., 1999). Ainsi, dés lors que I’étude
chimiotaxonomique concerne, par exemple, des restes d’enduits poissés ou des contenus
d’amphores mis au jour dans le cadre de fouilles d’épaves, en milieu aquatique, les processus
diagénétiques a I’origine de la formation du réténe ne doivent pas étre négligés (Reunanen et
al., 1990). Le rapport 18-norabiétatriene (63) / 19-norabiétatriene (64) peut alors servir
d’indicateur moléculaire pour distinguer un produit de conifere ayant subi un traitement
thermique (rapport 63/64 ~ 1,5) de celui ayant été transformé diagénétiquement en conditions

anaérobies (rapport 63/64 nettement en faveur du 18-norabiétatriene ; Bailly, 2015). En outre,
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ces composés aromatiques d’origine diagénétique et thermique peuvent étre distingués sur la

base de leur composition isotopique H/D (Bailly, 2015).

Au contraire d’une altération forcée liée a la préparation des matériaux organiques
issus de coniféres, la dégradation naturelle des résines de Pinacées, en conditions oxiques,
conduit a la formation de composés tels que les acides déhydroabiétique (65), 7-
oxodéhydroabiétique (66), 15-hydroxy-7-oxo-dehydroabiétique (67) ou 15-hydroxy-
déhydroabiétique (68) du fait de réactions d’oxydation et d’une aromatisation peu intense
(Pastorova et al., 1997a, Colombini et al., 2005a, Jerkovi¢ et al., 2011). Précisons tout de
méme qu’une résine non chauffée peut étre dégradée a posteriori par des processus
anaérobies lors de son enfouissement dans des sédiments anoxiques. Les processus
d’aromatisation pouvant aller jusqu’au réténe seront favorisés dans ces conditions par rapport

a la formation des produits d’oxydation benzylique 65 a 68 (cf. discussion ci-dessus).

Altération de résines ou goudrons de Pinacées en conditions oxydantes

OH OH
o
COOH COCH

“COOH “COOH

(65) acide (66) acide 7-oxo- (67) acide 15-hydroxy-7-  (68) acide 15-hydroxy-
déhydroabiétique déhydroabiétique oxo- déhydroabiétique déhydroabiétique
/ Altération lors du chauffage (pyrolyse) de bois ou de résines de Pinacées
et/ou altération en condition anaérobie
—
“COOH
(43) acide abiétique 63) 18- ‘ O
Molécule précurseur P norabictatricne » .O 2 O’
"COoH
acide tétrahydroréténe (61) réteéne
déhydroabiétique
" (64) 19-
norabiétatriéne

Poix élaborée a partir de
r bois de Pinacées

“CoOMe
(62) déhydroabiétate de méthyle

FIG. 1.9 Mécanisme d’altération de I’acide abiétique (d’aprés Simoneit et al., 1986, Otto et Simoneit,
2002, Colombini et al., 2005a).
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1.3.  Apport de I’étude des isotopes du carbone en archéologie

Les lipides (dont ceux de végetaux), et plus généralement la matiere organique étudiée
dans le cadre d’investigations en archéométrie, sont composés principalement de carbone et
d’hydrogene et, dans une moindre mesure, d’oxygene. Le carbone, notamment, se définit par
son nombre de protons (Z = 6) et son nombre de neutrons variable selon les isotopes (N =6, 7
et 8 pour le ?C, 3C et *C respectivement). Sur terre, I’abondance naturelle de ces isotopes du
carbone se répartit de la maniére suivante : 98,89 % et 1,11 % respectivement pour le *2C et le
13C, les deux isotopes stables du carbone, et 0,0000000001 % pour le **C (radioactif). Les
mesures du rapport des isotopes stables du carbone (**C/*2C) et de datation au **C connaissent
un intérét particulier en archéologie moléculaire et ont, d’ailleurs, été utilisées au cours de
mes travaux de these. C’est la raison pour laquelle le principe de ces deux techniques sera

développé ci-dessous.
1.3.1. Mesure du rapport isotopique 6°C

La composition isotopique en carbone est exprimée sous forme d’une valeur de §°C
(%o) qui donne la déviation du rapport **C/*2C de la molécule étudiée par rapport a celle d’un
standard international (équation 3 ci-dessous) qui était a 1’origine le PDB -pour Pee Dee
Belemnite (**C/*C égal a 0,01112372), un carbonate datant du Crétacé- et qui est
actuellement remplacé par le VPDB (Vienna Pee Dee Belemnite).

13 136‘/120’ hantill _13C/1zcstandard
échantillon
513C (%o) = S X 1000 (3)
C/ “Cstandard

L’analyse isotopique peut étre réalisée en « bulk », ¢’est-a-dire que 1’échantillon est
considéré dans sa globalité et que le rapport isotopique est mesuré pour I’intégralité des
composés (lipides, protéines, ...). Le rapport isotopique mesuré représentera alors une
moyenne des &°C des différents constituants. Un second type de mesure peut étre choisi et
concerne 1’analyse de composes individuels qui auront été séparés en amont par GC. Il sera
alors possible de distinguer des variations isotopiques entre des composés d’une méme
famille chimique, ou entre différentes familles. Ces analyses sont realisées au moyen d’un
appareil de GC-c-IRMS (pour «coupled Gas Chromatography-combustion-lsotope Ratio
Mass Spectrometry ») représenté schématiquement ci-dessous (Figure 1.10). Une fois séparés
par la colonne GC, les analytes sont dirigés vers un four de combustion, chauffé a 1000 °C,

qui transforme quantitativement les composes organiques en CO; et H,0, eau qui sera ensuite
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éliminée au moyen d’un piege. Chaque analyte est par la suite détecté par le spectrometre de
masse de rapport isotopique (IRMS) sous la forme de CO, de masse m/z 44 (**C**0*0), 45
(Bc®0™0 et 2C'"0'0) et 46 (principalement 2C'°0™0), selon les isotopes impliqués, &
partir duquel le rapport **C/*2C sera calculé. La masse 46 permet d’évaluer la contribution du
12C qui interfére avec le *C lors de la mesure de la masse 45 (**C'’0'°0), et cela grace a la
relation de linéarité qui existe entre les abondances en *'O et 0, intervenant respectivement

dans les masses 45 et 46.

B Passeur d'échantillons
I Four de combustion (1000 °C)

[ — Vanne Spectromét}'e de masse a
EEE ) 4o pigge fapport isotopique
Four de pyrolyse (1400 °C) e —) _ N e
pour la mesure du 6D e N
( ] \ | He + CO,
( J H,0 He [BEEE : = N
4{:] = m/:
Y\‘D - D \(/ Gaz de référence
CH4 —
! @- sortie T Conflo IV
H

"backflush"

[¢’]

Colonne GC

FIG. 1.10 Schéma descriptif du fonctionnement de l'appareil de GC-c-IRMS (Source de !’image:
Thermo Scientific).

En archéométrie, les analyses isotopiques du carbone visent principalement a
reconstituer les régimes alimentaires par I’étude des rapports *C/**C du collagéne, qui est
souvent préservé dans les os fossilisés ou 1’émail des dents (Koch et al., 1994), ainsi que de
certains lipides apportés par 1’alimentation (acides gras, cholestérol, par exemple). Ces études
se fondent sur des variations de la composition isotopique au sein des différents organismes
vivants induites par plusieurs facteurs dont, notamment, la source de carbone utilisée par
I’organisme qui produit ces composés, le mode de fixation du carbone (photosynthese,
hétérotrophie, ...), ainsi que le métabolisme mis en jeu (Marshall et al., 2007). De maniére
générale, les organismes vivants assimilent préférentiellement le *2C par rapport au *3C. Cette
préférence entraine un fractionnement isotopique et conduit donc a des valeurs négatives de
8"3C dans le cas de molécules organiques (appauvrissement relatif en *C par rapport au
standard ; O’Leary, 1988). Toutefois, certains organismes assimilent des proportions
relativement plus importantes de **C du fait de leur métabolisme particulier, ce qui entraine

des différences de composition isotopique caractéristiques qui vont permettre de les
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Chapitre 1 : L’analyse de substances naturelles en archéométrie moléculaire

caractériser. Il s’agit notamment des plantes dites en C4 qui peuvent étre distinguées des
plantes en C3. Ces derniéres regroupent les plantes ligneuses et herbacées vivant dans nos
régions tempérées alors que les plantes en C4 — parmi lesquelles le mais, le millet, le sorgho et
la canne a sucre — se développent, en particulier, dans les régions subtropicales et tropicales
en raison d’un métabolisme spécifiquement adapté aux climats chauds (Brown, 1999). Les
composés organiques issus de ces plantes en C3 et C4 présentent des rapports isotopiques
bien distincts du fait de différences enzymatiques et physiologiques (Figure 1.11 ; Marshall et
al., 2007).

Plantes en C3 Plantes en C4
CO;y ™
3x CO, Heoy
RUBISCO PEP
(enzyme) o enzyme
0 o oH 0 Y 6 sucres en C3 ~ o0 o (enzyme) . o
HO-E—OJK(J\,O—FI'—OH Q OH ONO* 0-P-0
OH I O HO—g;O\/J\WOH I 5 4
ribulose 1,5-biphosphate (x 3) - o oxaloacétate phosphoénol pyruvate
acide phosphoglycérique k
ATP( Cycle de Calvin ATP \ Non o
o) -
glycéraldéhyde-3-phosphate (x 5) glucose © = énergi
o o (CoH;0g) 0 malate ATP (= énergie)

—p- o OH O
H\n/bo g on HO—P—OYJ\/O—P—OH l \ Co,
H 1 1 )

6! k‘/ on [ OH ==
. . . linides sucre en
glycéraldehyde-3-phosphate NADPH acide 1,3-blp?;}2]‘;hoglyccrlquc (CE 1.1) |(via le cycle de Calvin)
(x1) RUBISCO

FI1G. 1.11 Voies de biosynthése du glucose par 1’assimilation du CO, atmosphérique chez les plantes
dites en « C3 » et en « C4 ». Le glucose est utilisé ensuite pour la biosynthése des lipides (d’apres
Touzeau, 2014).

Dans les chloroplastes des plantes dites « en C3 », localisés au sein des cellules de
parenchyme (Figure 1.12), la fixation du CO; sur le ribulose 1,5-biphosphate par 1’enzyme
Rubisco (ou ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygénase) est la premiere étape de la
photosynthése qui, a travers un enchainement de réactions biochimiques (cycle de Calvin),
conduit a la formation du produit biosynthétique primaire : ’acide phosphoglycérique a trois
atomes de carbone. Cette enzyme de Rubisco favorise nettement I’incorporation du *2CO; par
rapport au *CO, ce qui induit un fractionnement isotopique important (A8 ~ 29 %o ; Hayes,
2001, Marshall et al., 2007). En additionnant ce fractionnement isotopique a celui lié au
processus de diffusion du CO, atmosphérique (5°C = -8 %o) & travers les stomates de la
plante (Ad ~ 4,4 %o ; Touzeau, 2014), les composés organiques issus des plantes en C3 se

trouvent fortement appauvris en *C.
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En revanche, dans le cas de la photosynthese des plantes dites « en C4 », s’ajoute une
étape de transport du CO, atmosphérique vers les cellules de la gaine périvasculaire ou la
photosynthése proprement dite aura lieu. Tout commence dans les cellules du mésophylle
(Figure 1.12) dans lesquelles le CO, est converti en HCOj3. Ce dernier est ensuite fixé par
I’enzyme PEP (phosphoénolpyruvate carboxylase) pour donner 1’oxaloacétate, un composé
contenant quatre atomes de carbone, qui est transformé, par la suite, en malate (Figure 1.11).
Ce dernier est alors transporté vers les cellules de la gaine périvasculaire, riches en
chloroplastes, puis décarboxylé pour libérer a nouveau du CO, qui sera alors utilisé dans la
biosynthese de I’acide phosphoglycérique via le cycle de Calvin (intervention de la Rubisco ;
Brugnoli et Farquhar, 2000). Ainsi, le réle de I’oxaloacétate en C4 consiste exclusivement a
transporter le CO, vers les cellules capables d’effectuer la photosynthése. En ce qui concerne
le fractionnement isotopique des plantes en C4, celui-ci implique donc a la fois la conversion
du COzen HCO3™ (+9 %o ; Touzeau, 2014), la diffusion de ce dernier a travers les stomates (-
4 %o), le fractionnement isotopique propre a I’enzyme PEP (-2 %o) et enfin celui pouvant étre
occasionné par la Rubisco. La Rubisco ne disposant, dans les plantes en C4, que du CO;
apporté par le malate au sein des cellules de la gaine périvasculaire, elle utilise une proportion
plus grande du CO, disponible, ce qui implique plus de *CO,, que la Rubisco dans les plantes
en C3 qui dispose d’un accés moins limité au CO, atmosphérique. 1l en résulte un
fractionnement isotopique moins important lors de la fixation du CO, par cette enzyme dans
les plantes en C4, bien que le facteur de fractionnement isotopique de la Rubisco des plantes

en C4 et celui de la Rubisco des plantes en C3 soient tout a fait similaires®.

Plante en C3 Plante en C4

Stomate Tissus Cellule Cellules du

Tissus Cellules du
i Stomate N :
vasculaires dg la parenchyme vasculaires mésophylle
gaine
Cellule
de la gaine

FIG. 1.12 Anatomie des plantes en C3 vs. C4 (Touzeau, 2014).

¥ Notons tout de méme que la totalité du CO, apporté dans les cellules de la gaine périvasculaire n’est pas
assimilé par la Rubisco du fait de la perméabilité de ces cellules qui laissent échapper du CO, enrichi en *C (du
fait de I’action de la Rubisco ; Brugnoli et Farquhar, 2000). Si la totalité du CO, apporté par le malate était
consommée (*2CO, et *C0O,), nous n’aurions alors aucun effet isotopique 1ié a la Rubisco.
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Les mesures «bulk » de &C de tissus végétaux réalisées a partir de différentes
especes de plantes issues de ces deux familles montrent une différence nette de composition
isotopique avec des valeurs de 5*3C comprises entre -20 %o et -36 %o pour les plantes en C3 et
entre -9 %o et -20 %o pour les plantes en C4 (Figure 1.13; van der Merwe et Vogel, 1983,
O’Leary, 1988, Koch et al., 1994, Chikaraishi et al., 2004b). Cette différence marquée,
observée lors d’analyses isotopiques réalisées sur des tissus de plantes, subsiste -mais de
maniere moins tranchée- lorsqu’il s’agit d’étudier plus spécifiquement des composés
organiques individuels, et en particulier les lipides. Du fait d’un fractionnement isotopique
notable lors de la synthése des lipides (a partir de 1’acétyl-CoA ; cf. 1.1), la valeur de 8'*C de
ces derniers est systématiquement plus négative (enrichissement relatif en *2C) que celui de
I’ensemble de la biomasse de la plante dont ils sont issus (DeNiro et Epstein, 1977). Malgré
tout, les valeurs de 8*3C obtenues pour le B-sitostérol, les alcanes linéaires ou les acides gras
issus de plantes en C3 restent bien distinctes de celles mesurées pour ces mémes lipides issus
de plantes en C4 (Figure 1.13; Ballentine et al., 1998, Chikaraishi et al., 2004b, Bi et al.,
2005, Chikaraishi et Naraoka, 2006, Mendez-Millan et al., 2014).

[ plantes en C3 I Plantes en C4

van der Merwe and Vogel, 1983 | _ -
O’Leary, 1988 _ _ Analyses
Koch etal., 1994 | | ] ] en « bulk »
Chikaraishi et al., 2004b [ | [ ]
Chikaraishi et al., 2004b — - 1
Chikaraishi et Naraoké, 2006 ] P-sitostérol
Bi ctal, 2005 [ - S 1 matcanes
Mendez-Millanet al., 2014 - ]
Ballentine et al., 1998 — —
Chikaraishi et al., 2004b — | racides
0 -20

-50 -40 -3 -10 S13C (%)

F1G. 1.13 Valeurs de "C (%o) mesurées lors d’analyses isotopiques réalisées sur des plantes en C3 et
en C4, considérées dans leur globalité (tissus), ainsi que pour quelques lipides ou familles de lipides

issus de ces mémes plantes (B-sitostérol, n-alcanes et n-acides).

En remontant dans la chaine trophique, les animaux qui consomment de la matiére
végétale apportent a leur organisme certains composés qu’ils ne peuvent synthétiser par eux-
mémes ainsi qu’une source de carbone organique indispensable a la synthése de nouveaux
constituants. La composition isotopique des lipides ou des protéines, notamment, présents

dans chaque organisme, sera donc dépendante de la source alimentaire. Des expériences sur
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des rats et des cochons ont notamment montré que les valeurs de §*C du cholestérol et de
certains acides gras (Cie0, Cigo, Cig et Cig) extraits des os étaient représentatives des
proportions relatives des aliments provenant de sources végeétales en C3 et/ou en C4 dans
I’alimentation globale (Stott et al., 1997, Jim et al., 2003, 2004). De telles analyses se sont
ensuite développées en archéologie afin, notamment, de reconstituer les régimes alimentaires
du passé. Par I’analyse des rapports isotopiques de lipides préservés en milieu sédimentaire,
certains chercheurs ont ainsi mis en évidence la consommation de millet en France a partir de
I’age du Bronze (Jacob et al., 2008a) tandis que d’autres, par I’examen du collagéne osseux
ou de I’émail de dents, ont pu déterminer 1’époque ou le mais a été introduit en Amérique du
Nord (Vogel et van der Merwe, 1977) et estimer la proportion de plantes en C3 et C4 dans
I’alimentation de populations animales ou humaines (Richards et al., 2003, van der Merwe et
al., 2003, Touzeau et al., 2014). Il est également ressorti des analyses isotopiques réalisées sur
des résidus d’acides gras conservés dans des céramiques que les valeurs de 83C de I’acide
palmitique (Cie:0) et de I’acide stéarique (Cig0), de méme que la différence entre ces deux
valeurs, AC (= 8"Cyg,0- 8"C16.0), constituaient des critéres pertinents afin de différencier les
tissus adipeux (graisse) de ruminants de ceux des non-ruminants (cochons notamment), mais
aussi pour identifier la présence de produits laitiers issus de ruminants (Copley et al., 2003,
Evershed et al., 2008, Dunne et al., 2012). Enfin, des études ont également montré une
différence entre la composition isotopique des acides stéarique et palmitique provenant d'un
enfant allaité et de sa mére (entre 1 et 2 %o), permettant ainsi d’évaluer 1’4ge de sevrage des

jeunes enfants (Richards et al., 2003).
1.3.2. Datation au radiocarbone (**C)

La méthode de datation au carbone 14, telle que Libby I’a mise au point dans les
années 1950, repose sur la mesure de comptage de la radioactivité résiduelle au sein de
matériel organique, qui peut étre reliée a son age absolu par la loi de décroissance radioactive
caractérisee par le temps de demi-vie du radiocarbone, qui est de 5730 ans (Libby et al., 1949,
Libby, 1960). En effet, au cours de sa vie, tout étre vivant assimile par sa respiration ou son
alimentation, et de maniére continue, du radiocarbone issu de la réaction entre un neutron
cosmique et un atome d’azote atmosphérique (**N). Chaque organisme renferme donc une
teneur constante de '*C liée & la proportion de **CO, dans I’atmosphére. A la mort de
I’organisme, ce processus d’assimilation du radiocarbone cesse et la quantité de **C diminue

progressivement suivant la loi de décroissance radioactive du carbone.
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Cette technique de datation, qui révolutionna I’archéologie, permet de dater des objets
entre 50 000 avant J.-C. et les années 1950 de notre ere, période au cours de laquelle les essais
nucléaires ont profondément modifié les teneurs en *C dans 1’atmosphére (Reimer et al.,
2004). Cette technique de datation dite « classique » nécessite 1’utilisation de calibrations afin
de pallier aux variations de la teneur en **C atmosphérique qui ont eu lieu de maniére
naturelle dans le passé (Fontugne, 2004) ou qui ont été induites par ’activité anthropique. Ces
courbes de calibrations sont réalisées a partir, entre autre, de données dendrochronologiques
et sédimentaires (Fontugne, 2004) et I'une des courbes de calibration frequemment utilisee
actuellement est la courbe IntCall3 mise au point par Reimer et al. (2013). Du fait de ces
variations de concentration en **C atmosphérique, un age mesuré en BP (« Before Present »
ou I’an 0 BP se rapporte a I’année 1950 de notre ére) peut donc étre associé a plusieurs ages
calibrés, exprimés en BC (« Before Christ ») ou en BP, avec des probabilités plus ou moins
élevées comme cela est illustré en Figure 1.14. Les intervalles de temps obtenus peuvent étre
plus ou moins larges selon que 1’on considére les résultats avec un écart-type de 2 ou de 1o.
Dans le premier cas, la probabilité que 1’age réel de I’échantillon analysé se trouve dans
I’intervalle de temps proposé est élevé (95,4 %) mais cet intervalle est, par conséquent,
relativement large, tandis que I’intervalle de temps se trouve diminué dans le second cas avec

une probabilité nécessairement plus faible (68,2 %).

exemple: 2750 + 30 BP

I 1 I T 1 1 1
2850 -
280041 Wﬁﬂ .
SE e e Courbe IntCall3
=
v 20 (1o
O 2750 l I 4
b
9 I R I ) i l
S 2700 <
920-840 cal. BC (16 ou 68%)
2650 > .
1 T T T T
1000 950 900 850 800

970-955 et 940-825 cal. BC (26 ou 95%)
dage '*C calibré en BC

F1G. 1.14 Courbe de calibration IntCal13 utilisée a titre d’exemple pour un échantillon estimé a 2750
+ 30 BP (source de I’image : Beta Analytic Radiocarbon Dating Laboratory®).

* http://www.radiocarbon.com/PDF/Calibration-of-Radiocarbon-Age-Sample.pdf
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Une autre limite majeure a cette technique de datation basée sur la mesure de la
radioactivité residuelle vient de la trés faible abondance naturelle de 1’isotope radioactif du
4C (un atome de **C pour 1.10™ atomes de *2C), ce qui, & l'origine, a impliqué de travailler &
partir d’une grande quantité de carbone pour effectuer les mesures (de I'ordre du gramme).
Pour remedier a ce probléeme de quantités d'échantillons, rarement atteignables dans le cas
d'objets archéologiques, une technique de datation novatrice a été développée, a partir de la
fin des années 1970, associant un accelérateur de particules a un spectrometre de masse
(Mdller, 1977). Cette performante technique de datation, connue sous le nom d’AMS pour
« Accelerator Mass Spectrometry », ne mesure plus la décroissance radioactive de I'objet,
mais permet de mesurer, de maniére directe, la teneur en radiocarbone (**C) avec une bonne
précision (Synal et al., 2007). L’un des enjeux actuels de la datation étant de déterminer 1’age
d’échantillons toujours plus petits, I’Ecole Polytechnique de Zirich (ETH, Suisse) a
développé, a partir de la moitié des années 2000, un systeme AMS, dénommé MICADAS
(« MIni CArbon DAting System »), permettant I’introduction de trés petites quantités (< 100
Mg ; Ruff et al., 2007, 2010a, 2010b) sous forme de graphite ou de CO, obtenu grace a des

réacteurs de graphitisation ou d’oxydation adaptés pour de trés petits échantillons.

Au regard de la Figure 1.15 qui présente le systeme AMS MICADAS, développé a

I’ETH de Ziirich, cet équipement se compose :

(1) d’une source d’ions dans laquelle I’échantillon est bombardé de césium (Cs*). A la
différence des atomes d’azotes, les atomes de carbone vont alors s’ioniser et former des
ions C™ qui constitueront un faisceau d’ions négatifs, permettant ainsi une séparation
isobarique (Synal et al., 2004, 2007, Ruff et al., 2007). Par la suite, ces ions négatifs sont

acceélérés et introduits dans un premier spectromeétre de masse (2).

(2) d’un spectrométre de masse appliquant un faible champ magnétique, qui permet de
sélectionner uniquement les ions de masse m/z 14 tels que **C’, *CH" et **CH,". Des
cuilléres de Faraday permettent ensuite la détection des ions **C” et *C” qui se trouvent

déviés du faisceau central.

(3) d’un accélérateur de particules dans lequel un gaz, I’hélium (Schulze-Konig et al.,

2011), va entrer en collision avec les ions entrants causant la destruction des ions de type

® L’azote, de par sa configuration électronique, est relativement stable (couche externe a moitié remplie) ce qui
induit que son affinité électronique soit négative (-7 kJ/mol). Cela signifie qu’il faudrait fournir de 1’énergie a
I’atome pour lui ajouter un électron ce qui est trés défavorable. A I’inverse, 1’affinité électronique élevée du
carbone (121,9 kJ/mol) conduit a la formation d’ions négatifs stables.
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BCH et *CH,". Cette réaction engendre également la formation d’ions positifs: *C*, *C*

et 1*C* qui sont accélérés et introduits dans le second spectrométre de masse (4).

accélérateur de particules (3)

r_; =fls, O T
‘ a S 1 spectrometre de
spectrometre de 7 — - @ masse de haute
masse de faible o énergie (4)
énergie (2) e ,_] L = dh
l—’IZC-, ]:"C-I_I — ‘4:.
B B
) I‘
illéres de Faraday (5) 2 <) D§
fj cuilléres de Faraday (5) C ‘=
N = | ]

[

source d'ions (1) 3

|= s
o n
)

|

O]
q
]

[

Ll \
L’ ‘—1 chambre d'ionisation a gaz (6)

— faisceau d'ions négatifs —— faisceau d'ions positifs

F1G. 1.15 Schéma descriptif de 1’appareil AMS MICADAS (ETH de Zirich, Suisse) pour la datation
au C de petites quantités d’échantillon (d’aprés Synal et al., 2004, 2007).

(4) d’un spectrométre de masse de haute énergie qui va permettre de diriger les ions

positifs selon leur masse vers le détecteur correspondant.
(5) de cuilléres de Faraday qui détectent les ions *?C* et *C* (Synal et al., 2004, 2007).

(6) d’une chambre d’ionisation a gaz (isobutane) permettant la détection des ions *C*
(Synal et al., 2004, 2007).

L’échantillon qui est introduit dans la source d’ions de ’AMS MICADAS peut se
trouver sous la forme de graphite ou de CO, gazeux selon la quantité de carbone disponible.
En effet, si la quantité de matériel a dater contient un equivalent de 0,1-1 mg de carbone, les
échantillons sont graphitisés au moyen du systeme automatisé AGE (Wacker et al., 2010a)

présenté en Figure 1.16.
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F1G. 1.16 Systéeme de graphitisation AGE (Wacker et al., 2010a).

Dans ce systeme, les échantillons sont pesés et enveloppés dans une capsule en étain
avant d’étre placés dans la chambre de combustion (1, Figure 1.16) d’un analyseur
élémentaire (2). Le CO; qui résulte de cette combustion est purifié puis adsorbé sur de la
zéolithe avant d’étre transféré dans une unité de graphitisation (3) et plus précisément dans un
tube de réaction contenant 3,5 mg de catalyseur (poudre de fer) dans lequel du dihydrogéne
est ajouté. Le réacteur est ensuite chauffé a 580°C pour une graphitisation optimale. La
réaction de graphitisation est terminée au bout de 2 h et le graphite obtenu est ensuite placé

sur une cible en aluminium pour I’analyse AMS.

Pour les échantillons contenant moins de 0,1 mg de carbone (analyse de composés
individuels par exemple), deux procédures sont utilisées (systemes 1 et 2 présentés en Figure
1.17). L’échantillon peut étre introduit dans un analyseur élémentaire (1, systéme 1)
fonctionnant comme pour le systeme AGE décrit ci-dessus muni d’un systéme de combustion
et d’une colonne pour la separation des gaz. Les gaz en sortie de colonne (CO,, H,O et Ny)
sont dirigés vers une vanne a « 6 ports » dans laquelle le CO,, mélangé avec de I’hélium (gaz
vecteur), est acheminé vers un piége composé d’une zeolite d'alumino-silicate cristallin (2)
tandis que H,O et N, sont évacués dans I’atmosphére (Ruff et al., 2010a). Le CO, piégé est
ensuite libéré et acheminé vers une seringue (4) pour étre directement injecté dans la source

de ’AMS (5 ; Ruff et al., 2010a). Il est également possible de briler les échantillons au sein
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de tubes en quartz (systeme 2, Figure 1.17) qui sont ensuite introduits dans un craqueur
d’ampoules (3). Le CO; libéré est ensuite dirigé vers la seringue pour étre injecté dans le
spectromeétre AMS (Ruff et al., 2007, 2010b). La possibilité d’introduire directement dans la
source de I’AMS 1’échantillon sous la forme de CO, gazeux est véritablement un des atouts

majeurs de cet équipement permettant la datation d’échantillons disponibles en trés petites

quantites (jusqu'a 10 ug).

> AMS (5)

—

seringue (4)

capteurs de

pression systéme 2
pompe QU |craqucur d'ampoule (3)
C_/7Co/7 )
systéme 1 He
< He
purge
(N2, Hy0)

analyseur
¢lémentaire (1)

piege a CO, (2)

FI1G. 1.17 Systéme pour I’introduction de I’échantillon dans la source d’ions de I’AMS sous forme de
CO, gazeux (d’aprés Ruff et al., 2010a).

La datation au **C a depuis toujours eu de nombreuses applications en archéologie
(Jull et Burr, 2014), mais 1’amélioration toujours croissante des techniques de datation,
donnant accés a 1’age d’échantillons disponibles en quantités toujours plus petites, tout en
conservant une bonne précision, offre de nouvelles opportunités pour I’archéologie comme

nous le montrerons dans le chapitre suivant.
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Chapitre 2: L’analyse de céréales en contexte archéologique

2.1. Introduction

Au commencement de 1’archéométrie, les sciences analytiques furent principalement
utilisées pour la caractérisation de résidus organiques provenant de matériel archéologique
tels que des amphores, des jarres et d’autres contenants (Condamin et al., 1976, Evershed et
al., 1991, Charters et al., 1995, Charrié-Duhaut et al., 2007), des couteaux de silex
emmanchés (Boéda et al., 1996) ou des momies (Connan, 1999, Buckley et Evershed, 2001).
Pourtant, la matiére organique préservée dans les paléosols, et tout particulierement dans les
sols ayant comblé d'anciennes structures mises au jour lors de fouilles archéologiques (tombes,
fosses, fentes ...), peut également constituer un objet d’étude intéressant en vue de
reconstitutions paléoenvironnementales et archéologiques, mais de telles études ne sont, pour
le moment, que peu developpées (Ertlen et al., 2013). En effet, ces « structures en creux »
peuvent étre comblées par les sols de surface environnants, qui restent alors piégés et
préservés au sein de ces structures (Gerlach et al., 2006, Kdgel-Knaber et al., 2007,
Motuzaite-Matuzeviciute et al., 2013, Lauer et al., 2014). Ces sols sont alors susceptibles de
contenir des marqueurs moléculaires (biomarqueurs) qui peuvent potentiellement étre utilisés
comme des «archives pédologiques » afin de remonter, notamment, a la nature de la
couverture végétale originelle du sol piégé dans les structures, permettant ainsi de suivre
I’évolution du paysage a travers le temps (Ertlen et al., 2010, Trendel et al., 2010, Lavrieux et
al., 2012). Cette couverture végétale peut correspondre soit a une végétation naturelle, soit a
une végétation d’origine anthropique, notamment dans le cas d’une activité agricole (Jacob et
al., 2008a, 2008b, Motuzaite-Matuzeviciute et al., 2013) ou d’activités humaines spécifiques

telles que le rouissage du chanvre (Lavrieux et al., 2013).

Toutefois, un sol — et par conséquent son contenu en matiére organique — représente
un systeme complexe, particulierement hétérogéne et pouvant étre influencé par de nombreux
facteurs environnementaux. La signature lipidique d’un sol peut, en realité, étre composée a la
fois de lipides anciens et réfractaires qui coexistent avec une matiére organique plus récente
apportée depuis la surface et introduite dans les horizons plus profonds du sol par bioturbation,
par lessivage des sols ou encore par la pénétration de matériel racinaire (Kdgel-Knabner, 2002,
Schmidt et al., 2011). La contribution des micro-organismes colonisant le sol ne doit
également pas étre négligée des lors que ceux-ci utilisent la matiere organique des sols
comme source de carbone, et qu’ils contribuent de ce fait a I’apport de lipides (Kdgel-
Knabner, 2002). Le contenu lipidique d’un sol dépend, en outre, du degré de préservation des
composés qui est fonction de différents parametres: climat, activité biologique, pH,
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profondeur, granulométrie, nature biochimique du sol (Schmidt et al., 2011) mais aussi de la
capacité de résistance propre aux constituants chimiques. Cette complexité du systeme « sol »
nécessite de prendre en considération la dynamique temporelle d’un sol et de replacer, en
conséquence, la matiere organique issue de ce sol dans son contexte (Schwartz, 2012). Il est
possible, en effet, que le sol, ainsi que son contenu lipidique, ayant été piéges au sein d’une
structure ou d’une formation en creux puissent ne pas étre contemporains de la structure elle-
méme, ce qui peut témoigner, dans certains cas, de deux occupations distinctes du milieu. A
ce jour, seules quelques rares études se sont intéressées a 1’age du contenu lipidique de la
matiére organique contenu dans les sols (Huang et al., 1996, Rethemeyer et al., 2004, 2005,
Mendez-Millan et al., 2014, Courel et al., 2015). Les formidables progrés accomplis dans le
domaine de I’instrumentation, permettant actuellement la datation au **C d’échantillons en
quantités toujours plus faibles (Ingalls et Pearson, 2005), sont donc une aubaine pour 1’étude
moléculaire de sols. En particulier, le spectrometre AMS MICADAS, cf. § 1.3.2) équipé d’un
réacteur mini-volume (instrument disponible a I’ETH de Zurich) permet d’évaluer 1’age de
lipides individuels disponibles uniquement a 1’échelle du microgramme (Ruff et al., 2007,
2010a), ce qui offre de nouvelles opportunités et perspectives pour la détermination du temps

moyen de résidence de biomarqueurs lipidiques par datation.

Dans la premiere partie de ce chapitre, nous présenterons les résultats de 1’analyse de
paléosols échantillonnés au sein de silos a grains et autres structures en creux mises au jour
lors d'un chantier de fouilles archéologiques préventives a Obernai (Alsace, France). Il
s’agissait, du cOté de la biogéochimie moléculaire, de mettre en évidence des marqueurs
moléculaires susceptibles de traduire une activité agricole passée au niveau de ce site, voire de
caractériser les espéces céréaliéres stockées dans les silos. Au cours de ce travail, nous avons
cherché a identifier, dans la mesure du possible, de nouveaux marqueurs moléeculaires
susceptibles de traduire I'existence passée des principales espéces de céréales communément
identifiées par carpologie® lors de fouilles archéologiques. Ainsi, en annexe de ce chapitre,
seront présentés les résultats des analyses moléculaires réalisées a partir de graines
contemporaines de blé (Triticum sp.), d’orge (Hordeum vulgare), de seigle (Secale cereale),
d’avoine (Avena sp.) et d’épeautre (Triticum spelta), ainsi qu'a partir d'échantillons
archeologiques de graines carbonisées ou agglomérées (gruau).

! La carpologie est la science qui étudie les restes végétaux macroscopiques, a I’exception des bois, mis au jour
en contexte archéologique (Bouby, 2000). Il s’agit le plus souvent de graines et de noyaux de fruits.
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2.2. Matériel et méthodes

Note préliminaire: L’intégralité des données relatives aux protocoles expérimentaux,

mis en place et utilisés au cours de ces travaux de thése, figurent dans le Chapitre 7.
2.2.1. Présentation du corpus d’échantillons et du contexte archéologique

Dans le cadre de I’aménagement d’un Parc d’Activités Economiques Intercommunal a
Obernai (Alsace), I’Institut National de Recherche Archéologique Préventive (INRAP) a
entrepris, en 2013, des fouilles sur le terrain comme 1’exige la loi numéro 2001-44 du 17
janvier 2001 relative a I’archéologie préventive’. Le site archéologique a été fouillé sur plus
de 7,5 hectares de terrain (Figure 2.1) sous la direction du Dr. Clément Féliu. Les
archéologues ont ainsi mis au jour de nombreuses structures et une quantité importante de
matériel attestant d’une occupation humaine du site de maniére quasi-continue depuis le

Néolithique jusqu’au début du Moyen-age (Féliu, 2016).

Dans le cadre de notre travail de these, différents sols issus du remplissage de
structures creusées profondément dans le loess (entre 1 et 2,20 metres de profondeur) ont été
examinés afin de mettre en évidence, dans la mesure du possible, des marqueurs moléculaires
pouvant témoigner d’une occupation ou d’une activité anthropique. Les analyses se sont
concentrées tout particulierement sur 1’étude de structures protohistoriques (Tableau 2.1),
parmi lesquelles des silos utilisés pour le stockage de céréales et témoignant d’une activité
agricole locale. Ces silos sont, pour la plupart, datés de 1’age du Bronze final (950-800 av. J.-
C.) et de La Téne ancienne® (LTB : 400-260 av. J.-C.), auxquels s’ajoutent deux structures
datant de La Tene finale (LTD : 150-30 av. J.-C.), a savoir un fossé constituant ’enclos d’une
ferme (st. 1001) et un silo -st. 1521- (Figures 2.1 et 2.2). En plus de ces structures
protohistoriques, un silo du Néolithique (st. 1817) ainsi qu’une structure de fonction
initialement indéterminée (st. 4564), mais qui s'averera par la suite correspondre a des latrines
de la période antique, ont également été échantillonnés. Cette derniére structure a fait 1’objet

d’une étude séparée dont les résultats seront decrits dans le Chapitre 3.

2 Loi parue dans le Journal Officiel de la République Francaise le 18 janvier 2001, pages 928-931.

® Le site archéologique de « La Téne » se situe sur le territoire de la commune neuchateloise, en Suisse. Lors de
sa découverte, de trés nombreuses céramiques et objets présentant une typographie bien particuliére et
reconnaissable ont permis la mise en place d’un référentiel dont se servent actuellement les archéologues pour
définir le second age du Fer.
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Ces structures archéologiques, a I’origine creusées dans le sol, ont été comblées, apres
leur abandon, par les sols de surface environnants et/ou par 1’effondrement des parois de la
structure suite a des phénomenes d’érosion. Ce comblement se fait par étapes successives qui
peuvent étre distinguées lors de la fouille. En effet, la coupe archéologique d’une structure
excavée révele des différences visibles de coloration des sols apportés lors des différentes
phases de remplissage, ce qui permet alors de délimiter des unités stratigraphiques (Figure
2.2). Dans le cadre de notre étude, des échantillons de sols ont été prélevés dans ces
différentes unités stratigraphiques (« US ») au sein des silos. Afin de différencier les lipides
propres a la structure -ou a son remplissage- de ceux issus du sol environnant dans lequel les
structures ont été creusees a l'origine, des échantillons dans I'entourage direct des structures

étudiées (appelés « encaissants ») ont également été prélevés.

TABLEAU 2.1

Corpus d’échantillons soumis aux analyses de géochimie organique et datation des structures
archéologiques (céramologie). US: unités stratigraphiques identifiées a ’intérieur des structures, E.:

encaissant, i.e., échantillon de sol prélevé a la périphérie de la structure.

Structure Datation Période historique Niveaux de prélévement
Silos
1330 400-260 av. J.-C. LaTene B US2, US6, US10, E.
1508 400-260 av. J.-C. LaTéne B US15, US19, E.
1513 400-260 av. J.-C. LaTene B US2/3/4, US9, E.
1521 150-30 av. J.-C. La Tene D US2, US3, US8, E. base, E. gauche
1763 950-800 av. J.-C. Bronze Final I1l1b US2, US10, E.
1781 400-260 av. J.-C. LaTéne B US6, US10, E
1817 4600-4300 av. J.-C. Néolithique moyen US3, US8, US9, E. haut, E. gauche

Fossé gaulois

1001 150-30 av. J.-C La Tene D US23, E.
Latrines
4564 fin 11°™ — milieu 111°™ Gaule Romaine US4, US8, US9, E.
siécle ap. J.-C.
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F1G. 2.1 Plan du site et localisation des structures étudiées (source : Clément Féliu, INRAP).
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\ A\

1/50

FIG. 2.2 Représentation en coupe des structures étudiées et localisation des prélévements pour les
analyses de géochimie organique. Les numéros font référence aux unités stratigraphiques (« US ») des
silos étudiés dans lesquelles les prélevements ont été effectués (source : Clément Féliu et Pierre Girard,

INRAP).
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2.2.2. Echantillons de référence de millet

Dans le cadre de cette étude, des echantillons des deux principales especes de millet

ont été analysés:

= Des échantillons de Panicum miliaceum (millet commun) ont été gracieusement fournis
par le Dr. Jérémy Jacob (Institut des Sciences de la Terre d’Orléans). Il s’agit de
différentes parties de la plante (tiges, épis, feuilles, graines, racines) obtenues a partir de
millet cultivé a Orléans dans le cadre d’une étude approfondie sur le millet dont les

résultats sont en partie rapportés par Bossard et al. (2013).

= Un échantillon commercial de millet destiné a la consommation a été analysé (millet
décortiqué vendu par Primeéal). Bien que non précisé sur I’emballage, il s’agit trés
certainement de 1’espéce Setaria italica (ou millet des oiseaux) d’aprés les analyses

moléculaires que nous avons effectuées.
2.3. Résultats et discussion

2.3.1. Etude des lipides des unités stratigraphiques par GC-MS : identification de la

couverture végétale

Les analyses moléculaires des extraits organiques issus des échantillons de sols
provenant des unités stratigraphiques des différents silos ont montré des profils lipidiques
comparables entre eux et compatibles avec ceux généralement observés dans le cas de sols de
prairie. En effet, les nombreux composés de type n-alkyles (n-alcanes, n-acides, n-alcools),
qui constituent la composante principale de la fraction lipidique, présentent des distributions
systématiquement dominées par les n-alcools a chaines paires entre Cy, et Cs,, parmi lesquels
I’alcool en Cy prédomine. Moins abondants, les n-acides a chaines paires entre Cy-Cs3, sont
géneralement dominés par les homologues en C,4-C3o. Enfin, les alcanes lineaires, qui se
caractérisent par des chaines carbonées impaires comprises entre C,; et Csz sont
invariablement dominés par les composés en C,g et Csz; (Figure 2.3). Ces distributions
traduisent un apport significatif de végétaux, et plus spécifiguement de Graminées (van
Bergen et al., 1997, Trendel et al., 2010). A ces composés linéaires sont associés un
assemblage de stérols en Cy9 (Figure 2.3 et 2.4), typiquement d’origine végétale (phytostérols),
et un ensemble de triterpenes — parmi lesquels la glutinone (T4, Figure 2.4), le taraxérol (T5),
le germanicol (T7), le lupéol (T8), I’a-amyrine (T9), la friedeline (T10), I’acétate de
bauerényle (T11) et la bétuline (T12) — issus d’angiospermes (voir par exemple, Schnell et al.,
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2014). 1l est toutefois surprenant de constater que les distributions relatives des composés en

série n-alkyles et de certains stérols et triterpénes semblent, a premiere vue, comparables a la

fois dans les silos et dans les sols environnants.
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FiG. 2.3 Chromatogrammes en phase gazeuse des extraits lipidiques obtenus pour (a) le fossé gaulois

1001.US23, (b) le silo protohistorique 1508.US15 et (c) le sol environnant le silo 1508. (%) Acides gras,

(®) n-alcools, (A) n-alcanes, (S) stérols, (T) triterpenes et (P) pollution. Les alcools sont analysés sous la

forme d’acétates et les acides sous la forme d’esters méthyliques.
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coprostanol (S2) cholestérol (S4) campestérol (S7) 5p-sitostanol (S9) épi-5[-sitostanol
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FIG. 2.4 Structures des stérols (S) et des triterpénes (T) identifiés dans les sols issus des structures

archéologiques d’Obernai.

Néanmoins, parmi les triterpénes de végétaux mis en évidence, la présence de la
miliacine (T3, Figures 2.3 et 2.4) en quantité notable mérite d’étre soulignée. Il s’agit d’un
triterpene pentacyclique présentant, de maniére peu fréquente, une fonction méthoxy (OCHy)
naturelle sur le carbone 3. Cette particularité, généralement restreinte aux Graminées (ou
Poacées ; Ohmoto et al., 1970, Jacob et al., 2005), confére a ces composés une bonne
résistance a la (bio)dégradation lors de I’enfouissement, composes auxquels sont attribués, par
ailleurs, des propriétés antibactériennes et antifongiques (Jacob et al., 2005). Cette bonne
résistance de la molécule conduit a 1’identifier au sein de paléosols étudiés en contexte
archeologique (Motuzaite-Matuzeviciute et al., 2013). Ce triterpéne est associé tres
spécifiquement, comme 1’ont montré les travaux de Jacob et al. (2008b), & I’espéce botanique
Panicum miliaceum, plus communément désignée sous 1’appellation de millet commun. Il est,
par consequent, tout particulierement intéressant de la retrouver preservee au sein de la quasi-
totalité des sols de comblement des silos étudiés (a I’exception du silo 1817, daté du
Néolithique moyen) au contraire des encaissants. Sa présence suggeére, en effet, I’existence de

millet sur le site d’Obernai, celui-ci ayant pu étre stocké dans les silos au cours de leur
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utilisation, a moins que la miliacine ne provienne des sols environnants ayant comblé les silos
apres leur abandon (voir ci-apres).

La miliacine est présente dans les différents compartiments de la plante de millet
commun (glumes, tiges, feuilles,...), mais est particulierement abondante dans les graines de
cette céréale (Figure 2.5.a ; Bossard et al., 2013). A I’inverse, ce composé n’est pas présent
parmi les lipides de 1’espéce Setaria italica (millet des oiseaux, Figure 2.5.b ; Bossard et al.,

2013), ce qui permet une véritable différentiation entre les deux principales especes de millet.
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FiGc. 2.5 Chromatogrammes en phase gazeuse des extraits lipidiques apolaires obtenus pour les
échantillons de référence de (a) graines de P. miliaceum et (b) graines de S. italica. Les acides gras

(%) sont analysés sous la forme d’esters méthyliques tandis que les stéroides (S11, S12) et le

triterpene T7 sont analysés sous forme d'acétates.

Des analyses en isotopie du carbone viennent par ailleurs confirmer le lien qui existe
entre la miliacine et la céréale de millet. En effet, la valeur de 8°C représentative de la

composition isotopique du carbone mesurée pour la miliacine isolée est de -21,6 %o (valeurs
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identiques dans le cas des silos 1781 et 1508), ce qui est analogue aux valeurs décrites dans la
littérature pour la miliacine purifiée a partir de millet de référence ou extraite de sédiments (-
21,5 a -23,5 %o ; Jacob et al., 2008a). Ces valeurs, qui se situent autour de -20 %o,
correspondent & un appauvrissement en *C moins marqué par rapport a celles généralement
mesurées dans le cas de la plupart des lipides de végétaux presents sous nos latitudes. En effet,
ces derniers utilisent une voie de fixation du carbone en C3 qui conduit a la biosynthése de
lipides avec des signatures isotopiques du carbone entre -30 %o et -40 %o (cf. 8 1.3.1). Dans le
cas de la miliacine, la valeur mesurée se distingue parfaitement des valeurs caractéristiques
observées dans le cas de plantes en C3, et traduit donc une origine végétale typique d’une
plante utilisant un métabolisme (anabolisme) en C4 (O’Leary, 1988, Hobbie et Werner, 2004),
ce qui est bien le cas du millet commun (Jacob et al., 2008a).

Dans le cas des echantillons des sols de comblement des silos étudiés, la miliacine
constitue le triterpene majeur du contenu lipidique, représentant par exemple prés de 92 % de
I’ensemble des triterpénes de I’extrait lipidique de I’échantillon 1330.US2 (échantillon
représentatif du corpus des extraits organiques). Accompagnant la miliacine dans nos
échantillons, un certain nombre d’autres composés triterpéniques ont été identifiés, dont la
sawamilletine (T1) -autre triterpéne pentacyclique de type méthyléther -, a laquelle s’ajoute le
taraxérol (T5), le germanicol (T7), le lupéol (T8) et la friedeline (T10). La plupart de ces
composés ont été identifiés, lors de précédentes études, dans P. miliaceum (Bossard et al.,
2013), mais aussi au sein de paléosols ayant servi a la culture de millet (Motuzaite-
Matuzeviciute et al., 2013).

2.3.2. Quantification de la miliacine par GC-FID

Des analyses semi-quantitatives de la miliacine ont été effectuées afin de déterminer si
ce composé est bien lié aux silos et, si oui, de déterminer si la miliacine provient de résidus de
millet initialement stocké dans les silos ou si, au contraire, la miliacine est liée aux sols qui
ont comblé les silos aprés que ceux-ci aient été abandonnés. Il ressort de ces travaux que de
fortes teneurs en miliacine au sein des differents niveaux de prelevement dans les silos sont
observées, alors que ce composé est absent ou présent a 1’état de traces dans les sols
environnant les silos (les «encaissants») (Figure 2.6). Cette observation suggere que la
miliacine est étroitement associée aux silos et ne provient pas du sol dans lequel a été creusée
la structure. Quant aux teneurs en miliacine mesurées a I’intérieur méme des structures,

celles-ci sont variables d’un silo a I’autre -entre 1 pg et 35 pg pour 100 g de sol-. Par ailleurs,
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au sein d’un silo donné, d’importantes variations verticales de concentration sont également
observées entre les différents niveaux de prélevement, et nous pouvons ainsi observer des
concentrations maximales dans les échantillons prélevés au fond du silo (structures 1763,
1513 et 1508 ; Figure 2.6), en position intermédiaire (structures 1330 et 1781), ou encore en

position sommitale (structure 1521).
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FI1G. 2.6 Teneur en miliacine (ug pour 100 g de sol) dans les différents échantillons provenant des
silos et leur(s) encaissant(s) ainsi que dans le fossé gaulois (Obernai, Alsace). « US »: unités

stratigraphiques ; « E » : encaissant(s).

Dans 1’hypothése ou la présence de miliacine dans les silos témoignerait d’un stockage
de cette céreale, une concentration maximale en miliacine serait attendue a la base du silo
(présence de graines résiduelles apres vidage du silo). Nos observations indiquent que tel
n’est pas le cas, ce qui suggéere que la miliacine semble plut6t liée aux sols ayant comblé les
silos une fois ceux-ci vidés, ces sols de comblement correspondant sans doute a des sols sur
lesquels aurait été cultivé du millet. D’autre part, 1’identification de la miliacine au sein du
fossé gaulois (st. 1001, 12 ug pour 100 g de sol), structure n’ayant pas été utilisée pour le
stockage des récoltes et n’ayant du reste aucune fonction agricole, suppose une distinction
entre 1’usage des structures et leur contenu lipidique. Ainsi donc, les silos, tout comme le
fossé, auraient servi de «pieges archéologiques» ayant scellé 1’empreinte moléculaire du sol
environnant apporté par érosion, qui aurait, de ce fait, conservé la marque de cette ancienne

activité agricole.

Par ailleurs, 1’étude carpologique a permis de mettre en évidence une grande variété de
macrorestes, dont certains correspondent a des glumelles/caryopses de P. miliaceum au sein
des silos 1513, 1763 et 1781 (Tableau 2.2 ; pour 1’étude compléte, voir Durand, 2016).

Aucune corrélation n’a pu étre établie entre le nombre de carporestes identifiés et la teneur en
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miliacine au sein des silos et certains sols de comblement, contenant de la miliacine, ne
présentent aucune trace de macrorestes de millet commun (silos 1330, 1508, 1521). Ce
résultat n’est pas forcément étonnant dans la mesure ou 1’on considére désormais que la
miliacine est issue d’une culture de surface et non nécessairement des récoltes de millet
stockées dans le silo. En contexte archéologique, la faible persistance des glumelles de millet
au cours de leur carbonisation (celles-ci se conservant bien mieux en conditions humides ;
Wiethold, 2009) peut également expliquer en partie 1’absence de restes carpologiques dans
certaines des structures et montre, par consequent, I’intérét des analyses moléculaires en
géochimie organique réalisées en complément des études carpologiques. Le grand nombre de
caryopses de millet dans la couche 10 du silo 1763 -172 macrorestes contre un maximum de
10 graines répertoriées dans les autres structures (Tableau 2.2)- pourrait suggérer que la
miliacine, dans cette unité structurale, est issue d’une contribution significative de restes de
millet d’origine domestique, attestant d’une consommation de cette céréale, et non
principalement de sols sur lesquels le millet a été cultivé et qui ont comblé le silo. En aucun
cas n’est exclue la possibilité que tous ces silos aient pu servir au stockage du millet, mais les

travaux présentés ici ne permettent pas de le démontrer.

TABLEAU 2.2

Inventaire des restes de millet (Panicum miliaceum et Setaria italica) identifiés au sein des structures
archéologiques d’Obernai. Les résultats complets de 1’étude carpologique peuvent étre trouvés dans le
rapport de fouille de 'INRAP (Durand, 2016).

Structure 1508 1513 1521 1763 1781 4564
Unité US15  US2/3/4 US9 US8  US2 Us10 US5/7  US6 US10 US8
stratigraphique

Panicum miliaceum

carbonisé 3 3 8 172 6

minéralisé 2 10
Setaria italica

carbonisé 2 1 1 2 4 3 3
Panicum/Setaria sp.

carbonisé 1 1 3 5
Panicum/Setaria sp.

fragments 3
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Des mesures du rapport isotopique **C/**C de quelques lipides gras (n-alcanes, n-
acides et n-alcools) ont été réalisées avec I’intention de pouvoir estimer la part de ces lipides
pouvant provenir du millet dans les échantillons de sol étudiés. En effet, I'analyse moléculaire
des différents compartiments de cette plante montre la présence de ces mémes classes de
composés (voir ci-apres et Figure 2.7).

Dans un premier temps, des mesures isotopiques ont été réalisées pour les n-alcanes
préservés au sein des sols de comblement des silos 1330, 1781 et 1508 et les résultats
montrent des valeurs de &°C comprises entre -31,5 %o et -35,5 %o (Tableau 2.3). En
adéquation avec de précédentes observations, nous notons un appauvrissement graduel en *C
des lors que la longueur de la chaine carbonée augmente (Bi et al., 2005). Dans un second
temps, les n-alcools et les n-acides, préservés au sein du silo 1508, ont également fait 1’objet
de mesures isotopiques, dévoilant des valeurs de 8**C relativement analogues, comprises entre
-31,4 %o et -36,2 %o dans le cas des n-alcools et entre -32,6 %o et -34,9 %o pour les n-acides.
Ces valeurs, inférieures & -30 %o, sont conformes aux valeurs de 8*3C des lipides de plantes
utilisant un métabolisme en C3 (Chikaraishi et al., 2004a, 2004b, Bi et al., 2005, Chikaraishi
et Naraoka, 2006, Mendez-Millan et al., 2014), ce qui atteste d’un apport quasi exclusif de
lipides de plantes de ce type.

TABLEAU 2.3
Composition isotopique (8**C) et déviation standard associée (+ ) mesurées pour les n-alcanes, les n-

alcools, les n-acides et la miliacine présents au sein des silos 1330, 1508 et 1781.

5°C (t5) | n-alcanes triterpéne
n-Cys n-Cy; n-Cyg n-Cs; n-Cs3 miliacine (T3)
1330.US2 - 31,8 %o - 31,5 %o - 33,5 %o - 34,7 %o - 35,5 %o -
(£0,7) (£0,6) (£0,5) (£0,2) (£0,3)
1781.US6 - - - - - - 21,6 %o
(£0,2)
1508.US15 | - 32,1 %o - 31,9 %o - 34,0 %o - 34,5 %o - 33,0 %o - 21,6 %o
(£0,5) (£0,2) (£0,3) (£0,2) (£0,1) (£0,1)
n-alcools
n-Cy N-Cy N-Cas N-Cag n-Cso n-Cs,
- 33,8 %o - 33,9 %o - 36,2 %o - 36,1 %o - 34,9 %o - 31,4 %o
(x£0,4) (£0,1) (x0,1) (x0,1) (x0,2) (x0,2)
n-acides
n-Cy n-Cy, N-Cs4 Nn-Cy Nn-Cug n-Cso n-Cs;
- 32,6 %o - 33,8 %o - 32,8 %o - 33,7 %o - 34,6 %o - 34,9 %o - 34,9 %o
(x£0,4) (x0,2) (£0,2) (x0,4) (x0,2) (x1,2) (x0,7)
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Il semblerait donc que les lipides de millet n’aient que faiblement contribué a la
signature lipidique, ce qui n’est que peu surprenant au regard de la faible concentration des
composés de type n-alkyle observée dans les différents compartiments de la plante de millet
examinés (Figure 2.7). En effet, les analyses moléculaires des différents éléments de P.
miliaceum (tiges, épis, racines, feuilles et graines) ont révélé la présence de n-alcanes, a 1’état
de trace, présentant une distribution principalement centrée sur les homologues impairs de Cy;
a Ca3. Le constat est similaire dans le cas des n-alcools ou seules les feuilles semblent en
contenir une quantité plus conséquente, avec une distribution atypique centrée sur un unique
homologue, celui en Cs, (Figure 2.7) tel que rapporté par Tulloch (1982). En outre, il est
intéressant de constater qu’alors que les valeurs de 8°C des n-alcools du silo 1508 sont de
plus en plus négatives (i.e., appauvries en *C) avec l'accroissement de la longueur de la
chaine alkyle, le rapport 8"*C de l'alcool en Cs; est, en comparaison de ses homologues
inférieurs, fortement enrichi en *3C (-31,4 %o pour I’alcool en Cs, contre -34,9 %o pour
I’alcool en Cgp par exemple ; Tableau 2.3). Compte tenu de ce résultat, nous avons estime,
d’aprés 1’équation ci-dessous, que la part de I'alcool en Cs; issu d'une plante en C4 (le millet,
dans ce cas) est d’environ 1/3.

Smesuré'6C4 — C3
8¢3-6¢4 C3+Cy

x100 (4)

- avec 6.3 OU ¢, : rapports isotopiques dans le cas de sources lipidiques purement en C3
(-36 %o) ou en C4 (-24 %o).
- avec C3 ou C4 : pourcentage de source en C3 ou C4.

Enfin, les n-acides a chaines paires, présents en faibles concentrations dans les
differents compartiments du millet, se distribuent entre le derive en Cy et celui en Cs3, avec
une predominance de 1’acide en Cy, (Figure 2.7). Toutefois, aucune contribution liée aux n-
acides provenant du millet n’a pu étre identifiée via les analyses isotopiques, ce qui pourrait

s'expliquer par la faible abondance de cette famille dans la plante.

Finalement, le croisement des données relatives a la quantification de la miliacine et
aux mesures des rapports **C/*2C concernant les composés linéaires tend & démontrer la faible
contribution actuelle du contenu lipidique issu du millet dans les sols étudiés. Deux raisons
peuvent expliquer ce phénomene : la prédominance des plantes en C3 (principalement des

Graminées), contemporaines au millet, ou, plus vraisemblablement, un phénomene de « turn-
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over » de la matiére organique, compte tenu d’un changement de végétation. En effet, le
remplacement d’une culture de millet, éventuellement plus ancienne que les silos, par un
couvert végétal comprenant des plantes en C3 a pu occasionner le renouvellement progressif
des lipides issus du millet (sauf pour la miliacine, particulierement résistante) par ceux du
couvert végétal de type C3 mis en place ultérieurement. Ce point sera rediscuté et approfondi

a la lumiére des résultats de datation au **C présentés ci-apres.
2.3.3. Mesures de datation au **C par AMS MICADAS

Les mesures de datation au **C par AMS MICADAS ont concerné des échantillons de
sols apres décarbonatation, des extraits organiques bruts, de méme que des échantillons de
miliacine aprés isolement. Le préalable pour dater la miliacine a, en effet, consisté a mettre au
point une succession d’étapes de séparation et de purification par chromatographie afin
d’isoler la miliacine des autres composés lipidiques. Pour ces travaux d’isolement de la
miliacine, nous avons eu recours a différentes techniques chromatographiques: la
chromatographie sur colonne de silice, la chromatographie liquide a haute performance en
phase inverse (RP-HPLC) et la chromatographie sur couche mince (CCM) comme cela est
décrit en partie expérimentale (cf. 8 7.1.4). Ce protocole fortement chronophage n’a pu étre
réalisé sur I’ensemble des structures archéologiques contenant de la miliacine. C’est la raison
pour laquelle notre choix s’est porté sur trois structures associées a trois périodes historiques
distinctes. Ainsi, la miliacine issue de I’US2 du silo 1763 (age du Bronze final), des trois
unités stratigraphiques du silo 1330 (US2, 6 et 10, second &ge du Fer), et de I’USS des latrines
(st. 4564, période romaine) a été isolée en vue d’une datation. Grace au protocole mis en place,
il nous a été possible d’extraire des échantillons de miliacine (de ’ordre de 15 pg a 300 ug
avec une pureté de 80 % a 90 %, déterminé par GC-FID ; Figure 2.8.c). Il convient de noter
que la sawamilletine (composé T1, Figure 2.8) qui n'a pu étre intégralement éliminée lors de
ces étapes de purification et qui est éluée quelques secondes avant la miliacine (T3) en GC est
un triterpéne également associé a la culture de millet, ce qui, par conséquent, n’entrainera pas
d’erreur dans la datation, dans la mesure ou ce composé est tres certainement contemporain de

la miliacine.
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FiG. 2.8 Chromatogrammes en phase gazeuse montrant l'extrait lipidique apolaire de 1’échantillon

1330 US2 (a) et les fractions enrichies en miliacine obtenues aprés (b) purification sur colonne de

silice séche et (c) purification par RP-HPLC.
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Les données relatives aux mesures de datation sont reportées dans le Tableau 2.4 pour
la miliacine, les extraits organiques bruts et les échantillons de sols pour lesquels les &ges sont
exprimés en BP (« Before Present », le présent étant 1’année de référence 1950 ; Reimer et al.,
2004). L’age *C doit ensuite étre calibré selon la courbe de calibration choisie (IntCall3 ;
Reimer et al., 2013) permettant de tenir compte des variations atmosphériques en **C au cours
du temps (cf. § 1.3.2). L’age calibré en BP peut étre, si nécessaire, transposé en age BC/AD
(avant/aprés J.-C.), plus communément utilisé par la communauté archéologique, en tenant

compte de I’année de référence, autrement dit de I’année 1950.

Que ce soit dans le cas du silo 1330 ou des latrines 4564, les extraits lipidiques des
sols de comblement sont pres de 300 ans plus récents que la matiere organique totale des sols
(Figure 2.9). Cette différence d'age témoigne de I’existence, dans la partie non extractible de
la matiére organique, d’une partie plus ancienne, composée de matériel réfractaire. Par
ailleurs, la datation au **C indique que la matiére organique du sol ayant comblé le silo 1330
(3346 — 3168 BP) ainsi que son contenu lipidique extractible (2994 — 2846 BP) sont plus
anciens que la structure elle-méme (2350 — 2210 BP évalué d’aprés la typologie de la
céramique). Par conséquent, le silo semble avoir été rempli par du matériel plus ancien ou un
mélange de matériel contemporain et plus ancien, renforcant ainsi 1’idée que le contenu
lipidique analysé & partir des sols ayant comblé les silos n’est pas nécessairement en relation
directe avec 1’usage qui en a été fait. A I’inverse, les résultats de datation obtenus dans le cas
des latrines (structure 4564, ~ 1750 BP) suggerent que son remplissage s’est produit
principalement a partir de matériel relativement contemporain a la structure elle-méme (1812
— 1686 BP pour ’extrait lipidique et 2125 — 1986 BP pour le sol), trés certainement en lien

avec I’apport de matiere fécale au sein de cette structure (cf. Chapitre 3).

En ce qui concerne les mesures de datation des encaissants, seule la matiere organique
d’un échantillon (1330.E) et son extrait lipidique correspondant ont été mesurés. Il ressort de
ces mesures que la matiere organique totale est relativement ancienne (~ 8400 BP), bien plus
en tout cas que celle des sols de comblement du silo que cet encaissant contient (env. 3200-
3300 BP). En revanche, de maniére tout a fait surprenante, I’extrait lipidique de I’encaissant
montre un &ge plutdt récent (entre 23 et 265 BP), ce qui pourrait s’expliquer par une
contamination de notre extrait avec du matériel moderne. Il convient de noter que les extraits
lipidiques issus des encaissants sont généralement tres faibles et qu’une contamination est
donc envisageable. Nous avons donc pris le parti de ne pas prendre en compte cette valeur,

considérée comme « aberrante ».
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FIG. 2.9 Représentation graphique des ages **C BP calibrés obtenus pour les échantillons de miliacine
isolée (en bleu), les extraits lipidiques (en rouge), la matiére organique totale des sols (en gris) et
I’échantillon de graines (en vert) en fonction de I'dge des structures, tel que déterminé par céramologie

(« datation archéologique ») et lien avec les périodes de I’Histoire (a droite).

Dans le cas des silos protohistoriques étudiés (silos 1763 et 1330), la miliacine est
manifestement plus ancienne que les structures archéologiques a partir desquelles elle a été
extraite. En effet, les échantillons de miliacine issus de ces sols de comblement sont tous datés
de I’age du Bronze (Figure 2.9), entre 3994 BP et 2776 BP (soit 2044 — 826 av. J.-C.) si I’on
considere les extrema, alors que les silos 1763 et 1330 étaient probablement en fonction
respectivement entre 2900 — 2750 BP (fin de 1’4ge du Bronze) et 2350 — 2210 BP (second age
du Fer) tel que cela a été determiné par ceramologie. Ces résultats corroborent 1’hypothese
émise sur la base de la quantification de la miliacine dans les silos selon laquelle les silos
auraient servi de «piéges archéologiques» en conservant la marque d’une culture de millet,
remontant a au moins 3000 ans, comme le souligne la présence de miliacine préservée dans
ces sols. Dans le cas du silo 1330, I'ecart observé entre I'dage de la structure et celui de la

miliacine, -ce dernier ayant été mesuré a trois profondeurs de comblement (US2, US6 et
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US10), et fournissant un age sensiblement identique- est, a ce titre, particulierement important
et représente plus de 600 ans. Cette similitude d'age pour les trois échantillons de miliacine
suggére que la structure a vraisemblablement -et assez logiquement- été comblée rapidement
par un méme sol environnant. En revanche, la miliacine extraite du silo 1763 (3257 — 2965
BP, soit entre 1307 et 1015 av. J.-C.) est, cette fois-ci, contemporaine ou immédiatement
antérieure a la structure datée de la fin de I'dge du Bronze (2900 — 2750 BP), période au cours
de laguelle cette céréale a été manifestement stockée et/ou consommée, comme le démontre la
présence, a la base de la structure, de restes de grains de millet carbonisées &gées d'environ
2800 ans (mesure de datation des grains, mis au jour dans 1’US2 du silo 1763, réalisee par le
laboratoire de radiocarbone de Poznan, échantillon P0z-80225 : 2851 — 2786 BP (68 %), soit
901 — 836 av. J.-C. ; Clément Féliu, résultats non publiés). En conclusion, contrairement a ce
que I'on pourrait penser a premiére vue, les résultats de quantification de la miliacine issue des
silos rejoignent les données de datation, et montrent sans ambiguité que la miliacine ne traduit
pas l'existence de stockage de millet dans les silos -méme si cela ne peut étre exclu-, mais
plutdt celle d'une culture de millet antérieure aux silos, et dont I'empreinte moléculaire a été
enregistrée dans les sols ayant comblé les silos aprés leur abandon. La présence de résidus
carbonisés de millet contemporains au silo 1763 indique que la culture de cette céréale s'est au

moins poursuivie jusqu'au creusement de ce silo.

A la lumiére de ces résultats de datation au radiocarbone, reconsidérons a présent les
données isotopiques (**C/**C) se rapportant & la miliacine ainsi qu’aux différentes familles de
composes linéaires, préservés au sein des échantillons du silo 1330. Comme nous avons pu le
constater précedemment, il existe un écart de plusieurs siecles entre 1’age de la miliacine
mesuré par datation au **C et I’age de la structure 1330. Ce résultat implique que le sol qui
s’est trouvé pi¢gé au sein de la structure, une fois cette derniere ayant été abandonnee (i.e., au
cours du Second age du Fer), a eu le temps de connaitre différentes phases de végétation. A la
suite de la culture de millet (plante en C4), un couvert végétal constitué de plantes herbacées,
exclusivement de type C3, a pu se développer et étre utilisé, par exemple, comme paturage ou
culture cérealiére (blé, par exemple). La durée pendant laquelle ces végetations en C4 puis en
C3 ont successivement eté en place ne peut étre précisée dans la mesure ou I’age déterminé
pour la miliacine correspond a un age moyenné résultant de la combinaison de contributions
plus anciennes et de contributions plus récentes pour lesquelles il est difficile d’en connaitre
les limites de début et, surtout, de fin (la culture du millet a perduré au moins jusqu’a I’age du

Bronze final). Cette transformation du paysage végétal a ainsi conduit progressivement au
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remplacement de la signature moléculaire issue du millet par celle provenant des plantes en
C3 ayant remplacé le millet. Pour chaque structure moléculaire considérée, la vitesse de ce
remplacement dépend, d’une part, de I’importance de la contribution provenant du millet par
comparaison avec celle apportée par les plantes en C3 et, d’autre part, de la stabilité¢ de la
structure considérée. Ainsi, par exemple, la signature isotopique spécifique de la miliacine,
qui possede une structure particulierement stable grace a sa fonction méthoxy en C-3 (Jacob
et al., 2005), et qu’aucune plante européenne en C3 semble biosynthétiser * (Bossart et al.,
2013), n’a pas pu étre modifiée (i.e., « diluée » par un apport de cette méme molécule, mais
issue d’une plante en C3). En revanche, dans le cas des composes linéaires, la dégradation
continue de ces derniers, au cours du temps, et 1’apport permanent de nouveaux cCOmposés
linéaires dans le sol, issus cette fois de plantes en C3 ayant succédé au millet, ont
conjointement entrainé la dilution progressive de la signature moléculaire et isotopique des
composeés linéaires originellement issus de plantes en C4. Une telle situation est tout a fait
comparable a celle décrite par Mendez-Millan et al. (2014) qui ont étudié I’évolution des
signatures isotopiques de lipides dans un sol au cours d’une chronoséquence de trente ans, au
cours de laquelle la savane (dominée par des plantes en C4) a été remplacée par une
plantation d’Eucalyptus (C3). L’empreinte moléculaire et isotopique de méthyléthers
triterpéniques, spécifiques des plantes de la savane, n’a été que peu altérée, alors que les
rapports de "°C d’une partie des lipides linéaires ont, au cours de cette phase de transition,
évolué vers des valeurs de 8**C plus négatives, ce qui représente un « shift » caractéristique
du passage d’une végétation en C4 a une végétation en C3. Inversement, lors du passage
d’une culture en C3 (blé, par exemple) vers une culture en C4 (mais), les rapports B3C/C des
constituants du sol tendent vers des valeurs moins appauvries en **C (Lichtfouse et al., 1995).
De nombreuses études ont mis a profit ces variations isotopiques au sein des sols afin de
mettre en évidence un changement de couvert végétal et d’étudier le «turn-over » de la
matiére organique causé par ce changement (e.g., Cerri et al., 1985, Balesdent et al., 1988,
Mariotti et Peterschmitt, 1994, Pessenda et al., 1998).

* Les plantes productrices de miliacine, connues dans 1’état actuel des recherches, ont été répertoriées par
Bossard et al. (2013) : Eragrostis ferruginea, Miscanthus floridulus, Panicum dichotomiflorum, Paspalum
dilatatum, Microstegium vimineum, Syntherisma sanguinalis, Glyceria acutiflora et différentes espéces de
Chionochloa. Ces plantes étant soit de type C4 (Waller et Lewis, 1979, Sage et Monson, 1999, Andres, 1992),
soit natives de zones géographiques localisées hors de I’Europe (par exemple, les plantes du genre Chionochloa
sont originaires d’Asie du Sud-Est et plus spécialement de Nouvelle-Zélande), il semble exclu que de telles
plantes aient pu se développer sur le sol d’Obernai au cours de la Protohistoire.
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A la différence des silos protohistoriques, le sol de comblement du silo 1817, daté du
Néolithique moyen (6550 — 6250 BP soit 4600 — 4300 av. J.-C.), se caractérise par 1’absence
de miliacine. Ce résultat suggere donc que la culture du millet n’était pas encore introduite

dans la région a cette période.

Enfin, la structure 4564 (1969 — 1714 BP, i.e., de 19 av. J.-C. & 236 ap. J.-C. ; Tableau
2.4), qui, comme nous le verrons dans le chapitre suivant, correspond a des latrines de la
période Gallo-Romaine d'apres datation archéologique, contient des sols de comblement
particulierement riches en miliacine (cf. 8 3.3.2, Figure 3.10). La datation de cette derniere
(Tableau 2.4) fournissant un age contemporain a celui de la structure, il semble, de ce fait,
vraisemblable que la population gallo-romaine au niveau du site d'Obernai ait consommé du
millet. La miliacine, ingérée via I’alimentation mais visiblement difficilement assimilée et
digérée, aurait alors été excrétée sans étre dégradée, et se serait accumulée dans les latrines,

parmi les déchets d'origine fécale (cf. Chapitre 3).

Les différentes mesures de datation au **C mettent donc en évidence une culture de
millet a la période de 1’age du Bronze et & la période romaine tout au moins, ce qui parait tout
a fait envisageable au vu des données historiques et archéologiques retracant 1’histoire de
cette céréale. En Alsace, ou le développement des pratiques agricoles remonte a environ 4500
av. J.-C. (Ruas et Marinval, 1991), peu de rapports archéologiques font état de restes
carpologiques de millet au cours de la Protohistoire, avec quelques rares attestations de sa
culture et de sa consommation au cours de 1’dge du Fer (Wiethold, 2000, Bataille, 2014,
Goude et al., 2015). Rares sont également les mentions de restes de millet commun en Alsace
mis au jour sur des sites archéologiques de la période romaine (Vandorpe et Jacomet, 2011).
Nos observations relatives au site archéologique d’Obernai viennent donc compléter ces

données historiques se rapportant a la culture de millet tant a 1’échelle régionale que nationale.

Lorsque nous nous intéressons de plus pres a I’histoire de cette céréale, un peu tombée
en désuétude de nos jours, il apparait que celle-ci est originaire de Chine ou ses premiers
foyers de domestication remontent au VI11°™ millénaire av. J.-C. (Laporte, 2001, Fuller, 2007,
Lu et al., 2009). Notons a ce propos qu’en Chine, les graines de millet étaient, par exemple,
mises a fermenter avec d’autres céréales locales afin de produire de la biere (Wang et al.,
2016). Par la suite, la culture de millet s’est progressivement diffusée en Asie et au Proche-
Orient avant d’atteindre 1’Europe Centrale a la fin du Néolithique (Hunt et al., 2008). Alors

qu’en France, le blé et 1’orge sont cultivés dés le Néolithique (Ruas et Marinval, 1991, Martin
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et al., 2007), il faut attendre la Protohistoire pour voir apparaitre une diversification des
espéces céréaliéres et les premieres attestations, par carpologie, de la culture de P. miliaceum
dés I’age du Bronze ancien (vers 1700 av. J.-C.; Marinval, 1992, 1995). Il convient de
préciser que des caryopses de millet, associés a de la céramique du Néolithique ancien (vers
3500 av. J.-C.) ont été identifiés en France, mais que cette découverte singuliere, sans aucun
équivalent pour cette époque en France, est toutefois sujette a discussion (Marinval, 1995).
Les ages du Bronze et du Fer sont donc associés a une période d’intensification de la culture
de millet en France. Les graines de millet étaient alors stockées avec leurs enveloppes
protectrices (les glumelles) pour une meilleure conservation au sein de silos enterrés, dont
ceux mis au jour a Obernai sont le parfait exemple, ou dans des vases (Marinval, 1995).
Puisque ces graines, en 1’état, étaient indigestes et donc impropres a la consommation, il était
ensuite nécessaire d’en oter les glumelles (Lundstrom-Baudais et al., 2002) pour ensuite les
cuisiner sous forme de bouillies ou de galettes (Marinval, 1995). Par la suite, lors de la
conquéte de la Gaulle, les romains apportérent avec eux de nouvelles espéces végétales,
principalement d’origine méditerranéenne, qui sont a [’origine d’une diversification
importante des denrées alimentaires consommées (Cabanis et al., 2015). A partir de cette
période, le millet est alors progressivement remplacé par d’autres céréales (apparition du
seigle, par exemple). La culture de millet est finalement totalement abandonnée au début du
Moyen-age (Jacob et al., 2008b).

2.4. Conclusion

Le site archéologique d’Obernai (Alsace, France) a offert aux archéologues
I’opportunité d’étudier les pratiques agricoles locales grace a la découverte d’un ensemble
important de silos protohistoriques utilisés pour le stockage de céréales. L’analyse des lipides
préservés et extraits de certains sols de comblement, issus de structures archéologiques
choisies pour 1’étude, a permis de mettre en évidence 1’omniprésence de la miliacine qui
témoigne d’une culture de millet commun sur le site. La datation au **C de la miliacine isolée,
accompagnee de la datation de sols et d’extraits organiques associés, indique que cette
culture était établie au cours de 1’age du Bronze ainsi qu’au cours de la période Gallo-
Romaine. 11 s’agit 1a de 1’'unique attestation de millet en Alsace pour la période de 1’age du
Bronze, ce qui offre de nouvelles perspectives pour la reconstitution des pratiques agricoles
et des régimes alimentaires dans I’Est de la France. L’Alsace, de par son positionnement

géographique, constituait probablement une zone d’échange, au carrefour des cultures, qui a
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donc pu jouer un réle central dans la diffusion du millet et plus largement dans la diffusion et

la transmission de pratiques traditionnelles agricoles en provenance d’Europe de I’Est.

Au sein des silos, aucune variété de céréales autres que le millet n’a pu étre identifiée
par GC-MS sur la base de critéres moléculaires. Dans la mesure ou l'analyse de graines
d'autres types de céréales (blé, orge, seigle) récoltées en contexte archéologique n'a pas
permis de mettre en évidence des marqueurs moléculaires spécifiques et stables (voir annexe),
il est possible que nos analyses lipidiques ont tendance a surévaluer I'importance du millet, la
miliacine possédant un trés fort potentiel de préservation a l'inverse de dérivés de type
alkylrésorcinols présents dans les autres céréales étudiées (voir en annexe). Nous pourrions
envisager, a l’avenir, d’analyser d’autres éléments de céréales (tiges, feuilles, ...) a la
recherche de nouveaux criteres chimiotaxonomiques permettant de mettre en évidence des
sols cultivés avec ces céréales. Au stade actuel de nos travaux, nos résultats dévoilent une des
limites majeures de 1’archéologie moléculaire en ce qui concerne la reconnaissance de
céréales et les reconstitutions « alimentaires » en archéométrie, a savoir le potentiel de

préservation de marqueurs lipidiques chimiotaxonomiques.
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2.5. Etude complémentaire concernant le contenu lipidique de graines de céréales

L’étude moléculaire des silos d’Obernai, présentée précédemment, a conduit a
I’identification de la miliacine, un composé répondant aux criteres de robustesse et de
specificité des biomarqueurs chimiotaxonomiques puisque celui-ci est étroitement associé a
la céréale de millet commun comme I'ont montré les travaux entrepris par le Dr. Jérémy
Jacob et ses collégues (Jacob et al., 2005, 2008b, Bossard et al., 2013). Nous nous sommes
alors demandé dans quelle mesure il serait possible de caractériser au moyen de lipides
chimiotaxonomiques d’autres especes de céréales, notamment en contexte archéologique.
C'est ainsi que nous avons entrepris I’analyse du contenu lipidique de diverses céréales
modernes et archéologiques avant de procéder a 1’étude de restes alimentaires anciens de

nature inconnue.
2.5.1. Etude de céréales contemporaines

Le contenu lipidique de plusieurs especes céréaliéres, communément cultivées et donc
fréquemment rencontrées lors d’études carpologiques, a ¢té examiné. Il s’agit de grains
d’épeautre (Triticum spelta), de blé (Triticum sp.), de seigle (Secale cereale), d’orge
(Hordeum vulgare) et d’avoine (Avena sp.) que nous nous sommes procurés au “Moulin
d’Hurtigheim” (Bas-Rhin, Alsace ; Figure 2.10).

épeautre avoine blé

seigle orge

FIG. 2.10 Graines de référence contemporaines (Moulin d’Hurtigheim, Alsace, France).
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FIG. 2.12 Chromatogramme en phase gazeuse de 1’échantillon contemporain de graines d’avoine en
provenance du Moulin d’Hurtigheim (Alsace, France). Les stérols sont analysés sous la forme

d’acétates et les acides sous la forme sous la forme d’esters méthyliques.

A premiere vue, les extraits lipidiques des graines d’épeautre, de blé, d’orge et de
seigle présentent une grande similitude au niveau des profils chromatographiques des extraits
lipidiques (Figure 2.11). En effet, conformément aux données de la littérature, toutes ces
graines contiennent un nombre important de dérivés d’alkylrésorcinols (AR), ce qui n’est pas
le cas des graines d’avoine (Figure 2.12 ; Hengtrakul et al., 1991, Seitz, 1992, Ross et al.,
2001, 2003). Les alkylrésorcinols se composent d’une molécule de résorcinol (dérivé
phénolique possédant deux fonctions hydroxyles en positions méta) a laquelle est rattachée
une longue chaine n-alkyle saturée ou insaturée. La fragmentation en spectrométrie de masse
(EI) de tels composés peut conduire soit a une rupture en B du cycle aromatique (rupture
benzylique), soit a un réarrangement de Mc Lafferty (Figure 2.13 ; Budzikiewicz et al., 1967,
Ross et al., 2004). Or, du fait de la présence de groupements oxygénés sur les positions méta
du cycle aromatique, le réarrangement de Mc Lafferty se trouve favorisé (Budzikiewicz et al.,
1967) et conduit a la formation de 1’ion positif de rapport m/z 124.

+ s f réarrangement de
CH, ar~ 2
/upim ‘e benzylique \ /H Mc L“ff(”f} H
H
HO OH HO OH
m/z 123 m/z 124

FIG. 2.13 Mécanismes de fragmentation (EI) des dérivés de type 5-n-alkylrésorcinols (d’apres
Budzikiewicz et al., 1967, Ross et al, 2004).

85



Chapitre 2: L’analyse de céréales en contexte archéologique

Apparaissant comme le pic de base de cette famille de composés, le fragment m/z 124
a permis de reconnaitre divers dérivés d’alkylrésorcinols parmi les échantillons de céréales
étudiés (Tableau 2.5). Quelques spectres de masse d'alkylrésorcinols sont présentés en Figure
2.14. Seuls les dérivés d’alkylrésorcinols possédant de longues chaines alkyles a nombre
impair de carbone ont eté identifiés, parmi lesquels les homologues de type 5-n-
alkylrésorcinols en Cy5-Co3 dominent amplement le profil moléculaire (ARx.o, Figure 2.11).
En quantités plus modestes ont été caractérises des derivés présentant des chaines alkyles
mono-insaturées (ARx:1), relativement abondants dans le seigle. De plus, des dérivés
d’alkylrésorcinols possédant une B-cétone sur la chaine alkyle (AR1-AR3) ont été identifiés
sur la base du spectre de masse du 5-(2-oxononadécanyl)-résorcinol proposé par Seitz (1992).
Outre la présence des fragments m/z 124 et m/z 123, liés respectivement au réarrangement de
Mc Lafferty et a la rupture benzylique, le spectre MS de ces homologues d’alkylrésorcinols
OXygénés se caractérise par un fragment particulierement intense correspondant a la
contrepartie de 1’ion m/z 123 (m/z 267, 295 et 323 pour AR1, AR2 et AR3 respectivement).

- [chail 7 124
100, Cyarg ;nzt’iS?G [chaine alkyle] 376 100, Coon
C1oHsg t ' Gretar
@50 -42 Da: perte _\BO Cf@\o
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o =
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FIG. 2.14 Spectres de masse (El, 70 eV) de quelques dérivés d’alkylrésorcinols identifiés dans les
échantillons de graines de céréales contemporaines. Les composés sont analysés sous la forme

d’acétates.
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Les dérivés d’alkylrésorcinols s’avérent étre non spécifiques des céréales (Graminées)
puisque leur présence a été mise en évidence au sein de nombreuses autres familles de plantes
(Anacardiacées, Fabacées ...), mais également parmi certains champignons, algues et méme
bactéries (Kozubek et Tyman, 1999). Par conséquent, les alkylrésorcinols ne peuvent étre
utilises comme biomarqueurs chimiotaxonomiques pour ce type de céréales. Par ailleurs,
certains articles font état de la dégradation des dérivés d’alkylrésorcinols lors de préparations
culinaires impliquant des processus de fermentation et de cuisson (Winata et Lorenz, 1997),
tandis que d’autres articles rapportent un phénomene de complexation entre les
alkylrésorcinols et d’autres lipides (Ross et al., 2003). Quoi qu’il en soit, ces observations
réduisent considérablement les chances de détecter ces composés tels quels en contexte
archéologique. Or, hormis les dérivés d’alkylrésorcinols, les graines analysées se sont
révélées étre pauvres en lipides, excepté en acides gras. La distribution de ceux-ci se
caractérise par la forte prédominance des homologues non-spécifiques Cig:0, C1s:2, Cig:1, Cig:0,
tout spécialement dans les graines d’avoine (Figure 2.12). Nous avons, par ailleurs, observé la
présence de stérols (campestérol et B-sitostérol notamment), universellement présents chez les
plantes, de tocophérols (o et B) et de triglycérides (Figures 2.11 et 2.12). Au final, ces
analyses de graines contemporaines n’ont pas abouti a I’identification de nouveaux
biomarqueurs spécifiques, ce qui semble grandement compromettre 1’identification de ce type
de graines de céréales en contexte archéologique au moyen d’outils moléculaires. Néanmoins,
dans le cas de I’étude de sols agricoles, il pourrait s’averer plus judicieux d’examiner le
contenu lipidique des racines et des parties aériennes des céreales susceptibles d’entrer en
contact avec le sol et dans lesquelles nous pourrions éventuellement identifier des
biomarqueurs triterpéniques spécifiques et suffisamment résistants (idéalement des dérivés

possédant une fonction -OCHjs, par exemple) pour une application en archéologie.
2.5.2. Analyses de graines archéologiques

Bien qu’aucun biomarqueur approprié pour la caractérisation d’especes de céréales
n’ait pu étre identifié & partir de graines contemporaines, nous souhaitions tout de méme
évaluer la capacité des alkylrésorcinols a étre préservées en contexte archéologique et, plus
largement, a apprécier ce que pouvait étre la signature moléculaire de restes carpologiques.
Pour cela, des graines de blé, d’orge et de seigle, trouvees en contexte archéologique (fouilles
sur différents sites de Strasbourg, France ; Figure 2.15) et suffisamment reconnaissables pour

permettre leur identification par les spécialistes carpologues de 'INRAP, ont complété notre
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étude moléculaire. De plus, une galette de céréales (ou gruau), de nature inconnue et trouvee

sur le site archéologique de La Haute Borne (Nord, France), a été analysée.

blé (STR-1628, blé (US-1358, orge (US-1358,
Strasbourg, INRAP) Strasbourg, INRAP) Strasbourg, INRAP)
seigle (US-1358, Strasbourg, INRAP) Galette de nature inconnue (F50083-US55002,

La Haute Borne)

FIG. 2.15 Graines découvertes en contexte archéologique dont I’extrait lipidique, lorsque cela a été

possible, a été analysé par GC-MS.

Dans les échantillons de céréales de Strasbourg (Figure 2.16), quelques triterpenes a
haut degré d’aromatisation ont été identifiés en faibles quantités. Il s’agit de composés
résultant de 1’aromatisation ou de la perte du cycle A de triterpénes pentacycliques présentant
un squelette de type oléanane ou ursane. De tels composés, fortement aromatiques, sont
associés a la dégradation microbienne, en condition anaérobie, de précurseurs triterpéniques
piégés notamment au sein de dép6ts sédimentaires (Laflamme et Hites, 1979, Trendel et al.,
1989, Freeman et al., 1994). Etant donné 1’absence de composés triterpéniques dans les
graines de références (cf. 8 2.4.1), leur detection au sein des échantillons de graines
archeologiques étudiées, mises au jour a Strasbourg, laisse envisager un apport exogéne de
lipides issus de la dégradation de la matiére organique de végétaux dans la fosse environnante.
Ce type de milieu aquatique et anoxique est connu pour étre favorable a la conservation de
macrorestes archéobotaniques (Bouby, 2000) et pour favoriser des réactions d’aromatisation

dans le cas de triterpénes de végétaux (Schnell et al., 2014 et références citées). Le reste des
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extraits lipidiques se compose de stérols et de triterpénes de végétaux n’étant pas
suffisamment spécifiques pour en préciser une quelconque origine botanique. De maniére
surprenante également, 1’un des composés majeurs de I’échantillon de blé STR-1628 est le
coprostanol, un marqueur de matiere fécale (cf. Chapitre 3), qui peut caractériser

I’environnement (latrines, sans doute) dans lequel a été retrouve cet ensemble de graines.

FiG. 2.16 Composés polyaromatiques identifiés dans 1I’échantillon de Triticum aestivum & durum en
provenance de Strasbourg (STR-1628, INRAP).

Dans 1’échantillon de gruau, la déception a été d’autant plus grande puisque,
abstraction faite des nombreux composés liés a une contamination extérieure, aucun lipide
endogeéne a ’échantillon n’a pu étre extrait, probablement du fait de la trop forte altération
(carbonisation) de ces graines. En l'absence de marqueurs chimiotaxonomiques « fiables »
(résistants a l'altération, notamment), nous avons donc décidé de ne pas poursuivre cette étude
et il semble difficile de reconnaitre la nature de restes anciens de ce type de céréales par le
biais d’analyses chimiques de graines préservées. Les etudes carpologiques restent alors a ce
stade la meilleure fagon de procéder, tout au moins lorsque les restes sont suffisamment

identifiables.
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Chapitre 3 : Analyse de sols anthropisés : le cas des latrines

3.1. Introduction

Au-dela de I’étude de vestiges archéologiques encore en place et du mobilier qui leur
sont associés, les archéologues portent aujourd’hui un intérét croissant aux marqueurs
anthropiques piégés dans les sols et, notamment, ceux mis au jour en contexte urbain. Le
rassemblement des populations dans les villes, 1’aménagement du territoire et le
développement d’activités économiques, politiques et sociales sont autant de phénomenes qui
ont profondément marqué et modifié¢ I’environnement. Cette interaction de I’homme avec son
milieu se traduit notamment par une érosion artificielle des sols et une accumulation de
matériaux issus de I’activité humaine (charbons, matiere organique, débris, ...). A cet égard,
I’un des axes de recherche en plein essor actuellement concerne 1’étude géoarchéologique des
« terres noires » identifiées en milieu urbain (Cammas et al., 2011). 1l s’agit de dép6ts organo-
minéraux, peu stratifiés, se caractérisant par une couleur particulierement sombre du sol en
raison de son important contenu organique® (Macphail et al., 2002, Fondrillon, 2007, Devos et
al., 2011). Malheureusement, ces «terres noires » ne sont que rarement fouillées et leur
potentiel en tant qu’archives du sol n’est que peu exploité a des fins archéologiques. En effet,
ces depdts, datés pour la plupart du Moyen-age, sont généralement rapidement décapés afin
d’atteindre au plus vite les couches d’occupation inférieures (généralement du Haut-Empire ;
Fondrillon, 2007). Suite a la prise de conscience, dans les années 1990, en France, de
I’importance de ces sols dans lesquels ’empreinte d’une activité anthropique a pu étre
préservée, les quelques études géoarchéologiques récentes ont permis d’associer a ces « terres
noires » différentes fonctions : fosses-dépotoirs, latrines-dépotoirs, puits, zones d’habitation
ou d’activité artisanale, axes de circulation, espaces extérieurs urbains tels des cours et des
jardins (Macphail et al., 2002, Fondrillon, 2007 et références citées, Cammas et al., 2011,
Devos et al., 2011).

L’étude des « terres noires » et, plus généralement, des sols anthropisés requiert une
approche interdisciplinaire pouvant associer des études (géo)archeologiques, pédologiques,
géomorphologiques, sédimentologiques, géotechniques, biogéochimiques, pouvant étre mises
en ceuvre selon les moyens disponibles. Le sol est ainsi observé, dans un premier temps, a
I’échelle macroscopique a travers 1’é¢tude de sa granulométrie, ses critéres morphologiques ou

I’examen de ses eléments exogénes grossiers comme les fragments de ceramiques, les restes

1 Si cette couleur noire est généralement associée & une teneur élevée en matiére organique, il est important de
préciser que certains sols contenant un grand nombre de charbons, mais peu de matiére organique lipidique,
peuvent également présenter une couleur similaire (Macphail, 1983).
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anthracologiques et carpologiques (Devos et al., 2011). Dans un second temps, I’investigation,
a D’échelle microscopique, des constituants du sol vient compléter les données (études
micromorphologiques, caractérisations moléculaires). A ce titre, I’étude de la maticre
organique des sols constitue un précieux objet d’étude archéométrique, cette matiére étant
susceptible de renfermer des marqueurs chimiotaxonomiques d’une activité humaine, comme
I’agriculture par exemple (cf. Chapitre 2). Dans le cadre de ce chapitre, nous présenterons
I’étude moléculaire de sols ayant comblé des structures archéologiques, de fonctions, a
I’origine, inconnues. Les analyses en GC-MS ont mis en avant I’importance des 5p-stanols et
des acides biliaires dans I’ensemble des échantillons examinés, démontrant ainsi une pollution
fécale au sein de ces sols (e.g., Leeming et al., 1996, Bull et al., 1999a, 2002, 2003, Derrien et
al., 2011, Baeten et al., 2012, Sistiaga et al., 2014a). Ces observations suggerent, par

conséquent, un phénomene d’anthropisation du sol lié a I’utilisation de latrines.
3.2. Présentation du corpus d’échantillons et du contexte archéologique

Onze structures archéologiques (Tableau 3.1), réparties sur quatre sites alsaciens dont

trois situés a Strasbourg et un a Obernai (Bas-Rhin, France), ont été choisies pour cette étude.

TABLEAU 3.1

Corpus d’échantillons de sols archéologiques et de boues d’épuration contemporaines étudiés.

Nom N° de prélevement INRAP Localisation Datation
SThl  5972-PXX-1172-001 (fosse 1106) X*™ siécle ap. J.-C.
STh2  5972-PXX-1240-001 . 11°™ siecle av. J.-C. — I*
Place Saint Thomas, iacl jC
Strashourg siecle ap. J.-C.

STh3  5972-PXX-1238-001 (fosse 1237) X®™ sigcle ap. J.-C.
STh4  5972-PXX-1120-001 (fosse 1121) X siecle ap. J.-C.

SE2 PR6 1090 (Structure 011)

Sainte Elizabeth Haut-Empire romain (50-
SE3 1086 (base) ’ eme - X
SE4 1064 (haut) Strasbourg I1°™ siécle ap. J.-C.)
3153  5892-PXX-3153 (US3153) Place du Chateau, XI1E™ — XV siecle ap. J.-
3009  5892-PXX-3009 (US3009) Strashourg C.

H eme HH eme A5 A

4564 ysa, US8 et USO (structure 4564) Obernai fin 1177 — ;T;"'Jef‘c' 1" siecle
WTPL1 - . actuel
WTP2 - Truchtersheim actuel
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3.2.1. Structures de la Place St Thomas (Strasbourg)

Hormis 1’échantillon STh2 issu de la plus ancienne couche du site datée au **C entre
196 avant J.-C. et I’an 45 de notre ére (fin de I’age du Fer et début de 1’occupation romaine),

il s’agit de sols de comblement de fosses circulaires datées du Moyen-age (Xéme siecle ap. J.-

C).

FIG. 3.1 Vue d’ensemble des fosses moyenageuses (a) et fosse circulaire 1121 (b) découvertes Place
St Thomas (Strasbourg ; photos : Heidi Cicutta, INRAP).

L’objectif principal des analyses en géochimie organique était d’apporter une réponse
quant a la fonction primaire de ces fosses et/ou de savoir si leurs parois avaient été renforcées
par des tonneaux en bois, ce qui constituait I’hypothése de départ des archéologues au vu de

leur forme parfaitement circulaire.
3.2.2. Structures a Ste Elizabeth (Strasbourg)

Les sols analysés en provenance du site de Ste Elizabeth (Strasbourg) sont issus du
remplissage de la fosse 11 (premier colmatage de la fosse pour 1’échantillon SE2 et sommet
du comblement pour 1’échantillon SE3) et des alluvions situés au-dessus (échantillon SE4),
comme cela est illustré en Figure 3.2. Ces sols de colmatage et ces alluvions forment une
couche datée du Haut-Empire Romain (50-11°™ siécle ap. J.-C.). Aucune fonction n'a été
attribuée a la structure 11 par les archéologues, d’ou le recours aux analyses de géochimie

organique.
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FIG. 3.2 Coupe archéologique du site de fouille de Ste Elizabeth au niveau de la fosse 11. NGF:
« niveau général de la France » (photo et dessin : Richard Nilles, INRAP).

3.2.3. Structures de la Place du Chéateau (Strasbourg)

Les sols analysés en provenance du site de la Place du Chateau (Strasbourg) ont été
prélevés au sein de couches noires mises au jour a I’emplacement de 1’ancien chantier de
construction de la cathédrale actuelle érigée au cours du XII*™-XV*™ siécle de notre ére
(Figure 3.3). La coloration sombre visible au niveau de certaines couches archéologiques peut,
dans certains cas, témoigner de la nature d’un sol riche en matieére organique, ce qui a
notamment suscité notre intérét dans le cadre d’études de géochimie organique. L’une des
hypotheses émises par les archéologues concernait la possibilité de stabulation de bétail a cet

emplacement.

FiG. 3.3 Couches « noires » mises au jour lors des fouilles Place du Chéateau a Strasbourg (photos :
Nathalie Schneider, INRAP).
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3.2.4. Structure 4564 a Obernai

Parmi les trés nombreuses structures archéologiques que les fouilles de ’'INRAP ont
révelées a Obernai (cf. Chapitre 2), la structure 4564 utilisée au cours de 1’occupation de la
Gaule par les Romains (fin 11°™ — milieu 111°™ siécle ap. J.-C.) présente une stratigraphie
particuliere avec une superposition de niveaux bien visibles (Figure 3.4). Certaines couches
présentent la particularité de posséder une couleur sombre marquée alternant avec des niveaux
de couleur jaunatre/verdatre (couleurs plus particulierement marquées lorsque le sol est
détrempé). Deux hypothéses avaient été formulées par les archéologues quant a la fonction
passée de cette structure: il pouvait s'agir soit d’un lieu ayant servi au travail (rouissage) du

chanvre, soit d’anciennes latrines.

FIG. 3.4 Structure 4564 datée de la période romaine mise au jour a Obernai et localisation des
échantillons 4, 8 et 9 prélevés pour les analyses de géochimie organique (photo et dessin : Clément
Féliu, INRAP).

3.2.5. Station d’épuration contemporaine

Afin de procéder a une analyse comparative, un échantillon de boues d’une station
d’épuration contemporaine localisée a Truchtersheim, en Alsace, a été prélevé a partir duquel

deux prélévements ont été effectués (WTP1 et WTP2 pour « water treatment plan »).
3.3.  Résultats et discussion

3.3.1. Identification de biomarqueurs d'origine fécale

L’examen du contenu lipidique des échantillons de sols archéologiques par GC-MS a
donné lieu a I’identification de divers composeés linéaires tels que les n-acides, n-alcools et n-
alcanes auxquels s’ajoutent de nombreux dérives de stérols. Pour I’ensemble des extraits

lipidiques, quelle que soit leur provenance, la signature moléculaire propre aux dérives de
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type n-alkyles est typiqguement dominée par 1’alcool en Cyg, par les alcanes en Cyg et Cg; et par
une série d’acides en Coyq42628 (Figure 3.5), ce qui suggere une contribution significative de
végetaux dans la matiére organique du sol (van Bergen et al., 1997, Trendel et al., 2010).

Cos
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Coo Cog m/z 74 (n-acides)
C2o l L Cao
0 l | l l l L L Ao |
1007 Cos Czs
Cos m/z 61 (n-alcools)

Ca2 [
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FiG. 3.5 Fragmentogrammes de masse m/z 74, 61 et 57 montrant la distribution typique des n-acides,

n-alcools et n-alcanes obtenue pour les échantillons de sols anthropisés étudiés (exemple de
I’échantillon SE2).

Les stérols et stanols détectés au sein des échantillons archéologiques appartiennent a
la classe des stérols en Co; et Cy9 pour les composés majoritaires et en Cyg pour les
minoritaires. Les stéroides en Cy; et Cyg, tout particulierement, se répartissent selon trois
catégories : les A°-stérols comprenant le cholestérol (S4, Figure 3.6) et le sitostérol (S11), les
stanols présentant une stéréochimie 5a(H) (5a-stanols), tels que le 5a-cholestanol (S5) et le
5a-sitostanol (S12), et, enfin, ceux pour lesquels la stéréochimie de ’hydrogeéne en C-5 est de
type 5B (5B-stanols), ce qui inclut le coprostanol (S2) et 1’épicoprostanol (S3) ainsi que le 5B3-
sitostanol (S9) et 1’épi-5p-sitostanol (S10). L’identification des stanols s’est faite en fonction
de leur temps de rétention relatif en GC (Carrillo Hernandez, 2004, Schaeffer et al., 2013) et
au regard de leurs spectres de masse caractéristiques présentant notamment le fragment
spécifique a m/z 215, ce dernier étant lié a la fois a la perte de la fonction alcool acétylée en
C-3 et & la rupture au niveau du cycle D (Figure 3.7). Quant aux A°-stérols, la perte de

’acétate en C-3 donne lieu aux fragments de base & m/z 368, 382 et 396 respectivement pour
les dérivés en Cy7, Cog et Cog.
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E

O

HO HO" HO
cholestanone (S1) coprostanol (S2) épicoprostanol (S3) cholestérol (54)

Sa-cholestanol (S5) 5pB-campestanol (S6) campesteérol (S7) sitostanone (S8)

b

HO
5p-sitostanol (S59)

HO" HO HO

¢pi-5B-sitostanol (S10) sitostérol (S11) Sa-sitostanol (S12)

FiG. 3.6 Structures moléculaires des dérivés de stérols identifiés dans les échantillons archéologiques

de sols anthropisés et comprenant les A>-stérols, les 5a- et les 5-stanols (les spectres de masse du

coprostanol S2 et du cholestanol S5 sont présentés en Figure 3.7).
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FIG. 3.7 Spectres de masse (El, 70 eV) de I’acétate de coprostanol (S2) et de 5a-cholestanol (S5)
identifiés dans les échantillons archéologiques.
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Lorsqu’ils ne sont pas d’origine biosynthétique, les 5Sa-stanols S5 et S12 sont le
résultat de la dégradation en conditions anaérobies du cholestérol (S4) et du sitostérol (S11)
par les micro-organismes colonisant les sols et les sédiments (Figure 3.8.a; Gaskell et
Eglinton, 1975). En revanche, les 5B-stanols (S2, S3, S6, S9 et S10) sont formés par
hydrogénation des A°-stérols via un processus microbiologique impliquant les bactéries
entériques présentes a I’intérieur du tube digestif des animaux et des humains (Fig. 3.8.b;
Martin et al., 1973, Gérard, 2014). Par consequent, la présence de 5B-stanols au sein de
paléosols est habituellement associée a un depdt de matiere fécale (Bull et al., 1999a, Baeten
et al., 2012, Sistiaga et al., 2014a, 2014b) ou a I’épandage de fumier (Bull et al., 1999b, 2001).
L’ensemble des échantillons analysés contiennent ces stérols fécaux, mais seuls les
échantillons présentant une grande proportion de 5B-stanols ont fait I’objet d’une analyse plus
approfondie. Il s’agit des structures STh3, SE2, SE3, SE4, 3009, 3153 et 4564 pour lesquelles
la contribution en quantité tres élevée de dérivés de coprostanol implique un apport important

de matiére fécale.

(a) Processus de dégradation diagénétique (b) Transformation des stérols dans le tube digestif
sttémls X \ AS-stérols
“] pour R= @ |2]

HO' O

2]
(1]
0]
Sj;‘ﬂepg/\/
R l R
Sa-stanols
HO o CE?E% R = H, dérivés du cholestérol (Cy7)
R = Et, dérivés du sitostérol (Cyg)
K / Acides biliaires

FIG. 3.8 Mode de formation des stanols et des acides biliaires a partir des A’-stérols au sein de

5,

I’environnement (a) ou dans le tube digestif (b). Schéma modifié d’aprés les voies réactionnelles
décrites dans [1] Grimalt et al., 1990, [2] Gérard, 2014 et [3] Salen et al., 1975.
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F1G. 3.9 Fragmentogrammes de masse m/z 215+368+382+396 montrant la distribution des stérols et
stanols au sein des échantillons archéologiques (a-d) et dans le cas d’une station d’épuration

contemporaine (e). Les stérols sont analysés sous la forme d’acétates.
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La présence d’une pollution fécale au sein de ces structures archéologiques s’est vue
confirmée par la mesure du rapport [coprostanol + épicoprostanol]/[coprostanol +
épicoprostanol + 5a-cholestanol], désigné par le rapport A dans la suite de ce chapitre. Ce
rapport, formulé a ’origine par Grimalt et al. (1990) et adapté par la suite pour une
application en archéologie moléculaire (Bull et al., 1999b), a été déterminé pour chacun des
échantillons en tenant compte de l'aire des pics en GC-MS a partir du courant d’ion
caractéristique des stanols (m/z 215). A I’exception de 1’échantillon 3009, les valeurs obtenues
sont toutes égales ou supérieures & 0,7, ce qui correspond a la valeur au-dessus de laquelle une
contribution d’origine fécale est avérée (Tableau 3.2). Par ailleurs, la profonde similitude
entre le contenu en stérols et stanols des boues d’une station d’épuration contemporaine et

celui de nos échantillons archéologiques (Figure 3.9) semble également confirmer ce point.
3.3.2. Etude de la contribution végétale vs. animale

Au-dela de la simple mise en évidence de restes fécaux au sein d’une structure ou d’un
sol archéologique, de nombreuses études ont établi des criteres moléculaires quantitatifs afin
de tenter de caractériser le type d’alimentation en fonction de la distribution des stéroides
d'origine fécale (Bull et al., 2002). Parmi ces critéres, I’abondance relative des dérivés de
stérols permet tout particulierement de différencier un régime herbivore des régimes carnivore
et/ou omnivore. En effet, la distribution des stérols et stanols fécaux chez les ruminants, qui
consomment exclusivement des plantes riches en phytostérols (stérols en Cyg, principalement),
est largement dominée par la présence des 5B-stanols en Cyy. A I’inverse, les restes fécaux
provenant d’omnivores et de carnivores contiennent des teneurs plus élevées en homologues
en C,7 que sont le coprostanol et I'épicoprostanol (Leeming et al., 1996, Bull et al., 2002,
Derrien et al., 2011). Ainsi, le rapport [coprostanol+épicoprostanol]/[5p-sitostanol+épi-5p3-
sitostanol] (rapport B), refléte I’importance de la contribution des stérols d’origine animale
par rapport & ceux d’origine végétale en relation avec la nature de 1’alimentation. Il convient
de garder a I’esprit que tous les stanols en C,; ne sont pas nécessairement issus directement de
I’alimentation puisque qu’une part du cholestérol dégradé par les microorganismes enteriques
provient également du cholestérol formé de novo, notamment au sein du foie (cholestérol
biliaire ; Wilson et Rudel, 1994).

En ce qui concerne les échantillons de sols archéologiques, ce rapport est variable,
avec des valeurs comprises entre 0,7 et 6,0 (Rapport B, Tableau 3.2). Parmi ces résultats, nous

noterons qu’une valeur particulierement élevée (C,7/Cy9 = 5,1) a été obtenue dans le cas de la
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structure STh3 et, dans une moindre mesure, pour les structures 3153 et SE2 (respectivement
2,2 et 1,7), ce qui est tout a fait comparable aux valeurs obtenues dans le cas des boues issues
de la station d’épuration contemporaine (2,2 et 6,0). La différence importante des rapports
entre les deux échantillons issus d’une méme station peut s’expliquer par la trés forte

hétérogénéite des prélévements de boues d’épuration.

TABLEAU 3.2
Rapports basés sur 1’abondance relative des différents dérivés de stérols/stanols déterminés dans le cas
de la station d’épuration contemporaine (WTP1 et WTP2) ainsi que pour les paléosols archéologiques

(rapports déterminés a partir des aires des pics en GC-MS a partir du courant d’ion m/z 215).

WTP1 WTP2 SE2 SE3 SE4 STh3 3153 3009 4564.US8 4564.US9

Rapport A* 0,8 0,9 0,9 0,7 0,7 0,9 1,0 0,6 0,9 0,8
Rapport B 2,2 6,0 1,7 0,7 0,7 51 2,2 1,2 0,7 0,7
Rapport C° 2,0 5,9 1,8 0,7 0,6 5,3 2,0 1,2 0,7 0,6

# Rapport A: [coprostanol+épicoprostanol]/[coprostanol +épicoprostanol + 5a-cholestanol]; pollution
fécale attestée lorsque > 0,7 (Bull et al., 1999b) ° Rapport B: [coprostanol+épicoprostanol]/ [5p
sitostanol+épi-5B-sitostanol]; >1: origine humaine ou porcine; <1: ruminants (Bull et al., 2002);
Rapport C: coprostanol/5p-stigmastanol; > 1,5 : caractérise une pollution d’origine humaine ou
porcine (Evershed et Bethell, 1996).

La forte teneur en stéroides en C,; dans les échantillons STh3, 3153 et SE2 qui se
traduit ici par un rapport [coprostanol]/[5B-sitostanol] supérieur a 1,5 (rapport C, Tableau 3.2),
montre donc que ces structures, mises au jour dans un contexte urbain, sont a mettre en
relation avec un apport de matiere fécale provenant d'omnivores. Cet apport peut étre lié soit a
I’occupation humaine du site, soit a la présence d'animaux comme les porcs (Evershed et
Bethell, 1996). A I’inverse, la structure 4564, découverte a Obernai, Se caractérise par une
plus large proportion de phytostérols. Cela se traduit notamment par un rapport B inférieur a 1
et un rapport C inférieur a 1,5 (Tableau 3.2). De telles valeurs sont habituellement observées
dans le cas d’un apport essentiellement d'origine végétale, comme tel peut étre le cas avec les
ruminants. Au vu de ces resultats, trois hypotheses peuvent étre proposées afin d’expliquer

ces fortes teneurs en phytostérol et phytostanols :

(1) De la matiere fecale issue de ruminants a été entreposeée au sein de la structure afin
de constituer un fumier en vue de son épandage ultérieur sur un sol pour le
fertiliser.

(2) Le rejet de matiére fécale d’origine humaine dans le sol s’est accompagné de

I’incorporation de bactéries entériques qui continuent d’étre fonctionnelles dans les

103



Chapitre 3 : Analyse de sols anthropisés : le cas des latrines

conditions anoxiques et, de ce fait, a agir au sein des latrines en dégradant
notamment le sitostérol issu du couvert végétal du sol.

(3) Ces fortes teneurs en stéroides en C,g traduisent, au sein de 1’alimentation des
populations gallo-romaines d’Obernai, un apport conséquent de ressources
veégétales comprenant des céréales et/ou des légumes. Des proportions relativement
similaires entre les homologues en C,7 et en Cyg Ont d’ailleurs été observées chez
des chimpanzés (Sistiaga et al., 2015), un animal omnivore a dominante herbivore,

frugivore et granivore.

L’importance des stéroides en Cy9 dans 1’extrait lipidique de la structure 4564 peut, en
outre, étre le résultat de la combinaison de plusieurs des hypothéses citées ci-dessus. La
consommation de ressources vegétales se manifeste également a travers la prédominance de la
miliacine (T3), biomarqueur triterpénique spécifiqgue du millet commun (cf. Chapitre 2 ;
Jacob et al., 2008b, Bossard et al., 2013), au sein de I’extrait lipidique de 1’échantillon 4564 et,
dans une moindre mesure, dans 1’échantillon SE2 (Figure 3.10). Ainsi, la miliacine représente
pour ces échantillons, respectivement, 25 % et 14 % de I'ensemble des lipides apolaires
analysés en GC-MS, une telle proportion laissant envisager a priori une consommation
notable de millet en ce qui concerne le site de Ste Elizabeth (Moyen Age) et celui d’Obernai
(période Gallo-romaine). Par ailleurs, dans le cas du site d'Obernai, la datation au **C de la
miliacine (cf. § 2.3.3) indique que celle-ci est bien contemporaine a la structure archéologique.
La présence d’une fonction méthoxy en C-3 a été évoquée pour rendre compte de la résistance
particuliere de la miliacine face aux processus diagénétiques, par rapport aux autres
triterpenes fonctionnalisés en C-3 (Jacob et al., 2005). Cette fonction méthoxy pourrait peut-
étre également expliquer que ce triterpéne n’ait pas été totalement dégradé par le microbiote
intestinal lors de la phase de digestion. Ainsi donc, la résistance de cette molécule face aux
processus diagénétiques et aux transformations microbiennes lors de la digestion pourrait étre
a I’origine des quantités importantes de miliacine dans certains des paléosols examinés.
Contrairement a la miliacine, d’autres lipides de céréales ou d’especes de plantes ayant été
consommeées ont pu étre totalement dégradés ou ne possédent pas une spécificité suffisante
permettant de détailler d’avantage les régimes alimentaires dans le cadre d'études

moléculaires archéologiques.
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FiG. 3.10 Chromatogrammes en phase gazeuse des extraits lipidiques apolaires issus des sols de
comblement des structures (a) SE2, (b) 3153 et (c) 4564. (*) acides gras, (®) n-alcools, (A) n-

alcanes, (S) stérols, (T) triterpénes, (m) esters lourds et (.) glycosides de stérol. Les alcools sont
analysés sous la forme d’acétates et les acides sous la forme d’esters méthyliques. Les structures

moléculaires des stérols sont présentées en Figure 3.6 ; T3 : miliacine.
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A la différence des échantillons dont la composition lipidique est largement dominée
par les dérives de stérols, les échantillons 3009 et 3153 (et, dans une moindre mesure, les
échantillons STh1, STh2, STh4) présentent une proportion élevée d’alcools linéaires (Figure
3.10.b). La distribution de ces n-alcools se caractérise par la prédominance de 1’alcool en Cy
qui, dans le cas de sols, est souvent interprétée comme indiquant une contribution végeétale
provenant de graminées (van Bergen et al., 1997, Trendel et al., 2010). Dans le contexte des
échantillons 3009 et 3153, une quantité importante et plutét inhabituelle des homologues en
n-Cog et n-Csp a €té notée (Fig. 3.10.b), et il a été envisagé que cette contribution particuliére
puisse correspondre a un apport de paille, d'autant plus que les études archéologiques
suggerent que les structures étudiées pourraient correspondre a une aire dédiée a la stabulation.
11 pourrait s’agir, notamment, de paille de seigle (prédominance de 1’alcool en Cyg; Ji et Jetter,
2008) et de paille de blé dans laquelle 1’alcool en Cag est présent en quantité substantielle (del
Rio et al., 2013). L’identification d’esters lourds en C40-Cys avec une prédominance de 1’ester
en Cy4 (dont la partie acyle correspond a 1’acide en Cig au vu du fragment de base m/z 285 en
MS) est également compatible avec une contribution de paille de blé (del Rio et al., 2013).
Néanmoins, nombreux sont les céréales, fruits ou autres espéces végeétales qui contiennent des
esters lourds a longues chaines alkyles dont certains présentent une distribution similaire
dominée par le stéarate en Cy4 (Tulloch et Hoffman, 1973, Tulloch, 1975, Ji et Jetter, 2008).
L’ensemble de nos observations relatives aux structures 3153 et 3009, mises au jour Place du
Chateau, s’accorde donc avec I’idée qu’il ait pu y avoir un sol aménagé avec de la paille pour

les animaux, comme cela est le cas dans un espace dédié a la stabulation de bétail.

En plus de I'analyse « classique » des constituants lipidiques de la fraction apolaire des
extraits de nos échantillons, nous avons également procédé a I'étude des composés libérés par
traitement acide (méthanolyse, CH3;OH/HCI, 1,2 N) de la fraction polaire. Ce traitement, qui a
été réalisé sur les échantillons STh2, STh3, SE2, 3153 et 4564, a induit la libération de
nombreux acides biliaires en Cy4 (Figure 3.11), dont ceux dits « primaires », qui sont produits
par oxydation du cholestérol dans le foie et ceux dits « secondaires » qui dérivent des acides
primaires (Salen et al., 1975, Gérard, 2014). Parmi ceux-ci figurent 1’acide lithocholique
(AB1) et I’acide désoxycholique (AB3, AB3*), deux acides secondaires, ainsi que ’acide
chénodésoxycholique (AB5) et I’acide cholique (AB8), deux acides primaires, dont les
spectres de masses sont représentés en Figure 3.12. L’analyse des spectres de masse de
standards commerciaux de référence a permis de confirmer leur identification, et nous avons

également procédé a une co-injection par GC-MS de I’acide hyodésoxycholique (AB9).
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F1G. 3.11 Chromatogrammes en phase gazeuse montrant la distribution des lipides polaires libérés par
méthanolyse (CH;OH/HCI, 1,2N) de la fraction polaire des extraits des échantillons de paléosols (a-c)
et des lipides extraits de la station d’épuration (WTP2) (d). Pour les stérols et stanols (S) et les acides
biliaires (AB) présents, les fonctions alcools ont été analysées sous la forme d’acétates et les fonctions
acides sous la forme d’esters méthyliques. Les structures moléculaires des stérols sont présentées en
Figure 3.6. AB3*: acide désoxycholiqgue (AB3) incomplétement acétylé en position C-12,
probablement du fait de I’encombrement stérique.
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Dans chacun de nos échantillons, I’acide désoxycholique AB3 est largement
majoritaire, suivi de I’acide lithocholique AB1 (Figure 3.11). Des études precédemment
menées concernant les distributions relatives d’acides biliaires chez divers organismes vivants
ont notamment montré que 1’acide désoxycholique AB3 constituait 1’acide majoritaire des
excréments chez les bovidés et, dans une moindre mesure, chez les équides (Tyagi et al.,
2008). D’autre part, ce méme acide se retrouve en quantité trés importante dans les selles
humaines (Lin et al., 1978, Batta et al., 1999, Tadano et al., 2006) puisque les micro-
organismes présents dans I’intestin transforment les deux principaux acides primaires
synthétisés par I’lhomme, que sont 1’acide cholique AB8 et I’acide chénodésoxycholique AB5,
en acides lithocholique AB1 et désoxycholique AB3 (Bull et al., 2002, Gérard, 2014). Les
distributions en acides biliaires observées au sein des hydrolysats archéologiques sont
relativement analogues a celle observée dans 1’échantillon WPT2 de la station d’épuration
contemporaine dans lequel les acides biliaires se trouvent a I’état libre, sans hydrolyse
préalable. Par consequent, une source humaine semble privilégiée en accord avec I’empreinte
fécale de type omnivore observée dans les échantillons & partir de la distribution des 5p-

stanols.

Parmi I’ensemble des hydrolysats analysés, 1’échantillon 3153 se distingue des autres
dans la mesure ou 1’acide hyodésoxycholique (AB9) y a €té identifié en quantité notable
(Figure 3.11.b). Il s’agit d’un acide biliaire exclusivement produit par les suidés (Tyagi et al.,
2008), ce qui serait parfaitement en accord avec la possibilité que le lieu étudié corresponde a

un lieu de stabulation (voir ci-dessus).
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FiG. 3.12 Spectres de masse (El, 70 eV) des acides (a) lithocholique (AB1), (b) désoxycholique

(AB4), (c) chénodésoxycholique (AB5) et (d) cholique (AB8). Les fonctions alcools ont été analysées

sous la forme d’acétates et les fonctions acides sous la forme d’esters méthyliques.
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3.3.3. Etude de la composition isotopique en carbone des lipides fécaux

Puisque le millet commun semble avoir une place importante dans 1’alimentation des
populations ayant occupé le site d’Obernai et, de maniere moins marquée, celui de Ste
Elizabeth a Strasbourg, des analyses en isotopie du carbone ont été réalisées afin de tester si
cette source alimentaire peut étre détectée via la composition isotopique des lipides. En effet,
le millet, en tant que plante en C4, utilise un métabolisme biosynthétique particulier qui induit
un appauvrissement moindre de ses lipides en isotope lourd (**C) par rapport aux lipides
synthétisés par les plantes en C3 (O’Leary, 1988, Hobbie et Werner, 2004 ; voir aussi chapitre
1, § 1.3.1). Ceci se traduit, par exemple, par une valeur de 8**C de -21,5 %o mesurée pour la
miliacine dans les deux cas étudiés (échantillons SE2 et 4564, Tableau 3.3), alors que les
lipides de plantes en C3 ont des valeurs se situant entre -29 %o et -36 %o pour les composes
linéaires (cf. chapitre 2 et Tableau 3.3) et inférieures a -30 %o dans le cas des triterpénes
pentacycliques (Jacob et al., 2011, Gastaldo, 2014 : entre -29,9 %o et -35 %o).

Nos recherches se sont donc concentrées sur la composition isotopique des n-alcanes,
des n-alcools, de la miliacine ainsi que des stérols et des stanols en C,7 et Cy. Notons qu’en
raison de la nécessité de dériver les composés possédant une fonction alcool (BSTFA ; cf.
chapitre 7, § 7.1.3), un calcul a di é&tre opéré afin de corriger la valeur de *C obtenue, en
tenant compte de la composition isotopique des atomes de carbone ajoutés par dérivation
(Rieley, 1994). Les lipides pour lesquels les valeurs de 8*3C ont été mesurées sont originaires
des structures SE2 et 4564 dont I’empreinte moléculaire est supposée avoir été amplement
influencée par une alimentation variée, comprenant a la fois du millet (plante en C4) et des
plantes en C3 afin d’évaluer, dans le cas de ces autres lipides, quelle est la part relative liée a
la contribution issue de plantes en C4 et en C3. En paralléele, une étude analogue a été réalisée
dans le cas de la structure STh3, pour laquelle I'absence totale de miliacine semble indiquer
une alimentation sans apport de plantes en C4. En effet, au Haut Moyen Age, hormis le millet,
la contribution de plantes en C4 (mais, sorgho, ...) peut étre considéréee comme inexistante. A
titre de comparaison comme référentiel d'une alimentation mixte comprenant plantes en C3 et
en C4, nous avons également étudié les échantillons de la station d'épuration contemporaine,
l'alimentation « moderne » comprenant une part notable de plantes en C4 (malis,
essentiellement) ingéré soit directement dans I'alimentation humaine, soit via I'ingestion de

viande provenant d'animaux alimentés avec du mais.
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Originaire de la cire épicuticulaire des plantes, les n-alcanes et les n-alcools possédent
une composition isotopique reflétant le métabolisme de leur plante d’origine (C3 versus C4).
Dans le cas présent, les n-alcanes présentent des valeurs de 8*3C comprises entre -29,4 %o et -
36,2 %o (Tableau 3.3), avec un appauvrissement progressif en *3C lorsque le nombre de
carbone du composé augmente comme cela a été observé lors de précédentes études (Simpson
et al., 1998, Mendez-Millan et al., 2014). Des valeurs comparables, fortement appauvries en
3¢, ont été obtenues pour les n-alcanes contenus dans la cire épicuticulaire des plantes de
type C3 (Collister et al., 1994, Lockheart et al., 1997, Bi et al., 2005, Mendez-Millan et al.,
2014) ou dans le cas de sols se caractérisant par une couverture végétale composée de plantes
en C3 (Chikaraishi et Naraoka, 2006), ce qui montre que les n-alcanes contenus dans nos
échantillons sont principalement issus de plantes de ce type. Malheureusement, seuls les n-
alcools extraits des échantillons SE2 et 4564, tous deux caractérisés par un apport de plantes
en C4 (millet), ont pu faire 1’objet de mesures en isotopie du carbone, les trop faibles
concentrations d’alcools linéaires dans les échantillons STh3 et WTP2 ne permettant pas
d'accéder a ce type d'analyse. La composition isotopique en carbone des n-alcools identifiés
au sein des échantillons SE2 et 4564 montre une valeur maximale de -32,8 %o et une valeur
minimale de -35,5 %o (Tableau 3.3), ces valeurs étant comparables a celles mesurées pour des
alcools linéaires lors de I’étude d’un systéeme sol-plantes de type C3 (Chikaraishi et Naraoka,
2006). Comme pour les n-alcanes, un appauvrissement graduel en *3C avec la longueur de
chaine a été observé dans cette étude. Pourtant, avec une valeur de §°C de -32,8 %o, I’alcool
en Cs, contenu dans les anciennes latrines d’Obernai affiche la valeur la plus enrichie en B3¢
de la série des n-alcools. 1l se trouve que I’alcool en Cs, est, de maniére peu commune,
I’homologue prédominant dans les feuilles de millet (cf. § 2.3.2), bien que ces dernieres ne
fassent gueére partie de I’alimentation des occupants gallo-romains d’Obernai. Ce résultat
suggere donc une contribution végétale d’origine non fécale qui pourrait étre liée a un sol de
culture ayant piégeé et préservé le contenu lipidique de feuilles de millet s’étant répandues sur
le sol. Ainsi, il n’est pas impossible qu’une part des stéroides en C,g détectés au sein de la
structure 4564 provienne de la signature lipidique du sol comme cela a pu étre évoqué

précédemment (cf. § 3.3.2).

111



112

(8S) auourlsewbns-gg e] 99AR UOIN|F-09,
(uonoa1gp ap a1IWI| B] SNOS) JUILLIBIIZP UoU :'p°u

(0°z9 0'9¢- F0oP vve- (s‘o7) 8ze- (19 9'¢ce- (Z1S) 10uDISONSD &
(Todvze- (T1991¢- (1'0 9 8'62- «L0P TTe- (TIS) 049150018
(CalVES Rt (Lo Lige- (OB Fards 1P ¥LE- (018) joupisous-¢f c-1dp
(Todo'ge- (Tod Tee- (L'o9)8ze- (o 9'ce- (6S) 1ouvisons-g/¢
(L'19 66T (r'iasLe- (s‘1 9 8°62- (‘09 6'6z- (§$) jounisajoys-o ¢
(T19 sz (L0789t S19I1°LE- (‘19 T8z (#S) [042152]0YD
(CaVESR o (9’09 9°cz- o9 o'ct- GFoP¥ee- (£s) jounsordoondy
(09 ¥vz- 0P ThT- (s'09) g€t~ (0P T'€T- (zs) joumisoado) ST0I9)S
g S (9'oms1z- (F'od)s'1z- UV samdd)Ly
Pu Ppu (‘o9 8ze- PpU &o-u
PU PU (€°0 ) £'ve- Ppu %0-u
PU P (€09 1°s¢- (‘o 6're- o-u
(#09 Lise- pu (To9) 1°5¢- (€09 s'se- 9T-u
pU pUu (09 6°¢e- (CalVES RS 4 fTD-u
pu pu (+'07) gge- (9°0 %) T's¢- ZH-u S[00d1e-1
- (o9 #ve- (€09 1'p¢- (9°09) €'¢e- £0-u
= (Tod Lve- (09 £ve- (#'07) To¢- £9-u
= (T'od 9'¢e- (09 1°¢¢- (T'od T'ge- 60-u
- (CalVES R (Zo9oze- (‘o9 0°1¢- &o-u
= PU (80P 6 1¢- (oD ¥1¢g- $o-u
: pu LA (€09 v'6z- £0-u SOUEBI[EB-U
(Td1AY

Chapitre 3 : Analyse de sols anthropisés : le cas des latrines

(€ULS) sewoy L 1S (6SN°'+9SH1LS) 1RO (ZAS) Waqezd AS

uoneindy,p uone)s

‘souropowr uorremdd p sanoq sep 18 (SYlS) sewoyl 1S ‘(6SN'¥9SY) reusagO ‘(z3s) yregezi|3 a1S ap sanbibojogyose suojjiueyYIe Sap UIas ne
s)uasgad $|0J91s 3] 18 BUIdBI[IW B ‘(S|00J[e-U 13 SauBde-U) saliegul| spsodwod s3] Inod (GAdA 'SA % Ud ‘D,,Q) 8uogJed np anbidojosi uonisodwo)

€'¢nNvaiavlyp



Chapitre 3 : Analyse de sols anthropisés : le cas des latrines

—

=20 -

& SE2

~
)

2 #4564
~
U @ STh3
& -30

*WTP
7o)

Données de

la littérature

™
°

) —

FIG. 3.13 8"3C (%o vs. VPDB) des stérols et stanols identifiés au sein des dépdts archéologiques et des
échantillons de la station d'épuration. Les stérols en C,; sont représentés par les losanges pleins (#) et
les stérols en Cyg par les losanges vides (0). Quelques résultats de la littérature sont donnés a titre de
comparaison pour le sitostérol issu de plantes en C3 (-31,4 %o a -38,1 %o ; Chikaraishi et al., 2004b) et
pour le cholestérol extrait d’os d’animaux nourris exclusivement avec des plantes en C3 (-28,0 %o a -

28,4 %o ; Jim et al., 2004).

En ce qui concerne les stérols en C,7 et Cyg, les analyses de GC-c-IRMS ont révélé un
appauvrissement moins marqué en *3C pour ces derniers par rapport aux composés de type n-
alkyles (Tableau 3.3). La nature différente des intermédiaires réactionnels conduisant a la
formation, dans un cas, des isoprénoides dont les stérols, et dans I’autre, des composés
linéaires, est a I’origine, en partie, de cette différence de composition isotopique. En effet,
bien que ces deux familles de composes soient synthétisées a partir de 1’acetyl-CoA (cf. § 1.1),
I’isopentényl pyrophosphate, ou IPP, précurseur des stéroides, contient, par rapport aux
composés a chaine linéaire, proportionnellement moins d’atomes de carbone issus du groupe
carbonyle de I’acétyl-CoA (perte d’un carbone issu du carbonyle lors de I’étape de
décarboxylation conduisant, & partir du mévalonate, au squelette isoprénique), appauvri en *C
par rapport au méthyle (DeNiro et Epstein, 1977), d’ou un enrichissement relatif en **C pour
les stérols (Chikaraishi et al., 2004a). De surcroit, chacune des différentes étapes

biosynthétiques utilisées pour la formation des composés linéaires et des composés
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isoprénoides peuvent hypothétiqguement conduire a un fractionnement isotopique plus ou

moins significatif.

Nous avons également constaté que les stérols en C,; étaient nettement enrichis en *C
par rapport a leurs homologues en Cyg (Figure 3.13). En effet, alors que les phytostérols
présentent une composition isotopique variable entre -30 %o et -40 %o, les valeurs de 5"°C des
stérols en C,7 ne sont jamais inférieures a -30 %o. Afin de comprendre la raison de cet
enrichissement en *3C, nous avons, dans un premier temps, considéré les diverses sources

possibles de A°-stérols au sein d’un sol marqué par un apport de matiére fécale.

Concernant le sitostérol (S11), chaque individu qui se nourrit de plantes en assimile
dans son organisme et en rejette dans ses excréments. Toutefois, des lors que les échantillons
analysés proviennent d'un site archéologique comprenant a la fois une contribution de matiére
fécale et celle de plantes s'étant développées sur ce site au cours du temps, la composition
isotopique du sitostérol peut étre en partie influencée par une contribution de sitostérol
provenant directement des plantes. A cet égard, nous pouvons noter que la composition
isotopique de stérols présents dans un sol ou pousse de maniére prédominante une plante
donnée reflete effectivement la composition isotopique des stérols de la plante (Chikaraishi et
Naraoka, 2006). Une telle contribution est sans doute négligeable dans le cas de latrines
archéologiques en contexte urbain bien que ne puisse étre exclue une contribution issue, par
exemple, de déchets végétaux. Par ailleurs, dans le cas d’aires ayant servi a la stabulation de
bétail, des phytostérols peuvent également tirer leur origine de la paille. Les valeurs de §*3C
mesurées pour le sitostérol, se distribuant, dans notre cas, entre -29,8 %o et -32,4 %o, reflétent
donc a la fois la contribution provenant des plantes consommées et celles d’autres
contributions végétales (plantes qui se sont développées sur le sol étudié, paille, déchets
végétaux) qui se sont ajoutées aux matiéres fécales. Les valeurs de 8*3C que nous avons
déterminees pour le sitostérol sont tout a fait comparables a celles mesurées dans le cas de
sitostérol originaire de plantes en C3 (Figure 3.13 ; Chikaraishi et al., 2004b). Quoiqu’il en
soit, aucune influence liée a la présence de millet (plante en C4) n’a pu étre identifiée au
niveau des valeurs isotopiques déterminées pour le sitostérol, méme s’il est intéressant de
constater que le rapport “*C/*2C le plus élevé correspond au sol échantillonné dans la structure

4564 (Figure 3.13) ou 1’on observe une importante contribution de miliacine (Figure 3.10).

En comparant les valeurs de 8°C observées dans le cas du sitostérol avec celles

spécifiques aux stanols en C,g, Nous constatons que ces derniers sont appauvris en *C (-
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32,2 %o & -37,4 %o). Cette diminution du rapport *C/*?C peut s’expliquer, en partie, par un
fractionnement isotopique survenant lors des réactions d’hydrogénation des stérols en stanols,
qu’il s’agisse de réactions de réduction microbiennes (Wakeham, 1989) ou de réactions de
réduction biosynthétiques chez les plantes par exemple. En effet, les réactions chimiques ou
biochimiques conduisent généralement & un enrichissement relatif en **C des produits de
transformation par rapport au substrat dont ils dérivent et, de ce fait, a un enrichissement
relatif en **C du substrat résiduel (Schmidt et Gleixner, 1998).

Concernant le 5a-sitostanol (S12), ce dernier constitue un produit naturel présent dans
de nombreuses plantes. Ainsi, dans le cas des échantillons étudiés, le 5a-sitostanol peut
provenir aussi bien des plantes consommées que de déchets végéetaux divers et/ou de paille
(contexte urbain), et de plantes poussant sur le sol (contexte non urbain). Le Sa-sitostanol
dans I’environnement peut également résulter de la réduction ultérieure (diagénétique) du
sitostérol en milieu sédimentaire anoxique. En effet, dans le cas des latrines ou de sols de
zones de stabulation ou de préparation de fumier, nous pouvons envisager la possibilité que la
réduction des stérols en 5a-stanols puisse se produire lors du « compostage » en conditions
relativement anoxiques de matiéres fécales (Bull et al., 2001), méme s’il n’est pas question ici
de sédiments anoxiques mais de sols. Etant donné que le 5a-sitostanol présent dans les
échantillons étudiés correspond probablement a un mélange de produits biosynthétiques et de
produits de réduction microbienne du sitostérol, nous pouvons nous attendre a un tres léger
appauvrissement en *3C de ce 5a-sitostanol. Le 5p-sitostanol (S9) et 1’épi-5B-sitostanol
(S10) sont, quant a eux, issus exclusivement de la réduction par les bactéries entériques du
sitostérol provenant de 1’alimentation. Comme il s’agit de produits de réduction du sitostérol,
il n’est pas surprenant de constater un léger appauvrissement en *3C des 5B(H)-sitostanols par

rapport au sitostérol (Figure 3.13).

Selon le méme raisonnement que precédemment dans le cas du sitostérol, nous nous
sommes intéressés aux différentes origines du cholestérol (S4) dans les structures
archéologiques étudiées et aux facteurs qui influent sur sa composition isotopique en carbone.

Ces origines sont principalement au nombre de trois:

- (1) le cholestérol directement apporté par la consommation de nourriture d’origine
animale (ceufs, lait, viande).
- (2) le cholestérol biliaire excrété vers I’intestin (Wilson et Rudel, 1994). Cette

excrétion explique que 1’on trouve a la fois du cholestérol et des 5B-cholestanols en
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proportions importantes dans les matiéres fécales d’animaux trés majoritairement
végetariens (e.g., le gorille ; Sistiaga et al., 2015). Si ce cholestérol comprend, chez un
omnivore, une part issue de 1’alimentation et qui a été absorbée par 1’organisme, la
synthese de novo a partir de 1’acétyl-CoA y contribue a hauteur de 80 % (cholestérol
endogene ; Jim et al., 2003).

- (3) le cholestérol produit par les organismes eucaryotes (animaux principalement) qui
résident in situ au niveau des sols et qui, par conséquent, viennent « contaminer » le

pool des stérols de la matiére fécale.

Dans les échantillons de sols archéologiques étudiés (Ste Elisabeth, Obernai et St
Thomas), le cholestérol, avec des valeurs de &C comprises entre -26,8 %o et -28,2 %o
(Tableau 3.3), est manifestement plus enrichi en **C que le sitostérol. Ces valeurs semblent
coincider avec celles mesurées pour du cholestérol osseux chez des rats ou des cochons
nourris avec des plantes en C3 (= -28%o, Tableau 3.4 ; Stott et al., 1997, Jim et al., 2004). Des
valeurs de 5™3C plus élevées que celles mesurées pour du sitostérol provenant de plantes en
C3 (i.e., <-30 %o ; Chikaraishi et al., 2004b) peuvent s’expliquer par le fait que le cholestérol
présent dans un animal est, en bonne partie, synthétisé de novo (Jim et al., 2004), notamment
a partir de carbohydrates d’origine végétale, apportés par 1’alimentation, qui sont enrichis en
13C par rapport aux lipides. Les valeurs mesurées dans le cas des échantillons archéologiques
seraient donc compatibles avec celles attendues pour du cholestérol issu de la composante
d’origine animale du régime alimentaire provenant d’animaux nourris avec des végétaux en
C3. Elles seraient également compatibles avec celles attendues pour du cholestérol endogéne,
si la part végétale du régime alimentaire est principalement de type C3. Une alimentation
comprenant une composante importante issue de plantes en C4 semblerait donc exclue sur la
base de la composition isotopique du cholesterol, qu’il s’agisse de consommation directe de
plantes en C4 ou de produits provenant d’animaux nourris avec des plantes en C4. Par ailleurs,
nous ne pouvons exclure sur la base des valeurs de §"°C une contribution, certes limitée, de
cholestérol exogene provenant d’animaux (vers, insectes) qui se seraient développés au

niveau des structures archéologiques.

Dans le cas de la station d’épuration, une valeur pour le cholestérol de -25,3 %o, donc
légérement enrichie en *C par rapport aux valeurs mesurées dans le cas des échantillons
archeologiques, pourrait s’expliquer par une contribution importante a I’heure actuelle de

plantes en C4 (mais, notamment), a la fois dans I’alimentation des animaux et des humains. A
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cet égard, nous pouvons noter que cette valeur est tres proche de celles mesurées par Becchi et
al. (1994) pour du cholestérol dans des urines de sportifs (-24,5 %o & -25,3 %o, Tableau 3.4).

TABLEAU 3.4
Comparaison entre les (rares) données de la littérature relatives a la composition isotopique du

cholestérol chez les animaux et les humains et celles obtenues dans le cadre de notre étude.

Cholestérol Homme Rat Cochon En contexte sol

dans les urines [1] -24,5 & -25,3 %o

osseux (alimentation -28,0a-28,4 %0  env. -28 %o
en C3[2])

osseux (alimentation -15,74-16,4 %0  env. -15 %o
en C4[3])

dans le cadre de cette -25,3 & -28,2 %o

étude

[1] Becchi et al., 1994, [2] et [3] Stott et al., 1997, Jim et al., 2004

Alors que nous avons constaté un appauvrissement en *C des 5p(H)-sitostanols par
rapport au sitostérol, le coprostanol et 1’épicoprostanol présentent de maniére trés
surprenante des valeurs de §'*C systématiquement moins appauvries en *C que le cholestérol
dont ils dérivent, que ce soit dans le cas des échantillons archéologiques et de la station
d’épuration (Tableau 3.3). Ainsi, les 5B-stanols en Cy;, a la différence de ceux en Cyg, sont
donc enrichis en *3C par rapport & leur précurseur, si 1’on considére que la valeur de §3C du
cholestérol -ce dernier correspondant a un mélange de cholestérol issu de 1’alimentation et de
cholestérol endogene- est proche de -28%., comme cela a été discuté dans le paragraphe
précédent. 1l semblerait que cet enrichissement corresponde a un phénomene observé
systématiquement dans les échantillons archéologiques analysés et dans I’échantillon de

station d’épuration (Figure 3.13) mais que nous ne pouvons pas expliquer pour 1’instant.

Pour I’interprétation de nos données, une des difficultés majeures réside dans le fait
gue nous ne pouvons confronter nos résultats avec ceux de la littérature puisqu’aucune donnée
n’existe, & notre connaissance, concernant la détermination de la composition isotopique du
carbone des 5pB-stanols. Ainsi, alors que nous pensions pouvoir recueillir quelques
informations concernant les régimes alimentaires sur la base des rapports isotopiques des 5p-
stanols, il s’avére que les résultats obtenus nous permettent de ne tirer aucune conclusion a ce

sujet.
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3.4. Conclusion

L’objectif principal de cette étude, qui consistait a caractériser la fonction des

structures archéologiques, a été atteint. En effet, les études par GC-MS du contenu lipidique

des sols ayant comblé les structures archéologiques ont révélé la présence notamment de 53-

stanols et d’acides biliaires, ces derniers étant libérés par méthanolyse. Ces résultats suggerent

un apport consequent de matiére fécale au sein de ces structures. Ainsi,

A Obernai, la structure 4564, datée de I'époque romaine, a été utilisée en tant que
latrines au cours de la période romaine par des populations consommant une part

importante de ressources végétales, parmi lesquelles le millet commun.

Place du Chateau, a Strasbourg, la matiére organique contenue dans les sols se
caractérise par une contribution notable de matiére fécale ainsi que de matiere végétale.
L’abondance inhabituelle du n-alcool en Cjg laisse penser que de la paille a pu
recouvrir le sol et la présence de 1’acide hyodésoxycholique spécifique a une source
porcine semble confirmer 1’hypothése initiale des archéologues, a savoir que cet
emplacement, situé sur le chantier de la cathédrale de Strasbourg, a servi a la

stabulation d’animaux (de cochons en 1’occurrence).

La fosse 11, mise au jour sur le site archéologique de Ste Elizabeth (Strasbourg),

correspond a une zone de rejets fécaux d’origine humaine.

L’analyse des sols ayant comblé les structures circulaires Place St Thomas n’a pas
donné lieu a I’identification de marqueurs moléculaires de bois (chéne par exemple)
ayant pu attester de la présence de tonneaux (cf. I’hypothése des archéologues
présentée en 3.2.1). Néanmoins, nous pouvons affirmer que la fosse 1237 se
caractérise par une pollution fécale importante d’origine anthropique indiquant la

présence de latrines.

Les résultats des analyses isotopiques n’ont pas pu étre interprétés de maniere

compléte. Ainsi ar exemple, nous n’avons pu expliquer la signature isotopique
b 9

particuliérement enrichie en *3C observée pour les 5p-cholestanols. D’autre part, nous n’avons

pas pu, sur la base de la composition isotopique du carbone des lipides identifiés dans les

latrines (composés linéaires et stéroides fécaux), mettre en évidence une contribution de

végétaux en C4 (le millet) a I’alimentation de populations ayant utilisé ces latrines. Ces

118



Chapitre 3 : Analyse de sols anthropisés : le cas des latrines

observations préliminaires demandent a étre approfondies par de nouvelles mesures des
rapports *3C/**C du cholestérol et de ses dérivés afin de comprendre les raisons du fort

enrichissement en 3C observé dans les échantillons étudiés.

119






Chapitre 4 : Etude chimiotaxonomique d exsudats de
Styrax, Liquidambar et Myroxylon et implications en

archéologie






Chapitre 4 : Etude chimiotaxonomique d’exsudats de Styrax, Liquidambar et Myroxylon et
implications en archéologie

4.1. Introduction

Qu’est-ce qu’un baume ? Intéressons-nous, tout d’abord, a ce que dit le dictionnaire a ce

propos :

« Sécréetion végetale complexe, odorante, riche en esters benzoiques et
cinnamiques, produite par de nombreuses especes vegétales, souvent
d 'usage pharmaceutique » (Larousse®).

Dans le cadre de ce travail de these, nous nous tiendrons a cette définition, mais il faut
savoir que certains auteurs incluent, parmi les baumes, des résines terpéniques sans
composante de type phénylpropanoide, que sont le baume du Canada, la résine élémi, la
myrrhe et ’oliban (Langenheim, 2003). Les baumes, qui sont constitués de nombreux dérivés
de I’acide benzoique et/ou de I’acide cinnamique (Figure 4.1) -des composés volatils qui
conférent a ces substances une odeur plaisante, agréable et qui leur est propre-, sont alors
qualifiés de «vrais » baumes (Custddio et Veiga-Junior, 2012). Cette appellation désigne
principalement le matériel visqueux exsudé des espéces végétales de Styracaceae,
d’Hamamelidaceae et de Myroxylon (Langenheim, 2003, Hovaneissian et al., 2006), dont

nous rapportons le contenu lipidigue en premiére partie de ce chapitre.

O O O O
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esters ... d'acide benzoique d'acide cinnamique d'acide p-coumarique d'acide férulique
FIG. 4.1 Structure moléculaire des esters aromatiques caractéristiques des baumes.

Cette etude, qui vise a caractériser chimiquement certains de ces baumes, fait suite a
I’identification de nombreux esters benzoiques et cinnamiques au sein d’un enduit organique
appliqué a I’arriére d’un crane humain mis au jour a Nahal Hemar, un site archéologique
localisé en Israél (voir § 4.7 et annexe du chapitre 4). La présence de ces esters aromatiques
nous a alors conduit & considérer la possibilité de I’utilisation d’une résine de type « styrax »*
(résines de Styracaceae ou d’Hamamelidaceae) dont nous cherchions a préciser la source
botanique sur la base de critéres moléculaires. Les résultats sont présentés en deuxiéme partie

de ce chapitre. Or, lors de I’examen approfondi des données existantes de la littérature sur le

Lorsque nous parlerons du « styrax » en terme générique, sans distinction aucune entre les résines issues des
espéces Styrax et de Liquidambar, nous utiliserons les guillemets.
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sujet, il est apparu que I’essentiel des études moléculaires concernant les résines de « styrax »,
revues par Pauletti et al. (2006) et Custodio et Veiga-Junior (2012), font principalement état
de la présence de composés volatils et de faible poids moléculaire, parmi lesquels les esters
formés a partir des acides benzoique, cinnamique, p-coumarique et férulique (Figure 4.1) dans
le cas des résines de Styrax benzoin (Schroeder, 1968, Popravko et al., 1984, Pastorova et al.,
1997b, Modugno et al., 2006b), S. paralleloneurum (Pastorova et al., 1997b, Hovaneissian et
al., 2008), S. tonkinensis (Hovaneissian et al., 2008), Liquidambar styraciflua (Fernandez et
al., 2005) et L. orientalis (Hafizoglu et al., 1996, Pastorova et al., 1998, Fernandez et al.,
2005, Hovaneissian et al., 2008). En revanche, bien gque le potentiel chimiotaxonomique de
bon nombre de triterpénes ne soit plus a demontrer (cf. § 1.2, Peters et al., 2005), la
composition triterpénique des résines de «styrax » n’a été que rarement discutée en ces
termes et, de manicre quasi exclusive, n’a concerné que les exsudats de S. tonkinensis (Wang
et al., 2006a, Hovaneissian et al., 2008), S. japonica (Kwon et al., 2008) et L. orientalis
(Huneck, 1963).

Cette mauvaise connaissance des résines de « styrax » est a 1’origine, notamment, de
multiples confusions, tant botaniques que linguistiques et chimiques, entre les différentes
essences. Selon la disponibilité et les colts sur le marché de ces résines, celles-ci ont pu étre
remplacées, en parfumerie notamment, par des résines aromatiques aux caractéristiques
odorantes trés similaires. Langenheim (2003) précise, a ce propos, que puisqu’il fut un temps
ou il n’¢était plus possible de se procurer de la résine de styrax en provenance d’Asie, celle-ci
fut alors remplacée par la résine de L. orientalis, accentuant d’autant plus ’amalgame qui
existe entre les résines de styrax et de storax. En effet, alors qu’il est normalement d’usage de
désigner par le terme « styrax » les résines extraites d’arbres appartenant au genre Styrax et
par «storax » les résines issues des plantes du genre Liquidambar, cette distinction
linguistique n’a pas toujours été respectée et le terme de « Sstyrax » a pu étre affecté, dans
certains cas, a 1’une ou I’autre des résines. Compte tenu de la rareté de certaines de ces résines,
il a également été nécessaire, dés les temps anciens, de trouver des substituts a celles-ci, ce
qui a naturellement favorisé 1’¢laboration de produits d’imitation, plus ou moins aboutis,

comme en témoigne Pline 1’ Ancien a travers ses écrits datés du 1 siécle de notre ére.
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« De quelque pays qu'il provienne, on préfére celui qui est roux, tenace et
onctueux ; celui qui est furfuracé et couvert d'une moisissure blanche est
plus mauvais. On le falsifie avec de la résine de cedre ou de la gomme;
d'autres fois, avec du miel ou des amandes améres; tout cela se reconnait au
godt. Le meilleur se vend 8 deniers. Il vient aussi en Pamphylie, mais il est
plus acre et moins juteux. » (Pline 1’ Ancien, Histoire naturelle, livre XII)
Cette adultération des résines de « styrax » perdure encore de nos jours puisqu’il est
tres fréquent de trouver des produits vendus sur le marché sous le nom de « benzoin » ou de
« styrax », mais qui sont en réalité des mélanges altérés comprenant, entre autre, de la

colophane ou du dammar (Langenheim, 2003).

Dans le but de clarifier ces différents aspects, il apparait donc que des recherches plus
approfondies sont requises afin d’établir de nouveaux criteres (chimio)taxonomiques en vue
d’une authentification certaine des résines de styrax et de storax, notamment pour des
applications en archéologie, mais aussi, plus largement, pour la reconnaissance future de
résines dites de « styrax » dans le cadre de la répression des fraudes. C’est ainsi que nous nous
sommes intéressés au contenu lipidique de différentes résines de styrax et de storax (ou
liqguidambar) parmi lesquelles la résine de S. officinalis dont nous présentons, dans ce
manuscrit, la premiere étude moléculaire. Afin d’étre le plus exhaustif possible, nous nous
sommes également intéressés aux baumes de Tolu et du Pérou qui contiennent des esters
benzoiques et cinnamiques afin de voir, notamment, s’ils peuvent étre distingués des résines
de styrax et de storax sur une base moléculaire. Enfin, ce travail de caractérisation
moléculaire de baumes sera immédiatement mis en application a travers 1’étude de la résille
organique placée a I’arriére d’un crane décoré mis au jour sur le site archéologique de Nahal

Hemar (Israél) afin de valider le caractére chimiotaxonomique de certains composeés identifiés.
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4.2. Présentation des échantillons de résines actuelles

Comme I’ont confirmé nos analyses préliminaires opérées sur de multiples résines
commerciales (« Storax de Turquie », « Baume de Tolu »...), nombreux sont les produits
vendus dans le commerce qui se trouvent étre adultérés. Dans un souci de pertinence, nous
avons donc cherché a nous procurer, dans la mesure du possible, des résines certifiées (S.
officinalis notamment), mais cela n’a pas toujours été possible au vu de la rareté de certains
produits (particulierement de Myroxylon). Nous avons eu, malgré tout, 1’opportunité
d’examiner divers échantillons issus des 3 genres de végétaux: Styrax sp., Liquidambar sp. et

Myroxylon sp. gréace a la généreuse contribution de plusieurs intervenants (Tableau 4.1).

Concernant 1’arbuste de Styrax officinalis, dont la résine est extrémement rare, nous
avons eu la possibilité de collecter personnellement des échantillons de feuilles, d’écorce et de
fruits d’un arbuste du Jardin Botanique de Strasbourg. En revanche, ce dernier se développant
sous un climat peu propice a la production de résine, il n’a donc pas été possible d’en prélever.
Cherchant alors a acquérir la substance résineuse de spécimens natifs du pourtour
méditerranéen, nous avons finalement pu obtenir un exsudat fraichement collecté sur un arbre
localisé & Yodfat, au Nord de I’Israél (résine 2984) ainsi qu’une résine collectée au Jardin des
plantes de Montpellier (résine 3020). Afin de compléter cette collection de résines de styrax,
un échantillon de résine de S. paralleloneurum (résine 2984) et de résine de S. tonkinensis
(résine 2986) nous ont été gracieusement offerts par Mme Elisabeth Dodinet".

Les résines de liquidambar sont, quant a elles, couramment utilisées en parfumerie et
nous avons pu ainsi nous procurer des resines de L. orientalis et L. styraciflua de la société

ROBERTET par I’'intermédiaire de parfumeurs.

Enfin, pour étudier la composition chimique des résines de Myroxylon, nous n’avons
pas été en mesure d’obtenir des résines contemporaines certifiées. Nous avons cependant pu
recevoir, de la part du Jardin Botanique de Meise (en Belgique), des eéchantillons de feuilles et
de branches pour les deux variétés les plus connues: M. balsamum var. balsamum et M.
balsamum var. pereirae. Quant aux résines, le Muséum National d’Histoire Naturelle

(MNHN, Paris) a également mis a notre disposition trois résines historiques de sa collection.

! Laboratoire Archéologie TRACES —UMR 5608 de I’Université de Toulouse II.
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TABLEAU 4.1

Echantillons et provenance du matériel végétal étudié.

Espéce N° échantillon Eléments de la Provenance
végétale plante

Styracaceae (famille), Styrax sp. (genre)

S. officinalis 2982 résine (+ écorce) Yodfat, Israél*

3020 résine Jardin des plantes de Montpellier®
fruits Jardin botanique de Strasbourg®
feuilles
écorce

S. parallelon 2984 résine Sumatra (Indonésie) *
S. tonkinensis 2986 résine Résine achetée en Syrie*

Hamamelidaceae (famille), Liquidambar sp. (genre)

L. orientalis - gomme Gomme de Turquie, Société ROBERTET °

L. styraciflua - résine Société ROBERTET®

Fabaceae (famille), Myroxylon sp. (genre)

M. balsamum MNHN-Tolu- résine (historique) = Muséum National d’Histoire Naturelle

var. 14 (MNHN), Paris®

balsamum MNHN-Tolu  résine (historique) ~ MNHN, Paris®
19373049-F feuilles Jardin botanique de Meise (Belgique) -
19373049-B branches source ; Jardin colonial Laeken, Bruxelles

(Belgique)’

M. balsamum MNHN-Pérou résine (historique) ~ MNHN, Paris®

var. pereirae 19546864-F feuilles Jardin botanique de Meise (Belgique) —
19546864-B branches source : Institut National pour [I’Etude

Agronomique du Congo Belge, République
Démocratique du Congo’

'Résine fournie par le Dr. Arie Nissenbaum du Weizmann Institute of Science, Rehovot, Israél et transmise par le
Dr. Jacques Connan.

“Résine prélevée par le Dr. Vincent Girard, UMR 5059, Université de Montpellier et transmise par le Dr. Jacques
Connan.

*Eléments de S. officinalis offerts par Mr. Frédéric Tournay (Jardin Botanique de Strasbourg).

*Résines regues de la part de Mme Elizabeth Dodinet (laboratoire Archéologie TRACES ~UMR 5608 de
I’Université de Toulouse I1.) par I’intermédiaire du Dr. Jacques Connan.

*Résines obtenues par I’intermédiaire du Pr. Annelise Lobstein (Faculté de Pharmacie, Strasbourg) et du Dr.
Frédéric Bonté (LVMH Recherche).

®Résines historiques mises a disposition par Mme Christine Maulay-Bailly et Mme Séverine Amand
(Chimiothéque du MNHN, Paris).

"Don du Jardin Botanique de Meise par I’intermédiaire du Dr. Marc Reynders et Mr. Frank Van Caekenberghe.
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4.3. Matériel résineux et parties aériennes issus de Styracaceae

4.3.1. Ce que dit la littérature a propos des Styracaceae

Bien que la classification et I’organisation phylogénétique des Styracaceae puissent
étre variables selon les sources documentaires étudiées, nous considérerons que cette famille
de végétaux compte 11 genres sous-divisés en pres de 160 espéces, dont le genre Styrax
comptant 130 especes (Figure 4.2 ; Fritsch et al., 2001, Pauletti et al., 2006).

Rehderodendron Hu (5)

Halesia J. Ellis ex L. (3)

Pterostyrax Siebold & Zucc. (4)

Parastyrax W. W. Sm. (2)
L Melliodendron Hand.-Mazz. (1)

—— Sinojackia Hu (5) .

¥ Principales espéces de Styrax L. :

. - S. agrestis (Lour.) G. Don

= Changiostyrax C.T. Chen (1) ," -8 aﬁwrical(ms La?n‘

e - S. benzoides Craib.

- 8. benzoin Dyrand.

- S. grandifolius Aiton

- S. japonicus Siebold & Zucc.

G - S. officinalis L.

v - S. officinalis var. californicus (Torr.) Rehder
% - S. ovatus (Ruiz & Pav.) A.D.C.

Styrax L. (~130)

STYRACACEAE

Huodendron Rehder (4‘)‘\

—— Bruinsmia Boer. & Koord. (2)

.
.

.
.

: - S. pearcei Perkins var. bolivianus Perkins

- 8. platanifolius Engelm.

- 8. portoricensis Krug & Urb.

- S. redivivus (Torr.) L.C. Wheeler

s | - S. tonkinensis (Pierre) Craib ex Hartwich

—— Alniphyllum Matsum. (3)

FIG. 4.2 Classification de la famille des Styracaceae proposée par Fritsch et al. (2001) sur la base de

criteres morphologiques. Entre parenthése : nombre d’espéces répertoriées pour chaque genre.

Seules les plantes du genre Styrax produisent la résine du méme nom qui est récoltée
par gemmage, autrement dit, une fois que le tronc de I’arbre a été incisé au moyen d’un outil
tranchant (Pauletti et al., 2006). Ces plantes, qui se développent sous des climats tempérés et
chauds, voire tropicaux (Figure 4.3), se retrouvent aussi bien sur le pourtour du bassin
méditerranéen (S. officinalis) que sur le continent américain (S. californicus, S. ovatus et S.

pearcei notamment) ou sur le continent asiatique -parmi lesquelles S. tonkinensis (Laos,
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Thailande, Vietnam), S. paralleloneurum et S. benzoin (Malaisie, iles de Sumatra, Java et

Bornéo, Fritsch et al., 2001, Hovaneissian et al., 2006).

L. formosana.-
/L. acalycina ~

Styracaceae [ )ﬁ
“~— Hamamelidaceae /

o

FiG. 4.3 Répartition géographique des principales espéces de Styracaceae et d’Hamamelidaceae

(d’apres Sales et Hedge, 1996 et Hovaneissian et al., 2006).

Les résines, produites essentiellement par les espéces asiatiques, figurent parmi les
principales résines de styrax vendues actuellement dans le commerce, pour des utilisations en
parfumerie, cosmétique ou a des fins médicales. Elles se retrouvent alors sous différentes
appellations dont celle de « benjoin » ou « benzoin », termes que 1’on retrouve dans « benjoin
de Siam » ou « benjoin du Laos » qui servent a désigner la résine issue de S. tonkinensis et
dans «benjoin de Sumatra » qui se réfere aux résines de S. benzoin et S. paralleloneurum

(Hovaneissian et al., 2006).

En revanche, la résine de S. officinalis est une substance tres rare, certains botanistes
allant méme jusqu’a douter de son existence (Langenheim, 2003). Cette idee tient au fait que
I’aliboufier (Figure 4.4), nom commun donné¢ a I’arbuste de S. officinalis, ne produit
généralement pas de résine ni spontanément, ni en réponse a une blessure naturelle ou

volontairement occasionnée sur I’arbre. Néanmoins, il semblerait que la production de résine
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soit possible sous certaines conditions climatiques et environnementales particuliéres liées, de
ce fait, a la localisation géographique de la plante. Dés I’ Antiquité, ce phénomeéne avait été
observé, obligeant alors les grecs a importer cette gomme-résine tant désirée de Phénicie
(Amigues, 2007). L’aliboufier originaire du Proche-Orient (Liban, Palestine, Israél) et du
pourtour mediterranéen (Chypres, Rhodes, Crete, Gréce, Italie, Sud de la France) est, en effet,
plutdt adapté aux climats chauds et, bien qu’il puisse se développer sous des climats plus
froids -comme l'atteste, par exemple, sa présence au Jardin Botanique de Strasbourg- 1’arbre
ne produit pas de résine dans ces conditions peu favorables. Par ailleurs, méme lorsque les
conditions favorables sont rassemblées, la sécrétion de résine prend du temps et il faut s’armer
de patience avant de pouvoir récolter suffisamment de résine en vue d’une quelconque
exploitation, comme nous avons pu le constater suite a nos demandes de résines en Israél et
dans le Sud de la France (Montpellier). Des lors que I’arbuste produit ce matériel résineux si
précieux, celui-ci présente une consistance initialement visqueuse, puis durcit avec le temps,
conduisant a I’obtention d’un styrax solide qui ne doit pas étre confondu avec le storax liquide

issu de L. orientalis (voir ci-dessous ; Hovaneissian et al., 2006, Amigues, 2007).

A B.

-~

FIG. 4.4 Planche de dessin (A) et photo (B) de I’aliboufier, nom commun donné a la plante de S.

officinalis (source des images : A. www.plantillustrations.org, extrait de Vietz, 1804 ; B. Wikipédia).

D’un point de vue moléculaire, nous distinguerons le matériel résinique des autres
compartiments de la plante (feuilles, fruits, bois....) puisque ces derniers peuvent étre trés
difféerents de la résine, certains ayant observé, a ce propos, I’absence totale d’odeur

aromatique dans les parties aériennes de la plante (Amigues, 2007). De plus, alors que nous
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avons recensé de nombreuses études faisant état de la composition chimique des résines de S.
benzoin, S. tonkinensis et S. paralleloneurum (revues par Pauletti et al., 2006), aucune étude,
a notre connaissance, ne mentionne la composition chimique de la résine de S. officinalis.
Pour ce cas particulier, nous développerons donc ce qui, dans la littérature, est rapporté au

sujet de la composition chimique des différents organes de la plante.

Les résines de styrax sont principalement constituées d’acides cinnamique et
benzoique et de leurs esters respectifs, dont les teneurs peuvent étre variables selon la qualité
de la résine. En effet, Pastorova et ses collaborateurs (1997b) ont observé une quantité plus
¢levée d’acides benzoique (P1, cf. appendice) et cinnamique (P2) a I’état libre lorsqu’il
s’agissait de résines de médiocre qualité et ont donc suggéré que la présence de leurs esters
respectifs constituait un gage de qualité pour la résine. De plus, selon la méthode analytique
mise en ceuvre pour I’extraction du matériel organique de la résine ou pour la détection
moléculaire de ses constituants chimiques, des différences significatives entre celles-ci
peuvent également étre constatées (analyses adaptées aux composeés volatils vs. aux composés
moins volatils). Du fait de cette variabilité notable, nous avons pris le parti de ne pas nous
attarder, dans la description des résines présentée ci-dessous, sur les pourcentages relatifs des

différents composés moléculaires donnés dans la littérature.
= S. tonkinensis (ou benzoin/benjoin de Siam)

Cette résine contient majoritairement des dérivés formés a partir de 1’acide benzoique
(P1), a la différence du benzoin de Sumatra (voir ci-dessous ; Langenheim, 2003). La résine
de S. tonkinensis compte parmi ses constituants 1’acide benzoique sous sa forme libre, le
benzaldehyde (P3), le coniféraldéhyde (P4), la vanilline (P5) -ou l'isovanilline (P6) selon
Hovaneissian et al. (2008)-, I’acide vanillique (P7), 1’alcool coniférylique (désigné également
par le terme de lubanol, P8), le benzoate de benzyle (P9), le benzoate de p-coumaryle (P10) et
le benzoate de coniféryle (P11 ; Fernandez et al., 2003, Wang et al., 2006b, Hovaneissian et
al., 2008, Burger et al., 2016). Ce dernier est, de par son abondance, considéré comme le
marqueur chimiotaxonomique de 1’espece (Hovaneissian et al., 2008). D’autres travaux,
relatifs & la résine de S. tonkinensis, ont conduit a I’isolement et a la caractérisation par RMN
de composés aromatiques parmi lesquels le benzoate de trans-(tétrahydro-2-(4-hydroxy-3-
méthoxyphényl)-5-oxofuran-3-yl)-méthyle  (P12), le benzoate de 3-(4-hydroxy-3-
méthoxyphényl)-2-oxopropyle (P13) et le 4-((E)-3-éthoxyprop-1-ényl)-2-méthoxyphénol

(P14), caractériseés par Wang et al. (2006b), auxquels s’ajoutent des dérives d’alcool
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coniférylique présentant un ou deux groupements de type benzoate (composés P15 a P18 ;
Burger et al., 2016). La résine de S. tonkinensis se caractérise également par la présence de
triterpénoides (produits minoritaires) que sont [I’acide oléanolique (T13), I’acide
siarésinolique (T14), I’acide sumarésinolique (T15), les acides 3-oxo-siarésinolique (T16) et
3-oxo-sumaresinolique (T17), le 6B-hydroxy-3-0xo-11a,12a-époxyoléan-28,13B-olide (T18),
le 3B,6B-dihydroxy-11a,120-époxyoléan-28,13B3-olide (T19), 1’acide 3p,6B-dihydroxy-11-
oxo-oléan-12-en-28-oique (T20) et le 3p-hydroxy-12-oxo-13Ha-oléan-28,19B3-olide (T21;
Wang et al., 2006a). Certains articles mentionnent, en outre, la présence du benzoate de
cinnamyle (P19) et du cinnamate de cinnamyle (P20). Cependant, a la lecture des articles
cités pour reférence dont, notamment, les travaux de Schroeder (1968), nous n’avons pu
confirmer ces propos. Il convient de noter, par ailleurs, que Schroeder (1968) associe le terme
« benzoin de Siam» a I’espéce Styrax benzoin, ce qui constitue la source d'une des

nombreuses erreurs de terminologie parues dans la littérature.
= S. benzoin et S. paralleloneurum (ou benzoins/benjoins de Sumatra).

Les teneurs relatives des différents constituants mises a part, le cortége moléculaire
des résines issues de ces deux especes botaniques est relativement similaire. Ces résines
possedent principalement des dérivés de 1’acide cinnamique, a 1’inverse du benzoin du Siam
(voir ci-dessus; Langenheim, 2003), parmi lesquels nous pouvons nommer [’acide
cinnamique lui-méme (P2), le cinnamate de cinnamyle (ou styracine, P20), le cinnamate de
benzyle (P21), le cinnamate de p-coumaryle (P22) et le cinnamate de coniféryle (P23 ;
Pastorova et al., 1997b, Fernandez et al., 2003, Hovaneissian et al., 2008). De nombreux
dérivés de I’acide benzoique sont également présents au sein de ces deux resines : I’acide
benzoique (P1l), le benzoate de p-coumaryle (P10) et le benzoate de coniféryle (P11;
Popravko et al., 1984, Pastorova et al., 1997b). La vanilline (P5), le styréne (P24) et le
pinorésinol (L1) sont, de méme, des composés que 1’on trouve a la fois dans la résine de S.
benzoin et dans la résine de S. paralleloneurum (Popravko et al., 1984, Pastorova et al., 1997b,
Hovaneissian et al., 2008). A la différence de la résine de S. paralleloneurum, certains auteurs
rapportent, de plus, la présence du benzoate de benzyle (P9), du benzoate de cinnamyle (P19),
du cinnamaldéhyde (P25) et du benzaldéhyde (P3) au sein de la résine de S. benzoin
(Popravko et al., 1984, Fernandez et al., 2003). Du coté des triterpénes, il semblerait que les
acides siarésinolique (T14) et sumarésinolique (T15) soient également présents (Pauletti et al.,

2006, Custodio et Veiga-Junior, 2012). Malgré cette forte ressemblance entre les résines, un
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critere moléculaire a pu étre établi afin de les différencier. Cette distinction se fonde sur
I’abondance relative des dérivés de cinnamates, et en particulier du cinnamate de p-coumaryle
(P22), qui représentent, dans le cas de la résine de S. paralleloneurum, des constituants
majeurs de la résine (Pastorova et al., 1997b).

= S, officinalis.

Avant I’étude présente, a défaut de pouvoir acquerir de la résine de S. officinalis, les
travaux publiés sur S. officinalis se sont concentrées uniquement sur I’analyse des parties
aériennes de la plante (feuilles, tiges, fleurs) et ont révélé la présence, entre autres, de lignanes
dont la styraxine (L2, Ulubelen et al., 1978), de benzofuranes tels que 1’égonol (B1) et
I’homoégonol (B2 ; Akgul et Anil, 2003), de saponines de triterpénes (Yayla et al., 2002), de
flavonoides et d’acides phénoliques (Proestos et al., 2006), d’acides gras linéaires (Vardar et
Oflas, 1973) ou encore de molécules de faible poids moléculaire et hautement volatiles

(mono- et sesquiterpénes, composés aromatiques ; Tayoub et al., 2006a, 2006b).

D’autres especes de Styracaceae ont fait I’objet de quelques études comme S. japonica
pour 1’écorce (Kwon et al., 2008) ou S. camporum pour les feuilles (Pauletti et al., 2002),
dans lesquels quelques triterpénes appartenant aux famille de 1’oléanane et/ou de 1’ursane,
comme I’acide oléanolique (T13) et I’érythrodiol (T22) (parfois sous leur forme d’acétate
naturel en C-3) et I’acide maslinique (T23), ont été isolés, en quantité suffisante pour qu’en
soit déterminée la structure par RMN. Enfin, des lignanes, comme 1’égonol (Bl) et
I’homoégonol (B2), ont été identifiés au sein des parties aériennes de S. ferrugineus, S.
camporum et S. pohlii (Pauletti et al., 2000, Moraes et al., 2012).

4.3.2. Ce que nous apprend notre étude moléculaire sur les exsudats de Styracaceae

a. Les dérivés phénylpropanoides

Les résines exsudées de Styracaceae se caractérisent, tout particuliérement, par
I’omniprésence et 1’abondance des dérivés d’acides cinnamique et benzoique, qui sont, entre
autres, responsables de la plaisante odeur aromatique libérée naturellement par les résines ou
suite a leur combustion par fumigation. La détection de ces cinnamates et benzoates par MS
s’appuie principalement sur 1’identification du fragment de base résultant de la rupture de la
liaison ester (Figure 4.5), a savoir le fragment m/z 105 ou 131, selon que 1’on est en présence
d’un dérivé d’acide benzoique ou d’un derive d’acide cinnamique. Ces fragments mis a part,

trés peu d’informations structurales, comme la masse moléculaire (M en EI) ou la nature de
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la contrepartie, sont fournies par 1’intermédiaire de fragments additionnels, hormis quelques
exceptions comme le cinnamate de cinnamyle (P20), ce qui rend particulierement difficile

I’¢élucidation de la contrepartie, de type alcool, liée par le groupement ester.

1001 131
cinnamate de cinnamyle (P20)
—~801 i
-~
'-.% 60 m/z 131
[1+]
© 115
% 40 103 117
S 77
2 91 219
<204
M+
L ‘ ‘ 264
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FIG. 4.5 Spectre de masse du cinnamate de cinnamyle P20 (El, 70 eV).

Dans le but d’élucider un certain nombre de structures chimiques, nous avons par la
suite procédé a des analyses de MS en utilisant les modes Cl ou FI. Cependant, 1’analyse en
mode ClI (isobutane ou ammoniac) ou FI n’a pas nécessairement entrainé 1’ionisation des
composés ciblés, ce qui aurait pu permettre d’obtenir des informations quant aux masses
moléculaires respectives de ces derniers. C’est la raison pour laquelle la structure moléculaire
de nombreux composés n’a pu étre établie. Néanmoins, un certain nombre de dérivés d’acides
cinnamique et benzoique de faible poids moléculaire (masse moléculaire inférieure a 400 Da)
ont pu étre identifiés au sein des résines de Styracaceae, par comparaison avec les données
MS de la littérature (Modugno et al., 2006b, Hovaneissian et al., 2008), et dont les structures

moléculaires sont représentées en appendice.

L’analyse par GC-MS de la fraction apolaire des deux résines de S. officinalis (2982 et
3020) ainsi que des résines de S. paralleloneurum (2984) et de S. tonkinensis (2986) nous a
permis de constater de multiples differences significatives parmi les distributions en esters
d’acides cinnamique et benzoique. Nous avons ainsi recensé une majorité de dérivés d’acide
cinnamique dans les exsudats de S. officinalis (Figures 4.6 et 4.7) ainsi qu’au sein de la résine
de S. paralleloneurum (Figure 4.8), alors qu’a I’inverse, les dérivés de 1’acide benzoique

prédominent dans la résine de S. tonkinensis (Figure 4.9).
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FIG. 4.6 Chromatogramme en phase gazeuse de 1’extrait lipidique apolaire obtenu a partir du matériel
résinique de S. officinalis (3020). Les composés comportant des fonctions acides et alcools sont analysés
respectivement sous forme d’esters méthyliques et d’acétates. Les structures moléculaires sont représentées
en appendice. Les cinnamates, caractérisés par un fragment de base a m/z 131 et dont la structure
moléculaire n’a pu étre déterminée, sont désignés par des losanges pleins (programme de température B).
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FIG. 4.7 Chromatogramme en phase gazeuse de I’extrait lipidique apolaire obtenu a partir de 1’échantillon
d’écorce et de résine prélevé sur un arbre israélien de S. officinalis (2982). Les composés comportant des
fonctions acides et alcools sont analysés respectivement sous forme d’esters méthyliques et d’acétates. Les
structures moléculaires sont représentées en appendice. Les cinnamates, caractérisés par un fragment de
base @ m/z 131 et dont la structure moléculaire n’a pu étre déterminée sont désignés par des losanges pleins
(programme de température B).
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FiG. 4.8 Chromatogramme en phase gazeuse de 1’extrait lipidique apolaire obtenu a partir de la résine de S.
paralleloneurum (2984). Les composés comportant des fonctions acides et alcools sont analysés
respectivement sous forme d’esters méthyliques et d’acétates. Les structures moléculaires sont représentées
en appendice. Les cinnamates, caractérises par un fragment de base a m/z 131 et dont la structure
moléculaire n’a pu étre déterminée, sont désignés par des losanges pleins (programme de température B).
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FIG. 4.9 Chromatogramme en phase gazeuse de I’extrait lipidique apolaire obtenu a partir de la résine de S.
tonkinensis (2986). Les composés comportant des fonctions acides et alcools sont analysés respectivement
sous forme d’esters méthyliques et d’acétates. Les structures moléculaires sont représentées en appendice.
Les benzoates, caractérisés par un fragment de base a m/z 105 et dont la structure moléculaire n’a pu étre
déterminée sont désignés par des cercles vides (programme de température B).
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Quant a la résine fraiche de S. officinalis (Figure 4.6) prélevée sur I’aliboufier du
Jardin des plantes de Montpellier (résine 3020), celle-ci se caractérise par la prédominance du
cinnamate de cinnamyle (P20). Ce dernier s’accompagne, de plus, de la présence du
méthoxyeugenol (P26), de I’acide cinnamique (P2) et du cinnamate de benzyle (P21), par
ordre d’importance décroissante. Enfin, parmi les composés mineurs, si ce n’est a 1’état de
trace, nous avons relevé la présence du cinnamaldéhyde (P25), de la vanilline (P5), de
I’eugénol (P27), de I’acide vanillique (P7), du benzoate de benzyle (P9) et du benzoate de
cinnamyle (P19). Au regard de ces premiers résultats, nous pouvons en conclure que la
composante « phénylpropanoide » de 1’extrait est manifestement dominée par la présence des

esters de cinnamate (m/z 131).

L’empreinte moléculaire des cinnamates de la résine de S. officinalis collectée en
Israél (résine 2982, Figure 4.7) est relativement analogue a celle décrite dans le cas de la
résine 3020, a I’exception de quelques constituants supplémentaires, parmi lesquels 1’alcool
cinnamique (P28), le cinnamate de propyle (P29) et, a 1’état de trace, le cinnamate de 3-
phénylpropanyle (P30). La présence de ce dernier au sein de la résine de S. officinalis 2982,
ainsi que dans la résine de S. paralleloneurum 2984 (voir ci-apres), deux especes appartenant
au genre des Styracaceae, semble aller a I’encontre de 1’idée suggérant que le cinnamate de 3-
phénylpropanyle soit specifique aux Hamamelidaceae (Pastorova et al., 1998). Néanmoins, le
caractére chimiotaxonomique du cinnamate de 3-phénylpropanyle ne semble pas totalement
remis en cause, puisque ce dernier ne figure qu’a 1’état de trace parmi les composés présents

dans les résines fraiches de Styracaceae que nous avons étudiées.

La structure du composé P31 -ce dernier étant particulierement abondant au sein de la
résine 2982, et, dans une moindre mesure, dans la résine 3020- n’a pu étre clairement établie.
Néanmoins, la présence d'un fragment de base m/z 167 suggere qu’il s'agit d’un dérivé
possédant une fonction 4-hydroxy-3,5-diméthoxybenzéne. Ce composé P31 semble absent de
I’écorce ou de toutes les parties aériennes de la plante examinées (cf. § 4.3.3). De ce fait, nous
suggerons que ce dérivé puisse étre spécifique a la résine et non issu d’une contribution de

I’écorce, bien que des fragments de I'écorce aient été incorporeés a la résine lors de sa collecte.

Quant a la résine de S. paralleloneurum (Figure 4.8), la distribution lipidique observée
est largement dominée par 1’acide cinnamique (P2), en accord avec les précédentes études
(Langenheim, 2003, Hovaneissian et al., 2008), qui est accompagné du cinnamate de p-

coumaryle (P22), du cinnamate de cinnamyle (P20), du cinnamate de benzyle (P21) et du
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cinnamate de coniféryle (P23) par ordre d’intensité relative décroissante observée en GC-FID.
Si la faible quantité d’esters de cinnamate par comparaison avec ’acide cinnamique sous sa
forme libre peut étre associée a une faible qualité de la résine (Pastorova et al., 1997b), cette
singularité pourrait aussi constituer, plus généralement, une caractéristique intrinseque de la

résine.

Enfin, concernant la résine de S. tonkinensis (Figure 4.9), I’importance du benzoate de
coniféryle (P11) prévaut sur I’ensemble de la signature moléculaire, qui comprend par ailleurs
de la vanilline (P5), du benzoate de benzyle (P9), du benzoate de p-coumaryle (P10) et de
I’acide p-coumarique (P32). Contrairement aux trois résines de styrax précédentes, la
distribution moléculaire des phénylpropanoides se compose principalement des esters de
benzoate (m/z 105), ce qui constitue un critere moléculaire permettant de distinguer tout

particulierement cet exsudat.

En résumé, pour chacune des résines étudiées, I’analyse par GC-MS de la fraction
apolaire a montré la prédominance spécifique d’un ester d’acide cinnamique ou benzoique en
particulier, a savoir, le cinnamate de cinnamyle (P20) pour la résine de S. officinalis, 1’acide
cinnamique (P2) dans le cas de I’exsudat de S. paralleloneurum et, enfin, le benzoate de

coniféryle (P11) pour la résine de S. tonkinensis.

Lors d’études relatives a la caractérisation de reésines fraiches, vendues dans le
commerce notamment, la prépondérance de I’'un ou I’autre de ces composés peut, par
conséquent, constituer un critéere chimiotaxonomique d’identification pour chacune des
espéces, tout en gardant a 1’esprit que des variations peuvent étre observées selon la qualité de
la résine? (Pastorova et al., 1997b) et le protocole analytique mis en ceuvre. En revanche,
I’utilisation de telles distributions moléculaires dans le but de caractériser des résines
anciennes, mises au jour en contexte archéologique notamment, n’est pas forcement
pertinente. En effet, I’altération du matériau archéologique peut fortement modifier les
abondances relatives de certains dérivés d’esters d’acides cinnamique et benzoique, qu’il
s’agisse d’un vieillissement naturel de la résine lié aux conditions environnementales du

milieu, ou d’une modification de nature anthropique en vue de son usage (traitement

? Pastorova et al. (1997b) distinguent différentes qualités de résines en provenance de Iile de Sumatra (S.
paralleloneurum Perk et S. benzoin Dyrand). En effet, les résines dites de premiére et de deuxiéme qualité
(dénommeées « Mata Rasar » et « Mata Halus ») correspondent a des exsudats de pureté élevée, prélevés a
I’arriére de 1’écorce. Pour les qualités du troisiéme rang et inférieures, la résine est 6tée de la surface de 1’écorce,
et s’est donc trouvée, un certain temps, au contact de 1’air et de la lumiére, ce qui ’a nécessairement altérée. En
outre, plus la qualité diminue, plus I’importance des résidus d’écorces au sein de la résine augmente.
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thermique par exemple). Dans ce contexte précis, il nous faut donc rechercher d’autres lipides
qui soient a la fois spécifiques et résistants face aux processus d'altération pour chacune des

espéeces étudiées.

b. Les lignanes et néo-lignanes

L’analyse des deux résines de S. officinalis a révélé la présence de néo-lignanes de la
famille des benzofuranes que sont 1’égonol (B1) et I’homoégonol (B2). En spectrométrie de
masse (EI), ces derniers forment deux fragments caractéristiques d’intensité élevée : 1’ion
moléculaire M*" (m/z 368 et 384 pour ’égonol B1 et ’homoégonol B2 sous forme acétylée ;
Figure 4.10) accompagné du fragment résultant de la rupture benzylique en B du cycle
aromatique (m/z 282 et 298). L’importance des composés Bl et B2 est tout a fait remarquable,
dans le cas de la résine 2982, dans la mesure ou I’analyse en GC-FID de la composante
lipidique a, en effet, permis d’estimer 1’abondance relative de 1’égonol et de ’homoégonol a
pres de 19 % et 29 % de la fraction apolaire. Cette richesse en néo-lignanes observée dans le
cas de 1’échantillon 2982 provient certainement du fait que lors du prélevement de la résine,
des fragments d’écorce, de taille non négligeable (cf. photo en Figure 4.7), ont été
inévitablement inclus a 1’échantillon compte tenu de la difficulté a recueillir cette résine
produite en trés faible quantité par I’aliboufier. Cette « contamination » de 1’échantillon,
moindre dans le cas de 1’échantillon 3020, a donc introduit les composés Bl et B2, dont la
présence au sein de I’écorce de S. officinalis s’est vue confirmée, de maniére indépendante,
par I’analyse de I’échantillon d’écorce prélevé au Jardin Botanique de Strasbourg (cf. § 4.3.3).
Outre leur présence au sein de la résine de S. officinalis, ces composés ont également été
détectés au sein des resines de styrax 2984 et 2986. Plus largement, il semblerait que 1’égonol
B1 et I’homoégonol B2 soient présents au sein de toutes les especes du genre Styrax (Pauletti
et al., 2006 et reférences citées, Moraes et al., 2012, de Oliveira et al., 2015a) faisant de ces
derniers d’excellents biomarqueurs moléculaires de ce genre botanique, d’autant qu’aucune
publication ne mentionne, a notre connaissance, la présence de ces derniers dans d’autres

genres ou espéces botaniques.
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Il est intéressant de noter, par ailleurs, que 1’égonol et I’homoégonol ont montré des
propriétés biologiques intéressantes qui expliquent en partic 1’usage de Styracaceae dans le
domaine de la médecine. A cet égard, Pauletti et al. (2000) ont démontré 1’activité
antimicrobienne et antifongique de ces composés au moyen de tests biologiques et il
semblerait qu’ils agissent également contre les cellules tumorales (de Oliveira et al., 2015a).
Cependant, si 1’égonol et I’homoégonol sont omniprésents au sein des parties aériennes de
Styracaceae (feuilles, tiges, fruits; Pauletti et al., 2006 et références citées), ces derniers
semblent étre absents, d’aprés la littérature, des résines de Styracaceae, a moins que celles-ci
ne contiennent d’autres éléments de la plante comme nous 1’avons observé dans le cas de

I’échantillon 2982.

Les dérivés de lignanes ont également fait I’objet de notre attention. Il s’agit de
composés phénoliques élaborés a partir de deux unités de type monolignols (alcool p-
coumarylique ou p-coniférylique dans le cas des especes de Styrax), reliées au niveau des
carbones C-8 et C-8’ (Figure 4.10). La fragmentation en MS de tels composés se caractérise
notamment par la perte des acétates phénoliques (élimination du groupement céténe, d’ou la
perte de 42 Da; Nakata et Tatematsu, 1971) et par la rupture au niveau du systeme 3,7-
dioxabicyclo (3,3,0) octane, ce qui nous a permis de proposer que les composes L1 et L2,
présentant tous deux un fragment m/z 151, puissent étre respectivement le pinorésinol et la
styraxine (Ulubelen et al., 1978). Les quatre résines de styrax étudiées contiennent toutes du
pinorésinol (L1), un lignane ubiquiste au sein du regne végétal (Milder et al., 2005, Durazzo
et al., 2013). A I’inverse, seules les résines issues de S. officinalis renferment de la styraxine
(L2), de la sésamine (L3) et du pipéritol (L4). De maniére semblable a 1’égonol et a
I’homoégonol, la styraxine a pu étre apportée par 1’écorce de S. officinalis, expliquant sa
présence au sein de 1’échantillon 2982. A la différence des composés L3 et L4, nous n’avons
pas connaissance de travaux ayant détecté la styraxine dans d’autres especes de Styracaceae
ou au sein de plantes de genres différents, et ce, depuis le premier travail de caractérisation de
la styraxine au sein des parties aériennes de la plante de S. officinalis réalisé par Ulubelen et
al. (1978). Par consequent, la détection au sein d’un échantillon de la styraxine, marqueur de

Styracaceae, en révéle la source précise.
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c. Les triterpenes

Alors que I’essentiel des articles scientifiques qui traitent de la signature moléculaire
des résines issues de Styracaceae se concentrent sur la caractérisation de dérivés de
cinnamates et de benzoates, de lignanes et de néo-lignanes, rares sont les mentions de
constituants triterpéniques qui se rapportent aux résines de styrax (Wang et al., 2006a,
Hovaneissian et al., 2008). Nos analyses en GC-MS ont révélé la présence de triterpénes
présentant un squelette de type oléanane (et ursane dans une moindre mesure) en tres faibles
quantités. Hormis I’identification des acides oléanonique (T24, Figure 4.11), oléanolique
(T13) et ursolique (T25), des composés omniprésents chez les angiospermes, d’autres
triterpenes aux spectres de masse plus inhabituels ont attiré notre attention. Ceux-ci ont pu
étre classés selon deux groupes : le premier comprenant les triterpénoides se distinguant par

leur fragment de base a m/z 203 et le second incluant ceux qui se caractérisent par le fragment
m/z 201.

) T15
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FIG. 4.11 Fragmentogrammes de masse m/z 189 + 201 + 203 montrant le contenu en triterpénes des
résines de (a) S. officinalis 3020, (b) S. officinalis 2982, (c) S. paralleloneurum 2984 et (d) S.
tonkinensis 2986. Les structures des triterpénes sont représentées en appendice.
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Le fragment m/z 262 est classiquement associé a la réaction de rétro Diels-Alder
(fragment a, Figure 4.12) observée des lors que le triterpéne présente une double liaison dans
le cycle C en position C-12 ainsi qu’un groupement carbométhoxy en position C-17
(Budzikiewicz et al., 1963). La perte du groupement COOCHj5 forme, par la suite, le fragment
m/z 203 (fragment @”). L’ information structurale apportée par ces deux fragments ne concerne,
toutefois, que le motif moléculaire du systeme cyclique C/D/E. A défaut de fragments
specifiques au systeme cyclique A/B, seul I'ion moléculaire nous a permis, bien souvent, de
proposer une structure compléte pour ces triterpénes. Alors que I’analyse MS en mode El,
effectuée sur un appareil pourvu d’un analyseur de type quadripdle, favorisait principalement
la génération des ions a et a” aux dépens de I’ion M"", deux analyses, I’une en mode EI et
I’autre en mode FI, réalisées sur un appareil équipé d’un analyseur a temps de vol (TOF, cf.
partie expérimentale), nous ont permis d’établir de maniére formelle les masses moléculaires
des composés T17, T26 et T15, & savoir respectivement m/z 484, 526 et 528°. La présence
d’un groupement hydroxyle au niveau des cycles A/B, non acétylé malgré 1’étape de
dérivation, se manifeste par les fragments m/z 466 (composé T17) et m/z 450 (composé T15)
qui résultent de la perte de 18 Da (-H,0) par rapport a I’ion moléculaire (M™) et 1’ion [M™'-
AcOH]. L’encombrement stérique empéchant 1’acétylation indique que la stéréochimie du
groupement hydroxyle est de type 6p (position axiale ; Djerassi et al., 1955). En définitive,
les composés T17, T26 et T15 ont été identifiés comme étant respectivement 1’acide 6[3-
hydroxy-3-oxo-oléan-12-en-28-oique (ou acide 3-oxo-sumarésinolique), 1’acide 33-hydroxy-
6-0x0-oléan-12-en-28-oique et 1’acide 3f,6B-dihydroxy-oléan-12-en-28-oique, ce dernier
étant plus fréqguemment désigné par le nom générique d’acide sumarésinolique. Leur spectre
de masse, en conformité avec ceux de la littérature (Wahlberg et Enzell, 1971), est représenté

en Figure 4.13.

®11 convient de préciser que chronologiquement, le travail d'analyse des triterpénes en GC-MS (TOF) a été réalisé
sur les échantillons archéologiques de 1’enduit organique de Nahal Hemar (cf. deuxiéme partie de ce chapitre) et
non sur les résines de référence, dont I'étude s'est déroulée ultérieurement. L’identification des triterpénes dans
les échantillons de résines de référence s’est donc faite par comparaison avec les données de GC (temps de
rétention) et MS (spectres de masse) obtenues a partir des échantillons archéologiques.
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a g

FI1G. 4.12 Mécanisme réactionnel de type rétro Diels-Alder a I’origine des fragments m/z 203 et 262

typiques des dérivés de I’acide oléanolique (cas de I’acide sumarésinolique dérivé représenté ici,
d’aprés Budzikiewicz et al., 1963).
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FIG. 4.13 Spectres de masse des dérivés de ’acide oléanolique possédant une fonction oxygénée en C-
6: (a) acide 3-oxo-sumarésinolique, (b) acide 3B-hydroxy-6-oxo-oléan-12-en-28-oique et (c) acide
sumarésinolique. Les fonctions acides sont analysées sous forme d’esters méthyliques et les fonctions

alcools sous forme d’acétates, lorsqu’elles sont acétylables (El, 70 eV).

Deux triterpénes possédant le squelette de I’oléanane, mais présentant cette fois-ci des
fragments m/z 201 et 278 ont également pu étre caractérisés. En effet, le fragment m/z 278
(espece c, Figure 4.14) est la conséquence de la réaction de rétro Diels-Alder qui a lieu dans le
cycle C des A'?-oléanénes dans le cas ol le systéme C/D/E présente un groupement hydroxyle
supplémentaire par rapport au motif C/D/E des triterpenes décrits précedemment (16 Da de
plus en comparaison du fragment a m/z 262). Il se trouve que ce groupement hydroxyle est

également placé sur une position non acétylable (19a ; Schnell et al., 2014), ce qui explique
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la perte d’une molécule d’H,O conduisant a I’ion ¢’ a m/z 260 (Figure 4.14). Enfin, la perte du
groupement carbométhoxy conduit immanquablement au fragment de base a m/z 201 (ion ¢ ).
Au vu des masses moléculaires déterminées par Cl ([M+H]" = 485 et 529), nous en avons

déduit la présence respective de 1’acide 19a-hydroxy-3-oxo-oléan-12-en-28-oique (ou acide

3-oxo-siarésinolique, T16) et de I’acide 3f,19a-dihydroxy-oléan-12-en-28-oique (ou acide
siarésinolique, T14). Les données MS décrites dans la littérature relatives a ces derniers

(Jakupovic et al., 1988), semblables aux nétres (Figure 4.15), viennent confirmer ce travail

d’identification.

.. retro Diels-Alder )(i
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FI1G. 4.14 Mécanisme réactionnel de type rétro Diels-Alder a I’origine des fragments m/z 201, 260 et
278 typiques des dérivés de I’acide siarésinolique (T14).
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FIG. 4.15 Spectres de masse (a) de I’acide 3-oxo-siarésinolique T16 et (b) de I’acide siarésinolique

T14. Les fonctions acides sont analysées sous forme d’esters méthyliques et les fonctions alcools sous
forme d'acétate lorsqu'elles sont acétylables (El, 70 eV).

L’analyse par GC-MS de chacune des résines de S. officinalis, S. paralleloneurum et S.
tonkinensis a donc révéle la preésence de dérivés de I’acide oléanolique possédant une fonction
oxygenée (alcool ou cétone) en position C-6 (T17, T26 et T15, Figure 4.11). Ce résultat
s’avere étre cohérent avec 1’étude de Wang et al. (2006a) qui ont identifié les composes T15
et T17 au sein d’une des résines asiatiques de styrax, a savoir S. tonkinensis. En revanche, il
s’agit de la premicére attestation, & notre connaissance, de 1’acide sumarésinolique T15 et de

ses derivés dans le cas des résines de S. paralleloneurum et S. officinalis. En plus de contenir
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ces composeés, la résine de S. tonkinensis se distingue par la présence des dérivés de 1’acide
oléanolique portant une fonction alcool en C-19 (T16 et T14, Figure 4.11), tel que cela est
mentionné dans la littérature (Wang et al., 2006a), ce qui pourrait, selon nous, constituer un

critére moléculaire supplémentaire pour la caractérisation de cette résine.

L’acide siarésinolique (T14) et D’acide sumarésinolique (T15) ne sont pas
nécessairement spécifiques au genre Styrax puisque ce derniers ont été identifiés dans de
nombreux genres de plantes différents, que ce soit sous forme libre ou sous forme de
saponines (e.g., Ouyang et al., 1997, Cunha et al., 2003, Garcez et al., 2003, Rauter et al.,
2007, Estrada et al., 2012, de Oliveira et al., 2015b). Toutefois, considérant les données de la
littérature, rares sont les plantes a contenir a la fois ces triterpénoides et leurs dérivés ainsi que
les esters d’acides cinnamique et benzoique. Nous noterons, a ce propos, que ’acide 3-0xo-
sumarésinolique (T17) a été mentionné dans le cadre d’études concernant les cones de L.
styraciflua (Fukuda et al., 2005, 2006) et que, de méme, les composeés T15 et T17 ont été
répertoriés dans un baume de Tolu commercial (Wahlberg et al., 1971, Wahlberg et Enzell,
1971). Avant de se prononcer au sujet de ces composés triterpéniques pouvant étre des
biomarqueurs chimiotaxonomiques spécifiqguement liés aux résines de Styrax, il apparait donc
nécessaire que soient engagées des recherches complémentaires concernant les triterpenes
présents au sein des résines de Liquidambar et de Myroxylon puisque ces dernieres renferment,

elles aussi, une large variété d’esters de type cinnamate et benzoate.

Enfin, les composés T27 et T28, détectés en fin d’analyse de la résine 2982 et dont les
structures n’ont pas ¢été clairement établies, semblent fortement analogues au motif
triterpénique décrit par Yayla et al. (2002) lors de leur étude sur les saponines contenues dans
les fruits de S. officinalis. Il est par ailleurs intéressant de noter que 1’hydrolyse de la fraction
polaire de la résine 2982, obtenue apreés fractionnement de 1’extrait lipidique (cf. 8 7.1.2.d), a
permis de libérer, en quantité importante, ces mémes triterpenes polyfonctionnalisés au niveau
des cycles D et E, correspondant vraisemblablement a la partie aglycone des saponines, le

composé T27 constituant alors le composé largement majoritaire de 1’hydrolysat.
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4.3.3. Examen moléculaire des parties aériennes de S. officinalis

A la différence des deux résines de S. officinalis 2982 et 3020, les composes
phénoliques semblent étre totalement absents des parties aériennes de la plante qui ont été
prélevées au Jardin Botanique de Strasbourg. En effet, les profils chromatographiques
correspondant aux extraits lipidiques de 1’écorce, des feuilles et des fruits de S. officinalis
(Figure 4.16), largement dominés par de nombreux sucres, montrent en outre la présence
d’acides gras, de n-alcanes et de phytostérols, tous en faible guantité et ubiquistes dans les

extraits de plantes.

Les fruits contiennent une forte teneur en benzofuranes parmi lesquels nous avons
détecté 1’égonol (B1), I’homoégonol (B2), le butanoate d’égonol (B3), le méthylbutanoate
d’égonol (B4), le méthylbutanoate d’homoégonol (B5), un dérivé d’égonol de structure non
déterminée (B6) et le benzoate d’égonol (B7). Seuls les composés Bl et B2 se retrouvent
également au sein de 1’écorce, comme cela a été observé lors de précédentes études (Akgul et
Anil, 2003, Pauletti et al., 2006). L’analyse de 1I’écorce a également révélé la présence de la
styraxine (L2). Comme cela a été discuté précédemment, 1’égonol et I’homoégonol peuvent
étre considérés comme des marqueurs chimiotaxonomiques du genre Styrax, et la styraxine
comme un biomarqueur spécifique de I’espece S. officinalis, ce qui en fait de véritables outils

moléculaires dans le cadre de caractérisation moléculaire de matériel végétal.

A D’exception des acides oléanolique (T13) et ursolique (T25), aucun autre triterpene
constitutif des résines 2982 et 3020 de S. officinalis n’a pu étre identifié. Ce résultat nous
permet de proposer que les dérivés de 1’acide oléanolique oxygénés en C-6 ou C-19 puissent
étre une signature moléculaire spécifique des résines. En revanche, nous y avons reconnu la
bétuline (T12), I’érythrodiol (T22), I’aldéhyde oléanolique (T29) et I’acide bétulinique (T30),

des triterpénes freqguemment identifiés chez les angiospermes.
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FIG. 4.16 Chromatogrammes en phase gazeuse du contenu lipidique apolaire extrait (a) de 1’écorce,
(b) des feuilles ainsi que (c) des fruits prélevés sur 1’arbuste de S. officinalis du Jardin Botanique de
Strasbourg. Les alcools sont analysés sous forme d’acétates et les acides sous forme d’esters
méthyliques (programme de température B ; X2 : a-tocophérol, cf. appendice ; P : pollution).
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4.4. Etude des résines de Liquidambar
4.4.1. Les Hamamelidaceae

La famille des Hamamelidaceae est organisée en 30 genres, dont le genre
Liquidambar, et comprend plus de 100 espéces (Zhou et al., 2001) qui se répartissent
principalement entre la cbte sud-ouest de la Turquie, en Anatolie (L. orientalis), aux Etats-
Unis et en Amérique centrale (L. styraciflua) et en Asie avec I’espece L. altingiana présente
en Indonésie, en Chine et en Australie (Figure 4.3 ; Langenheim, 2003, Hovaneissian et al.,
2006).

La résine de liquidambar est une sécrétion pathologique de la plante, tout comme dans
le cas des résines de styrax. Suite a une blessure, I’arbre produit un liquide épais et visqueux
tel du miel, de couleur orangée et aux odeurs de vanille (Amigues, 2007). Cette résine, a la
différence des résines de styrax, ne deviendra jamais solide, comme le suggére le nom méme
de la résine « liqguidambar » qui provient de I’association du mot latin « liquidus » (= liquide)
et du mot arabe « ambar » qui signifie « ambre ». Par conséquent, ce suc résineux n’est pas
utilisé dans le cadre de fumigations mais 1’est, en revanche, pour son parfum ou ses propriétés
thérapeutiques puisqu’il sert notamment a la cicatrisation des plaies et au traitement des

infections respiratoires (Amigues, 2007).

Les travaux de recherche visant a connaitre la composition moléculaire de ces
gommes-résines se sont principalement intéresses aux espéces L. orientalis et L. styraciflua.
Concernant la premicre, rencontrée dans le commerce sous 1’appellation de « gomme -ou
storax- de Turquie », les analyses ont mis en évidence la présence de sesquiterpénes (o-
pinéne et B-caryophyllene notamment; Acar et Anil, 1991, Fernandez et al., 2005) et de
dérivés aromatiques, parmi lesquels sont répertoriés le cinnamate de cinnamyle (P20, cf.
annexe) et le cinnamate de 3-phénylpropanyle (P30), en tant que produits majeurs, et 1’acide
benzoique (P1), I’acide cinnamique (P2), le benzoate de benzyle (P9), le cinnamate de
benzyle (P21), le cinnamaldéhyde (P25), I’alcool cinnamique (P28) et le 3-phénylpropanol
(P42) en tant que produits mineurs (Acar et Anil, 1991, Hafizoglu et al., 1996, Pastorova et
al., 1998, Hovaneissian et al., 2008). Enfin, la composition triterpénique de cette résine se
limite a la présence des acides oléanonique (T24) et 3-épi-oléanolique (T31), la stéréochimie
3-a(OH) de ce dernier étant pour le moins peu commune dans la nature (Huneck, 1963,
Pastorova et al., 1998).
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La chimie des lipides du matériel végetal issu de L. styraciflua n’a pas fait 1’objet
d’études trés exhaustives. Dans le cadre de travaux de recherche visant a identifier et
caractériser de nouveaux composés présentant une activité cytotoxique envers diverses
cellules cancéreuses notamment, la distribution en triterpénes des cones de L. styraciflua a été
étudiée, conduisant a I’identification de triterpenes, en quantités mineures (<3 % de I’extrait
organique total), en série lupane et oléanane, parmi lesquels I’acide 63-hydroxy-3-oxo-oléan-
12-en-28-o0ique (T17 ; Sakai et al., 2004, Fukuda et al., 2006, Sun et al., 2008) que nous
avons identifié précedemment au sein des resines de styrax. Par ailleurs, Fernandez et al.
(2005) y décrivent la distribution moléculaire en composés de faible poids moléculaire et
volatils (e.g., styrene, a-pinene, B-caryophylléne), qui, selon le protocole analytique employé

peuvent ne pas étre détectés (perte en cas d'évaporation).

Il est toutefois important de préciser que ces résines de liquidambar, dont certaines
sont disponibles dans le commerce, se trouvent étre fréquemment adultérées par ajout d’autres
substances moins rares et moins colteuses, telles que de la résine de dammar ou du mastic,
comme en témoigne la présence de certains biomarqueurs triterpéniques spécifiques de ces
substances végétales issues de Dipterocarpaceae (Hovaneissian et al., 2008) et du genre
Pistacia (Modugno et al., 2006b). Ce phénomene tient au fait que les résines de liquidambar
sont extrémement rares. En effet, alors que dans les années 1970, la région turque de
I’ Anatolie produisait prés de 70 tonnes de gomme par an, dont la plupart était exportée en
Europe et en Russie (Igolen, 1972), ce chiffre diminua drastiqguement pour n‘atteindre qu'une
tonne au début des années 2000 du fait de la diminution des foréts de L. orientalis imputable a
la surexploitation par I’homme (Oztiirk et al., 2008). Cette réduction importante de la
production de résine a contraint les autorités turques a ajouter cette résine a la liste des
produits prohibes a 1’exportation (décret relatif au régime d’exportation de la Turquie du 22
décembre 1995; Amigues, 2007). Par conséquent, nous pouvons nous interroger sur
l'authenticité des résines de L. orientalis actuellement mises en vente, notamment via des sites
internet. A ce titre, nous avons analysé plusieurs échantillons commerciaux vendus sous
I'appellation « Storax de Turquie » (pour désigner une «résine de L. orientalis » ou, a tort,
une « résine de S. officinalis ») et les résultats de nos analyses ont montré la présence, dans un
cas, de sesquiterpénes (o-cédréne, thujopsene a-himachalene, cuparene et cédrol, en
proportions curieusement similaires a celle observée dans le cadre d’une étude de Cédre du

Texas réalisée au laboratoire ; résultats non publiés) et, dans d’autres, de triterpénes
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spécifiques a la résine de dammar (acide dammarénolique, par exemple, cf. § 1.2.1) ou de
diterpenes caractéristiques de résines de conifere (acides abiétique et pimarique et leurs
dérivés, cf. § 1.2.2), indiquant sans ambiguité que nous sommes la en présence de matériel
non authentique, adultéré au moyen de substances végétales plus ordinaires et donc moins

onéreuses.

4.4.2. Etude moléculaire des résines de Liquidambar utilisées par les

parfumeurs

A Topposé des résines de styrax décrites précédemment, la diversité moléculaire
observée dans le cas des deux résines de liquidambar étudiées est relativement limitée. Les
profils chromatographiques correspondants aux fractions apolaires des gommes de L.
orientalis (ou gomme de Turquie) et L. styraciflua (ou gomme du Honduras, Figure 4.17)
montrent de trés fortes similitudes et se distinguent des résines de styrax par la prédominance
du cinnamate de 3-phénylpropanyle (P30) et du cinnamate de cinnamyle (P20). Ainsi, bien
que le composé P30 soit présent a 1’état de traces au sein de résines de styrax (cf. § 4.3.2), la
distribution moléculaire en faveur des phénylpropanoides P20 et P30 reste incontestablement

associéee aux résines de liquidambar en ce qui concerne des résines fraichement collectées.

Parmi les composés minoritaires, nous avons, par ailleurs, noté 1’existence de 1’acide
cinnamique (P2), du cinnamate de benzyle (P21), du cinnamate de p-coumaryle (P22), de
I’alcool cinnamique (P28) et du 3-phénylpropanol (P42). Quelques composes additionnels ont
été identifiés exclusivement dans la résine du liquidambar d'Amérique Centrale: il s'agit de
I’alcool p-coumarylique (P39), du benzoate de cinnamyle (P19) et d'un composé pour lequel
nous proposons qu’il s'agisse du cinnamate de 3-(4-hydroxyphényl)-propyle (P41) au vu de
son spectre de masse. Finalement, a quelques exceptions prés -le benzoate de benzyle (P9)
que nous n’avons pu identifier au sein de nos résines de liquidambar par exemple-, la
distribution des cinnamates et benzoates que nous venons de décrire vient confirmer les
précédentes études réalisées sur les liquidambars (Acar et Anil, 1991, Hafizoglu et al., 1996,

Pastorova et al., 1998, Hovaneissian et al., 2008).

En concentrant les extraits lipidiques issus des résines de storax, il nous a été possible
d’étudier les distributions en triterpenes qui s’averent étre relativement analogues (Figure
4.18). Nous noterons, a cet égard, la présence de dérivés d’acides oléanolique et ursolique,

reconnaissables a leurs fragments majeurs caractéristiqgues m/z 203 et 262, parmi lesquels
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nous citerons, pour la version oléanane, 1’acide oléanonique (T24), 1’acide 3-épi-oléanolique
(T31), I’acide oléanolique (T13) et I’acide maslinique (T23) et, pour les dérivés de type
ursane, I’acide ursonique (T32) accompagne de I’acide 3-épi-ursolique (T33). Parmi ces
derniers, ’acide oléanonique constitue de loin I’entité triterpénique majoritaire des deux
gommes. Fait remarquable au sein de ces deux résines de Liquidambar, nous y avons noté la
présence de I’acide 3-oxo-sumaresinolique (T17), comme I’avaient fait avant nous plusieurs
chercheurs lors de 1’étude moléculaire des cones de L. styraciflua (Sakai et al., 2004, Fukuda
et al., 2006, Sun et al., 2008). Il s’agit d’un des trois dérivés de 1’acide oléanolique, avec ses
homologues T15 et T26, présentant une fonction oxygénée en position C-6 et identifié au sein
des résines de styrax étudiées (cf. § 4.3.2) dont nous cherchons justement a évaluer le

potentiel chimiotaxonomique.

Les analyses en GC-MS montrent également la présence de composés de la série de
I’oléanane présentant une fonction aldéhyde en C-28 (fragment m/z 232 au lieu de m/z 262) tel
qu’observé dans le cas de I’aldéhyde oléanonique (T29) et de 1’aldéhyde oléanolique (T34).
Enfin, des dérivés de lupane, se caractérisant par leur fragment de base a m/z 189, ont été
identifiés parmi lesquels le lupéol (T8) et I’acide 6B-hydroxy-3-oxo-lup-20(29)-en-28-oique
(T35), ce dernier triterpene ayant été précédemment identifié dans les cones de L. styraciflua
(Sakai et al., 2004, Fukuda et al., 2006).

De cette description concernant la composition en triterpénoides des gommes de L.
orientalis et L. styraciflua, il nous faut donc en retenir (1) I’absence de la série compléte des
composés dérivant de 1’acide oléanolique possédant une fonction oxygénée en position C-6,
seul le composé T17 ayant été détecté, (2) la prédominance de I’acide oléanonique T24 et (3)
la présence, certes en quantité tres modeste, des acides oléanolique et ursolique présentant une
stéréochimie atypique en C-3 (i.e., 3a-OH). En résume, en comparant le profil des triterpénes
avec celui observé dans le cadre de I’étude moléculaire des résines de styrax (cf. § 4.3.2),
nous pouvons affirmer que les distributions en triterpénes sont clairement distinctes,
permettant ainsi de proposer des criteres moléculaires d'ordre chimiotaxonomique en vue de

la caractérisation d’exsudats provenant de I’une ou de I’autre source végétale.
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FiG. 4.17 Chromatogrammes en phase gazeuse du contenu lipidique apolaire de la gomme (a) de L.
orientalis (gomme du parfumeur ROBERTET) et (b) de L. styraciflua (ROBERTET). Les cinnamates

(pic de base a m/z 131) dont la structure moléculaire n’a pu étre déterminée sont désignés par des

losanges pleins (programme de température C). Les composés comportant des fonctions acides et

alcools sont analysés respectivement sous forme d’esters méthyliques et d’acétates. (?) : Produit de

dégradation de P20 formé lors de 1'injection en GC-MS (injecteur PTV).
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FIG. 4.18 Chromatogrammes partiels en phase gazeuse montrant la distribution des triterpénes au sein
de la gomme (a) de L. orientalis (gomme du parfumeur ROBERTET) et (b) de L. styraciflua
(ROBERTET). Les composés comportant des fonctions acides et alcools sont analysés respectivement

sous forme d’esters méthyliques et d’acétates.
4.5.  Le cas « litigieux » des baumes de Myroxylon

Si la présence simultanée de dérivés de 1’acide oléanolique possédant une fonction
oxygenée en C-6 (composés T15, T17 et T26) et des esters d’acides cinnamique et benzoique
semble étre une particularité intrinseque aux résines de styrax, les travaux publiés par
Walhberg et Enzell (1971) et Wahlberg et al. (1971) au sujet d’un baume de Tolu commercial
nous ont fortement interpellés dans la mesure ou ces auteurs font part a la fois de la présence
d’une série de cinnamates et benzoates et des composés triterpeniques T15, T17 et T26.
Seulement, comme ces auteurs le mentionnent, I’origine du baume étudié est sujette a caution
et la présence concomitante de triterpénes présentant un squelette de type dammarane (cf. §

1.2.1) suggere, en outre, 1’adjonction de matériel résinique issu de Dipterocarpaceae au
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baume commercial prétendument «de Tolu ». Nous avons alors décidé de réexaminer la
composition en triterpenes du genre Myroxylon. Pour cela, nous avons tenté d’obtenir des
échantillons de baumes certifiés, ce qui, au final n'a pas été possible du fait de la rareté de ces
produits. Par ailleurs, comme nous mettions considérablement en doute l'authenticité de
I’ensemble des baumes de ce genre disponibles commercialement, nous avons preféré baser
notre étude moléculaire concernant le genre Myroxylon d'apres, d'une part, l'analyse d'extraits
lipidiques de feuilles et de branches issues des deux principales variétés (M. balsamum var.
pereirae et M. balsamum var. balsamum) obtenues via le jardin botanique de Meise
(Belgique ; Tableau 4.1) et de résines historiques du Muséum National d’Histoire Naturelle

(Paris), d'autre part.
45.1. Données de la littérature se rapportant au genre Myroxylon

Au méme titre que les résines de styrax et de liquidambar, le baume de Tolu et celui
du Pérou sont intégrés dans la catégorie des « vrais » baumes (Custddio et Veiga-Junior,
2012). Ces baumes correspondent a la sécrétion pathologique produite par les arbres
appartenant au genre Myroxylon, de la famille des Fabaceae (ou Leguminosae), dont I’origine
du nom est grecque (« wopov » : parfum liquide, essence parfumée, huile, « Eblov » : bois,
dictionnaire d’A. Bailly, 1901). Si le baume de Tolu peut étre associé a 1’espéce Myroxylon
balsamum et le baume du Pérou a I’espece Myroxylon pereirae, la ressemblance
morphologique est telle que de nombreux botanistes les associent a la méme espéce
(Myroxylon balsamum) qu’ils subdivisent ensuite en deux variétés, Myroxylon balsamum var.
balsamum et Myroxylon balsamum var. pereirae (Figure 4.19), réputées, en revanche,
produire deux résines bien distinctes (Langenheim, 2003). Dans le cadre de ces travaux de
these, nous avons opté pour cette derniére classification qui est, par ailleurs, en usage au
Jardin Botanique de Meise dont proviennent les échantillons de feuilles et branches utilisés

pour notre etude moléculaire.

158



Chapitre 4 : Etude chimiotaxonomique d’exsudats de Styrax, Liquidambar et Myroxylon et
implications en archéologie

Al R

FiG. 4.19 Myroxylon balsamum var. pereirae (A) et Myroxylon balsamum var. balsamum (B) a partir
desquels est obtenu respectivement le baume du Pérou et le baume de Tolu (source : A. Langenheim,
2003, B. Sartori et al., 2015).

La variété Myroxylon balsamum var. balsamum, endémique de 1I’Amérique du Sud
(Bresil, Argentine, Colombie, Venezuela; Langenheim, 2003, Custodio et Veiga-Junior,
2012), produit une sécrétion relativement liquide en réponse a une incision faite dans 1’écorce
et le phloéme® (Coppen, 1995). Cet exsudat, aux senteurs rappelant notamment la jacinthe
(Langenheim, 2003), est encore utilisé de nos jours par certains peuples autochtones de
Colombie pour soigner les plaies et arréter les saignements (Langenheim, 2003). Le baume de
Tolu est également utilisé pour le traitement des bronchites, laryngites, diarrhées, leucorrhées,
comme arébme alimentaire ou encore comme agent parfumant dans les produits cosmétiques et
d’hygiene (Custddio et Veiga-Junior, 2012).

Quant a la variété Myroxylon balsamum var. pereirae, a partir de laquelle est obtenue
le baume du Pérou, elle est originaire d’Amérique centrale et plus précisément du sud du
Mexique, du Guatemala et de la République du Salvador (Custodio et Veiga-Junior, 2012). La
technique employée par les Indiens pour la récolte de la résine consiste a battre le bois de
I’arbre pour en décrocher I’écorce. La surface du tronc, ainsi mise a découvert, est alors
recouverte de tissus dont le role est d’absorber 1I’exsudat qui en sort. L’écorce peut également

étre bralée afin de la ramollir pour, ensuite, la retirer et stimuler ainsi la production de résine

*Le phloéme est le tissu conducteur de la séve élaborée situé entre 1’écorce et le cambium.
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(Anderson, 1955, Coppen, 1995). De maniére semblable au baume de Tolu, ce baume du
Pérou est utilisé¢ dans les traitements de 1’asthme, de la cataracte, des rhumatismes et pour

soigner les plaies externes (Custodio et Veiga-Junior, 2012).

Les baumes du Pérou et de Tolu ont fait 1’objet de tres peu d’analyses moléculaires
dans la littérature. Ces baumes sont malgré tout connus et utilisés pour leur contenu en esters
d’acide cinnamique et d’acide benzoique. Seo et al. (2012) rapportent, a cet égard, la présence
du benzoate de benzyle (composé majeur, P9), de I’acide benzoique (P1l), de I’acide
cinnamique (P2), du cinnamate de benzyle (P21) et de I’alcool benzylique (P43) au sein du
baume du Pérou. lls y identifient également la vanilline (P5) et le (E)-nérolidol (X3, cf.
appendice). Quant au baume de Tolu, une étude par GC-MS, réalisée a partir d'un baume
commercial -non certifié- a montré que ce dernier se composait, pour ’essentiel, d’acides
benzoique et cinnamique libres, de benzoate de benzyle et de cinnamate de benzyle (Harkiss
et Linley, 1979). D’autres auteurs se sont intéressés, plus particuliérement, aux multiples
flavonoides que contient le bois de M. balsamum et M. pereirae (de Oliveira et al., 1978,
Maranduba et al., 1979) ou aux triterpenes de la résine (Wahlberg et Enzell, 1971, Wahlberg
et al., 1971). Cependant, comme nous 1I’avons mentionné en introduction, 1’identification de
composés présentant le squelette de dammaranes -ces composés étant étroitement associés
aux résines issues de Dipterocarpaceae (Burger, 2008)-, indique que la résine commerciale
sur laquelle cette derniere étude est fondée a été manifestement adultérée par de la résine de
dammar, nous amenant donc a reconsidérer la validité des résultats publiés en terme de
chimiotaxonomie. Cette adultération des baumes de Tolu et du Pérou, au méme titre que celle
des résines de styrax et de liquidambar, est un procédé courant pouvant s’opérer au moyen de
matériels résiniques variés tels que de la résine de Pinus ou des éléments de Copaifera
(Langenheim, 2003).
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4.5.2.  Etude moléculaire de « baumes du Pérou et de Tolu » (baumes historiques)

L’étude moléculaire de baumes historiques conservés au Muséum National d’Histoire
Naturelle -MNHN- de Paris a concerné un baume dit « du Pérou » et deux baumes dont les

étiquettes mentionnent le nom « Baume de Tolu » (Figure 4.20).

FIG. 4.20 Flacons étiquetés comme correspondant a du « baume du Pérou » (a gauche) et « baume de

Tolu » (au milieu et a droite) provenant de la collection du Muséum National d’Histoire Naturelle.

L’analyse par GC-MS de la fraction apolaire obtenue a partir du « baume de Tolu » a
montré la présence d’esters d’acide cinnamique et benzoique, parmi lesquels [’acide
cinnamique (P2, Figure 4.21), le benzoate de benzyle (P9), le cinnamate de benzyle (P21).
Nous notons, par ailleurs, 1’absence totale de triterpénes connus et, en particulier, de
triterpenes oxygénés en C-6. Cependant, quand bien méme les deux échantillons de baume de
Tolu ne seraient pas adultérés, le manque de données moléculaires relatives a la composition
chimique de la résine de M. balsamum var. balsamum ne nous permet pas veritablement, a ce
stade, d’en confirmer 1’authenticité. Les données moléculaires présentées ici-méme

constituent donc une premiere étude qu’il conviendrait d’approfondir.

Quant au « baume du Pérou », outre les dérivés d’acides cinnamique et benzoique
précédemment identifiés au sein du « baume de Tolu » (composés P2, P9 et P21), I’empreinte
lipidique contient également du cinnamate de cinnamyle (P20), I’ensemble de ces
observations se révelant étre en conformité avec la description faite pour le baume du Pérou
par Langenheim (2003). Le « baume du Pérou » se définit egalement par la présence, non

négligeable, du cinnamate de 3-phénylpropanyle (P30), composé¢ que I’on retrouve
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abondamment dans les résines de Liquidambar. Si la présence de ce composé dans
le «baume du Pérou » du MNHN évoque les résines de Liquidambar précédemment étudiées,
I’importance de 1’acide oléanonique (T24) accompagné de 1’acide 3-épi-oléanolique (T30) au
sein de ce méme extrait conforte la possibilité d'une telle origine, nous conduisant donc a

mettre en doute la nature de ce baume comme étant du baume du Pérou.

1 -
007 p2 P9 P21 a. "Baume de Tolu" (MNHN)
o m/z 105
“ 50. * m/z 131 &\ &L
[45]
= 60
g % (P2) (P5) (P7) (P9)
D
= P7
%40_ 1 \'Oo & \Oo S0H
o5 |, OO oY O
£
P45 (P20) (P21) (P28)
*
204 ro
&
0 ( t[l.lll raak [..L . JL Ill . W
1004 P9 b. "Baume du Pérou” (MNHN)
o OxOH
_ ™
T 801 P21 o0 HO,@/\A or MeOE;LOMe
< D4 5( P20 P30 (P40 .
2 60 b3y (P30) (P40) (P45)
3 1 D6
° P2 Dﬁ
§ 40+ D2 ]
S 2 D1 |
‘ 201 | p2s ?1 D8
[ Dp
O_ﬂ IILl " UI.. - Avoadials, .
10 20 30 40 50

—— temps (min)——

FIG. 4.21 Chromatogrammes en phase gazeuse des résines historiques du (a) « baume de Tolu » et (b)
« baume du Pérou » de la collection botanique du Muséum National d’Histoire Naturelle de Paris. DX:
Diterpenes, dont les structures identifiées dans le « baume du Pérou » sont représentées en Figure 4.22.

Les composés présentant des fonctions acides et alcools sont analysés respectivement sous forme

d’esters méthyliques et d’acétates.
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De maniere plutot inattendue, nous y avons également relevé la présence de nombreux
diterpenes en quantités notables (composés D1 a D8, Figure 4.22). Or, la plante M. balsamum
var. pereirae, secrétrice du baume du Pérou, appartient au groupe phylogénétique des
angiospermes dont les résines se caractérisent globalement par leur contenu en triterpénes, a
I’inverse des résines de gymnospermes constituées de diterpénes (cf. 8 1.2). L’identification
de tels composes indique donc clairement que ce « baume du Pérou » a été adultéré par ajout
d’une résine diterpénique. Nous pouvons méme aller jusqu'a proposer que celle-ci est issue de
méleze du fait de la détection de quelques diterpenes caractéristiques du genre Larix, ¢’est-a-
dire le 13-épi-manool (D1) et, plus spécifiquement, I’acétate de larixyle (D6), présent en tant
que tel dans la résine de méleze mais qui, dans la fraction analysée, peut étre issu, en partie,
de I’acétylation du larixol (D6’) également présent dans cette résine (Mills, 1973, van den
Berg et al., 2000, Findeisen et al., 2007). En résumé, 1’échantillon de « baume du Pérou »
provenant du MNHN semble, en réalité, avoir été créé de toute piece en mélangeant une
résine de Liguidambar a un exsudat de meleze, ce dernier étant également connu sous
I’appellation de « térébenthine de Venise ». Il n’est toutefois pas impossible que du matériel
résinique véritablement issu de M. balsamum var. pereirae ait également été ajouté puisque la
distribution en esters d’acides cinnamique et benzoique, différente tout de méme de celle
issue des liquidambars, fait apparaitre la possibilité d'une troisieme composante végétale.

Toutefois, nous ne pouvons, a ce stade de ’analyse, en apporter 1’évidence.

£ “CooH COOH COOH
13-¢épi-manool acide sandaracopimarique acide pimarique acide 6-déhydro-déhydroabiétique
(D1) (D2) (D3) (D4)
OH
OH
TOOH * OR TOOH TOOH
acide déhydroabiétique  R= Ac : acétate de larixyle (D6) acide 15- acide 7-oxodéhydroabiétique
(D5) R=H : larixol (D6") hydroxydéhydroabiétique (D8)
(D7)

FIG. 4.22 Diterpenes identifiés au sein du « baume du Pérou » du MNHN, indiquant que le matériel

est adultéré par une résine issue de gymnospermes (méleze, vraisemblablement).
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Ces resultats, bien que préliminaires, conduisent a mettre en lumiere les nombreuses
ambiguités qui existent autour de la composition chimique des baumes de Myroxylon et
démontrent ainsi la nécessité de poursuivre ce travail chimiotaxonomique afin d’établir des
criteres moléculaires fiables pour leur identification. La difficulté pour mener & bien cette
recherche restant I’obtention de résines certifiées, ce travail pourra se poursuivre a la seule

condition que ce critére essentiel puisse étre atteint.

4.5.3. Etude du contenu moléculaire de parties aériennes de Myroxylon (branches

et feuilles)

Faute de pouvoir acquérir de la résine fraichement collectée sur un arbre du genre
Myroxylon, le Jardin Botanique de Meise (Belgique) nous a gracieusement fait don
d’échantillons de feuilles et de branches prélevés sur M. balsamum var. balsamum et M.
balsamum var. pereirae. L’analyse par GC-MS des fractions lipidiques des extraits a conduit
a 1’obtention de profils chromatographiques relativement similaires entre les branches et entre
les feuilles des deux variétés. Les distributions moléculaires observées sont riches en
constituants organiques et il n’a pas toujours €té aisé de proposer des structures moléculaires,

d'autant plus que la littérature est extrémement peu documentée a ce propos.

L'extrait lipidiqgue provenant des branches des deux variétés botaniques se
caractérisent par la présence, en tant que composés majeurs, de sucres (Figure 4.23) et, dans
une moindre mesure, de sesquiterpenes, du (E)-nérolidol (X3, cf. appendice), d’isoflavonoides
(composeés F1 a F4) et de B-sitostérol (S11) et stigmastérol (S13 ; phytostéroides), en accord
avec des précédentes analyses réalisées au sujet du matériel végétal issu de Myroxylon (de
Oliveira et al., 1978, Simas et al., 2004, Seo et al., 2012). Quant a la signature en triterpénes,
nous avons pu mettre en évidence la présence de -amyrine (T6) et de lupéol (T8), composés
extrémement courants parmi les triterpénes d'angiospermes (Phillips et al., 2006), ainsi que de

la 11-oxo-fB-amyrine (T36).

Si ces mémes composés T6, T8 et T36 se trouvent également au sein des extraits de
feuilles de Myroxylon, ces derniéres se distinguent, par ailleurs, par une série de triterpénes
plus inhabituels parmi lesquels nous avons identifié le composé T37 et son produit de

dégradation (T38). En ce qui concerne le composé T37, il s’agit d’un dérivé de la B-amyrine
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possédant un groupement méthoxy en C-11 que nous avons pu identifier sur la base des
données de MS présentées par Mathias et al. (2000 ; Figure 4.24) qui ont été, au demeurant,
établies dans le cadre d’une étude moléculaire s’intéressant aux triterpénes des feuilles de M.
balsamum. D’autre part, une série de triterpenes relativement analogues, mais possédant un
groupe hydroxy supplémentaire en C-2 (T39 a T42), a pu étre identifiée d'aprés I'nomologie
existante entre les spectres de masse de cette série de composés et le spectre de masse du
composé T37 fourni par Mathias et al. (2000 ; Figure 4.24). Hormis ces triterpénes atypiques,
nous avons constaté, avant tout, 1’absence des dérivés de 1’acide oléanolique possédant une
fonction oxygénée en C-6 (T15, T17 et T26). Conscient du fait que la chimie des résines
puisse étre différente de celle des parties aériennes de la plante sécrétrice, comme I’ont
démontré nos analyses de résines et d’éléments végétaux de S. officinalis, nous ne pouvons,
en I’état de notre étude, certifier que ces triterpénes oxygénés en C-6 ne puissent étre présents
au sein de résines de Myroxylon. Toutefois, aucune recherche actuelle ne fait état de la
présence de dérivés d’acides sumarésinolique et siarésinolique au sein de Myroxylon, les
travaux de Wahlberg et al. (1971) mis a part, mais que I'on peut a priori exclure dans la
mesure ou il s'agit sans doute de matériel résinique adultéré comme le suggére la présence de
triterpenes spécifiques aux résines de Dipterocarpaceae. Il serait donc important de
poursuivre cette étude en y incluant I’analyse de résines fraichement collectées et certifiées

par des experts botanistes des que cela pourra étre possible.
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FIG. 4.24 Spectres de masse des composés (a) T37 et (b) T39. Les fonctions alcools sont analysées
sous forme d'acétates (El, 70 eV).

166



Partie IT: Etude de I'enduit organique du crane de
Nahal Hemar






Chapitre 4 : Etude chimiotaxonomique d’exsudats de Styrax, Liquidambar et Myroxylon et
implications en archéologie

4.6. De I’usage du « Styrax » a travers I’Histoire

L’utilisation de résines aromatiques telles que les résines de styrax ou de storax
(liguidambar) est connue par I’intermédiaire de nombreuses sources historiques, et pourtant
rares sont les évidences archéologiques ou chimiques qui nous permettent d’en certifier
I’'usage (Modugno et al., 2006b). C’est d’ailleurs ce qui fait la singularité du crane de Nahal
Hemar, dont I’étude scientifique est présentée dans cette deuxiéme partie de chapitre,
puisqu’il s’agirait d’une des premiéresS attestations chimiques de 1’usage de styrax, mais
également de la plus ancienne. Attardons-nous tout de méme un instant sur les quelques
évidences archéologiques qui témoignent de 1’'usage du styrax, tout particulierement au cours

de I’ Antiquité.
4.6.1. Propriétés thérapeutiques du « styrax »

Des tablettes cunéiformes, dont certaines datées du VII®™ siécle av. J.-C., mais qui
sont en réalité des copies de textes plus anciens, comportent des textes médicaux expliquant
de quelle maniére les médecins Akkadiens traitaient le rhume et la constipation au moyen de

la gomme de styrax (Fossey, 1945).

« Si un homme souffre d’un rhume, tu pileras de la gomme-résine de styrax
dans de la biere fine, du miel et de I’huile raffinée. »

« Tu tritureras de la gomme résine de styrax dans de I’huile raffinée ; tu
tireras sa langue ; il boira et vomira. » (Fossey, 1945)

Les égyptiens avaient également connaissance de la résine de styrax (ou storax) qu’ils
nommaient « nénib® », comme Pattestent quelques représentations ou figure la résine parmi
les onguents représentés sur les sceénes d’offrandes (laboratoire du temple d’Edfou;
Chermette et Goyon, 1996), tout comme I’analyse chimique d’un échantillon de résine datée
de la XIIF™-X111°™ Dynastie (soit le 11°™ millénaire av. J.-C. environ, Goyon et al., 1999) et
un fragment de bois mis au jour dans la tombe de Toutankhamon (assimilé au genre
Liquidambar ; Serpico et White, 2000, Modugno et al., 2006b). Les embaumeurs égyptiens

avaient donc probablement recours & cette résine lorsqu’ils préparaient des corps pour la vie

®Sur les parois du laboratoire d’Edfou (période tardive ; Chermette et Goyon, 1996), le terme « nénib » se trouve

inscrit de la maniére suivante :

c o 0
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dans 1’Au-dela afin, notamment, d’éviter leur putréfaction. Des analyses chimiques de
substances d’embaumement ont effectivement suggéré I’utilisation de styrax (ou storax) sur
des momies égyptiennes non datées (Lucas, 1930), et il semblerait que les Carthaginois firent
de méme avec leurs morts (Reutter, 1918). L’utilisation de styrax (ou storax) dans le cadre de
rituels d’embaumement peut s’expliquer par les propriétés antiseptiques et antifongiques des
esters cinnamiques et benzoiques qui sont des constituants majeurs de ces résines. Plus tard,
en Amérique du Sud, les Incas mirent a profit ces mémes propriétés en utilisant pour la
momification les baumes du Pérou et de Tolu connus, eux aussi, pour leur forte concentration
en esters aromatiques (Reutter, 1915, 1918). Toutefois, nous regrettons de ne pas avoir acces
aux résultats détaillés de ces différents travaux analytiques, cités ci-dessus, afin de confirmer

ces résultats.

A la lecture des écrits grecs et romains qui nous sont parvenus, il apparait que quelques
auteurs mentionnent la résine de « styrax », parmi lesquels I’historien grec Hérodote (Vvome
siecle av. J.-C.) et le naturaliste romain Pline I’Ancien (I* siécle ap. J.-C.) dont voici les

propos :

«lIls [les Arabes] recueillent [’encens en faisant briler du styrax, une
gomme dont les Phéniciens font le commerce avec la Greéce, car les arbres
qui donnent [’encens sont gardés par des serpents ailés, petits et de couleurs
diverses (ceux-la méme qui envahissent I’Egypte), massés nombreux autour
de chaque arbre ; rien ne peut les en écarter, sinon la fumée du styrax. »
(Hérodote, L Enquéte, livre 111, 107)

« La portion de la Syrie limitrophe de la Judée, et située au-dessus de la
Phénicie, produit le styrax (styrax officinale, L.) autour de Gabala, de
Marathus et de Casius, montagne de la Séleucie. L'arbre porte le méme
nom ; il ressemble au cognassier. Il donne un suc apre, mais laissant un
godt agréable. A l'intérieur il est semblable a un roseau, et rempli de jus.
Vers le lever de la Canicule, des vermisseaux ailés y volent et le rongent,
vermoulure qui en salit le sue. Apres le styrax de Syrie on vante celui de
Pisidie, de Sidon, de Chypre, de Cilicie; celui de Crete n'est pas estimé.
Celui du mont Aman en Syrie est employé par les médecins, et encore plus
par les parfumeurs. » (Pline I’ Ancien, Histoire naturelle, livre XII)

Cet usage therapeutique apparait également dans les prescriptions du médecin grec
Hippocrate, & partir du V™ siécle av. J.-C., et notamment dans son traité de gynécologie

intitulé « Traité des maladies de femmes » dont en voici quelques extraits :
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«Quand les régles ne se déclarent point, on pile du styrax et du pouliot ’;
on y méle de la graisse d’oie pour en former un pessaire. [...]. Autre
pessaire pour purger la matrice, dans le cas ou les régles ne se montrent
point. Pilez du styrax et de [’origan, incorporez avec de la graisse d’oie, et
formez un pessaire. /.../.Quand il survient des douleurs promptes avec des
défaillances [...] on emploie, de la méme maniere, du styrax trempé dans un
baume. » (Hippocrate, (Euvres d’Hippocrate, volume 11)

Enfin, la résine de styrax était utilisée par les civilisations antiques pour ses propriétés
antiseptiques, desinfectantes, expectorantes, antibactériennes et antifongiques (Pauletti et al.,
2006, Hovaneissian et al., 2008). Le « styrax » servait notamment a traiter les infections
chroniques des voies respiratoires comme 1’asthme ou la bronchite (Hovaneissian et al., 2008).
Les Amérindiens, quant a eux, machaient de la résine de L. styraciflua afin de se nettoyer et

soigner les dents (Langenheim, 2003).

4.6.2. Le « styrax » pour les fumigations et les parfums

De par la présence de nombreux constituants volatils au sein du matériel résinique de
type « styrax », la combustion de ce dernier libére un parfum agréable, que certains qualifient
de vanillé (Amigues, 2007). Cette propriété odoriférante de la résine a conduit a ce qu’elle
soit employée pour les fumigations, liturgiques par exemple, ou la formulation de parfums.
Dans la région du Moyen-Orient, il n’était pas possible, selon Amigues (2007), d’utiliser la
résine de liquidambar (L. orientalis) pour les fumigations du fait de sa consistance
particulierement liquide, et seule la résine solide de styrax (S. officinalis) pouvait étre, par
conséquent, utilisée. L’emploi de résine de styrax comme encens® ou pour la formulation
d’onguents est attestée en Egypte ancienne par I’intermédiaire de textes gravés sur les parois
de temples (Chermette et Goyon, 1996) et grace a I’analyse par GC-MS du contenu d’un
encensoir (Modugno et al., 2006b). Selon Aristote, les fumigations de styrax servaient a
repousser les animaux indesirables tels que les insectes (Amigues, 2007). Le benjoin était
également, en Chine, associé a des pratiques rituelles afin de repousser les démons et d’établir

des connections avec le monde des esprits bienveillants (Andaya, 2002).

Les Européens s’intéressérent également a ces résines et un commerce s’établit avec

I’Indonésie notamment, & partir du XV*™ siécle ap. J.-C., comme le démontre la découverte

" Le « pouliot », désigné par le terme scientifique Mentha pulegium, est une espéce de menthe sauvage de la
famille des Lamiacées.

& Nous considérons ici le terme « encens » dans son sens général et non comme celui se rapportant & la gomme
résinique obtenue a partir des plantes du genre Boswellia.
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de jarres contenant des résines de styrax dans des épaves datées du XVe™-XV11°™ siécle ap.
J.C. et mises au jour dans 1’Océan Pacifique (Gianno et al., 1990). Aujourd’hui encore, les
créateurs de parfums s’approvisionnent en résines de styrax, gommes de liquidambar, baume
de Tolu et du Pérou pour leur odeur balsamique (pouvant étre associé aux senteurs de
chocolat, caramel, vanille, miel, ...). Les résines de « styrax » font notamment parties des
essences qui composent les parfums aux propriétés olfactives de type oriental tels que
« Opium » (Yves Saint Laurent), « Bois des fles » (Chanel) ou « Shalimar » (Guerlain), ce

dernier contenant egalement du baume du Pérou ou, tout du moins, un produit équivalent.
4.7. Contexte archéologique et présentation des échantillons étudiés
4.7.1. Site archéologique de Nahal Hemar

Le site archéologique de Nahal Hemar (« la vallée du bitume » en hébreu) se situe
dans le désert de Judée, a 17 km a I’Ouest de la Mer Morte et a 210 métres en dessous du
niveau de la mer (Figure 4.25 ; Bar-Yosef et Alon, 1988). Au cours des années 1950-1960,
des bédouins, a la recherche des rouleaux de la Mer Morte, y mirent au jour une grotte, de
taille exigué (environ 4 m x 8 m) et encombrée par d’imposants blocs rocheux. Ce n'est qu'en
1983 que des archéologues, sous la direction d’Ofer Bar-Yosef et de David Alon,

redécouvrirent cette grotte et entreprirent de fouiller les 4 couches stratigraphiques du site.

Ce sont les strates 3 (3A et 3B) et 4 qui ont fourni les plus belles découvertes du site,
parmi lesquelles un reste de foyer, des cordages, un important matériel lithique (tétes de
fleche, lames), des objets élaborés a partir de matériel osseux (de bovins principalement), des
récipients enduits d’asphalte, des fragments de filets et de tissus auxquels s’ajoutent un casque,
une faucille, du fil de lin, des perles faites de coquillages, des figurines anthropomorphes en
0s, un masque en calcaire, des piéces de vanneries (nattes, paniers) et, enfin, six cranes
humains (Bar-Yosef et Alon, 1988). Nombreux sont les objets, préservés au sein de la cave,
qui furent associés a la pratique d’un culte. Au regard des mesures de datation, opérées sur
des fragments de charbon et d’artefacts, ainsi que de la typologie du matériel archéologique,
les strates 2 a 4 furent attribuées a la période du Néolithique Précéramique B (souvent abregée
« PPNB », 8500-7000 av. J.-C.).
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FIG. 4.25 A. Localisation de la grotte de Nahal Hemar, au Sud du désert de Judée (Israél) et B. vue de
la grotte, a I’entrée particuliérement exigué (sources: A. Carte modifiée d’aprés celle du World
Factbook®, B. Photo de Arie Geva, Picassa Web).

4.7.2. Echantillons sélectionnés pour [’étude de géochimie organique

Dans le cadre d’un réexamen approfondi de certains des objets mis au jour & Nahal
Hemar, deux échantillons ont pu étre prélevés sur le panier #448, de méme que trois
échantillons a la surface du crane #515 (Tableau 4.2). Il s’agit, pour ces derniers,
d’échantillons détachés d'une résille en damier ornant les cranes (NH2823 et NH2969) et de la
couche a la base de la resille, en contact avec le crane (NH2968, Figure 4.26). L’étude a
également concerné un résidu de collagéne (#672), sans lien direct apparent avec le panier et
le créne, puisque un écart temporel de plus de mille ans sépare ces échantillons du fragment
de collagéne. Toutefois, cet échantillon exclusivement composé de collagéne constituait un
échantillon de référence archéologique pour 1’étude protéomique engagée sur les fragments de
crane et de panier par deux autres équipes de chercheurs associées a ces travaux
d'identification. Seuls les résultats relatifs a I’analyse des échantillons provenant de I’enduit
organique du crane font 1’objet, dans la suite de ce document, d’une description approfondie.
L’étude des deux échantillons de panier NH2825 et NH2826 ainsi que du résidu NH2824 est

rapportée et commentée dans la publication jointe en annexe (Solazzo et al., 2016 ; cf. § 4.10).

*The World Factbook, Washington, DC, Central Intelligence Agency, 2016.
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TABLEAU 4.2

Inventaire des échantillons archéologiques examinés en provenance de Nahal Hemar.

Obijet archéologique® N° échantillon description datation®
« résidu organique » #672 NH2824 Echantillon de collagéne 7300-7050 cal. BC
Panier #448 NH2825 Fragment noir présentant des -
résidus de végétaux a la
surface
NH2826 Fragment marron avec une
empreinte végétale
Créne #515 NH2823 Résille en damier 8920-8430 cal. BC
NH2968 Couche de base a I’aspect
fibreux
NH2969 Résille en damier

dnumérotation issue de Connan et al. (1995).
®mesures de datation au **C transmises par le Weizmann Institute (Isragl).

Résille d
organique

~~-

FIG. 4.26 (A) Crane décoré de Nahal Hemar, a I’arriere duquel a été placé un enduit organique sous la
forme d'une résille, (B) échantillon de la résille (NH2968) prélevé pour I’analyse de géochimie
organique (photos du créne: Clara Amit, Israel Antiquities Authority, photo de [’échantillon :

Caroline Solazzo).
4.8. Evaluation du cortege moléculaire présent dans la résille organique

Dans le but d’altérer le moins possible le crane de Nahal Hemar #515, témoin
archéologique unique et par conséquent de grande valeur, les nouveaux prélévements réalisés
en vue d’un réexamen moléculaire ont conduit a 1’obtention d’échantillons dont la masse
n’excédait pas 83 mg (Tableau 4.3). Si la quantité restreinte de materiel archéologique
disponible pour les analyses chimiques peut parfois constituer un frein important pour des
études moléculaires, la nature fortement lipidique de I’enduit étudié (> 67 % d'extrait
organique) a représenté, ici, un avantage considérable. A I’inverse, les échantillons de panier,
dont les résultats sont présentés dans la publication en partie 4.10, ont montré une trés faible

proportion de matériel extractible aux solvants organiques (< 10 %).
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TABLEAU 4.3

Quantité de matériel disponible pour I'étude moléculaire et % d’extrait lipidique obtenu aprés

extraction aux solvants organiques (CH,CIl,/CH3OH, 1/1, v/v).

N° échantillon Quantité de matériel prélevé (mg) % d’extrait lipidique
collagéne NH2824 483 <1
panier NH2825 22 3
NH2826 54 9
crane NH2823 83 > 90
NH2968 22 67
NH2969 52 > 70

L’investigation par GC-MS de la résille organique a mis en lumiére la complexité du
matériau apposé a la surface du crane. Afin de ne manquer aucun composé moléculaire,
méme les plus volatils, nous avons choisi de mettre en place, pour chacun des échantillons, un
protocole analytique comprenant (1) une premiere étape d’extraction au dichlorométhane et
sollicitant le moins d’étapes d’évaporation afin de détecter au mieux les composes les plus
volatils, (2) une seconde étape d’extraction avec un mélange CH,Cl,/CH3OH (1:1, v/v) et un
protocole « classique » de purification et, enfin, (3) une hydrolyse du résidu non extractible
(cf. partie expérimentale en chapitre 7). Chaque phase de I’étude a alors conduit a la détection
de composés de nature bien différente que sont (1) des corps gras (triglycérides), (2) des

lipides de végétaux et (3) des acides aminés.
4.8.1. Détection de corps gras au sein des échantillons NH2823 et NH2969

Dans les échantillons NH2823 et NH2969, I’analyse par GC-MS de la fraction
contenant les molécules les plus «volatiles » a montré la présence du cadaléne (X4, cf.
appendice), des acides palmitique (Cis.0) €t stéarique (Cigs), de quelques n-alcanes et, de
maniére plus exceptionnelle, d’esters lourds et de triglycérides (Figure 4.27). Si peu
d’informations structurales en rapport avec les triglycérides sont obtenues par GC-MS, les
fragments abondants a m/z 257 et 285 observés dans le cas des esters lourds suggerent une
construction moléculaire basée sur les esters de 1’acide palmitique et de I’acide stéarique.
Cette distribution des esters (Eso & E4q) centrée sur I’homologue en Ez4 est plutdt inhabituelle
et ne correspond pas aux cires classiquement observées en archéologie (Regert et al., 2005).
La présence de ces homologues peut donc provenir d’une source végétale non identifiée ou de
réactions de condensation entre les composés chimiques originaires des échantillons

archéologiques dans lesquels ces acides en Cyg:.0 et Cyg Se retrouvent a 1’état libre en quantité
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tres élevée. Par ailleurs, il est remarquable de noter que contrairement a ces échantillons de
résille, 1’échantillon NH2968, qui a été prélevé a la base de ’enduit, ne contient aucun des
composés décrits ci-dessus.

o el Baa
100- n-alcanes triglycérides
NH2823 % n-acides
E, esters lourds
C‘IG:G
* Es2
C18:0
iy X4 * CZ? ng C31
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FiIG. 4.27 Chromatogrammes en phase gazeuse des extraits lipidiques contenant les composés
« volatils » originaires des échantillons NH2823 et NH2969 (programme de température D). Les

acides sont analysés sous la forme d'esters méthyliques.

Dans 1’échantillon NH2823, 1a présence de triglycérides (ou triacylglycérols, TAG),
principaux constituants des huiles et graisses tant animales que végétales (Laakso, 2002,
Bastien, 2011), mérite d’étre soulignée au regard de leur abondance au sein de 1’échantillon.
Si I’analyse par GC-MS n’est sans doute pas la méthode la plus adaptée aux TAG en raison
notamment de leur faible volatilité -a moins d'utiliser des conditions et une colonne capillaire
adaptées aux analyses a hautes températures-, I’analyse par LC-MS, en mode APCI™®
(ionisation chimique a pression atmosphérique) et en phase inverse, permet de séparer les
differents homologues de TAG selon leur longueur de chaine totale et leur nombre
d’insaturations, puis d’en déterminer la structure moléculaire partielle, en spécifiant la nature
des acides gras liés au glycérol (Laakso, 2002, Buchgraber et al., 2004). En mode APCI, les
triglycérides se fragmentent principalement pour former les ions [M+H]" et [M-RCOO]"
(Fauconnot et al., 2004), ce dernier fragment étant le résultat de la perte d’un des acides gras

estérifiés sur 1'une des trois positions du glycérol (sn-1, sn-2 ou sn-3, Figure 4.28). Par

Y1l est & noter que I’analyse des TAG peut également se faire en LC-MS en utilisant les modes ESI
(électrospray) et APPI (photoionisation a pression atmosphérique ; Gomez-Ariza et al., 2006, Saliu et al., 2014)
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ailleurs, d’autres informations structurales sont fournies par 1’intensité de certains de ces
fragments. En effet, I’intensité de I’ion [M+H]" augmente dés lors que les chaines d’acides
gras contiennent des insaturations alors que la détection de cet ion, dans le cas d’un TAG
formé exclusivement a partir d’acides gras saturés, est souvent délicate (Byrdwell et Emken,
1995). D’autre part, compte tenu de la difficulté plus importante a arracher le groupement
acyle positionné en sn-2, I’intensité des ions [M-RCOQ]" correspondant a la perte des chaines
sn-1 et sn-3 (espéces a et ¢, Figure 4.28) sera plus intense que celle de 1’ion [M-RCOOQ]"

résultant de la perte de la chaine sn-2 (espece b ; Mottram et al., 1997, Laakso, 2002).

fragments [M-RCOOJ* possibles
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FIG. 4.28 Structure générique des triglycérides et fragments [M-RCOOQ]" obtenus en analyse MS
(mode APCI, modifié d’aprés Bastien, 2011).

La figure 4.29 montre le profil chromatographique des triglycérides de 1’échantillon
NH2823 obtenu lors de I'analyse par HPLC-MS et la figure 4.30 présente les spectres de
masse obtenus en mode APCI pour chacun des pics chromatographiques. Les différents
fragments, notamment de type [M-RCOO]", ont fait apparaitre I'existence de nombreuses co-
élutions de TAG, rendant le travail de caractérisation délicat. Néanmoins, il semblerait que
ces triglycérides soient principalement constitués de chaines hydrocarbonées saturées, parmi
lesquelles les acides myristique (Ci4.0), palmitique (Ci6:0) et stéarique (Cig0) Sont majoritaires
comme I’indique I'abondance relative des fragments [M-RCOO]" et la quasi absence d'ions
[M+H]" (Figure 4.30). En effet, comme I'ont montré Byrdwell et Emken (1995), en mode
APCI, les spectres de masse des TAG insaturés présentent des ions [M+H]" bien visibles, ce
qui n'est pas le cas des dériveés satures, dont les spectres de masse sont largement dominés par
les fragments du type [M-RCOO]". Il nous est toutefois possible de proposer qu'un certain
nombre de ces triglycérides sont constitués d'une combinaison d'acides en Cyg, Cig €t Coy,
saturés pour l'essentiel, mais avec éventuellement une composante mineure d'acides
monoinsaturés (cf. ions [M+H]" visibles dans les spectres de masse de la Figure 4.30). Il est
également important de noter que la distribution des TAG observée dans cet échantillon, trés

ancien, ne refléte pas nécessairement la distribution originelle et que ’altération du matériau,
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avec le temps, a pu conduire a l'oxydation des chaines insaturées, et donc a I'élimination
progressive et sélective des dérivés insaturés. Ainsi, il est donc épineux de proposer une
origine, qu'elle soit animale ou végétale, concernant la source biologique des TAG identifiés
dans 1’échantillon NH2823, et leur présence parmi les constituants de la résille du crane ne
peut seulement étre interprétée qu'en terme de contribution d'une substance grasse en tant
qu'ingrédient possible dans la confection de cette résille. 1l convient toutefois de demeurer
prudent quant a la présence de ces TAG, dans la mesure ou les échantillons de résille NH2823
et NH2969 sont, d'un point de vue moléculaire, semblables en tous points (cf. Figure 4.27 et
discussion sur les dérivés cinnamiques et benzoiques ci-apres), a l'exception de la présence
exclusive de TAG dans le prélevement NH2823. Ceci nous amene alors a envisager la
possibilité d'une éventuelle contamination, soit lors de I'échantillonnage, soit lors de la
manipulation ou du traitement de I'échantillon, celui-ci étant disponible en trés petites
quantités et donc susceptible d'étre facilement contaminé. Malheureusement, en I'absence de
données telle qu'une datation au **C des TAG, nous ne pouvons trancher entre la possibilité

d'une origine syngénétique ou d'une contamination plus récente.
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FIG. 4.29 Chromatogramme en phase liquide montrant la distribution des triglycérides contenus dans

I’échantillon NH2823. Chaque pic est constitué d'un mélange de TAG coéluant.
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FI1G. 4.30 Spectres de masse des triglycérides correspondant aux pics | a VI (Figure 4.29) identifiés

dans I’échantillon NH2823 (APCI) et suggestions concernant 1’association des acides gras impliqués
d’aprés la masse des fragments [M-RCOO]" (d’aprés Holcapek et al., 2003). M : acide myristique
(C149), P : acide palmitique (Ci¢), Po : acide palmitoléique (Cye.1), Ma : acide margarique (Ci79), S':

acide stéarique (Cygyp), O : acide oléique (Cig1), G : acide gadoléique (Cx1), A : acide arachidique

(CZO:O)'
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4.8.2. Etude chimiotaxonomique de la composante végétale incorporée dans [’enduit

Comme nous 1’avons évoqué précédemment lors de 1’analyse des corps gras, une
différence majeure est apparue entre 1’échantillon NH2968 (base du crane) et les échantillons
NH2823 et NH2969 (resille), ces deux derniers étant fort semblables d’un point de vue
moléculaire (Figure 4.31). L’analyse par GC-MS de D’extrait lipidique des échantillons
NH2823 et NH2969 a ainsi révélé la prédominance des acides gras en Cigo et Cigo
accompagnes de quelques composes phénoliques de faible poids moléculaire, en début de
chromatogramme, et de dérivés de D’acide cinnamique et de 1’acide benzoique. La
caractérisation structurale de ces composeés est rendue difficile par l'absence d'ions
moléculaires et de fragmentation, hormis celle, trés intense, qui donne les fragments m/z 105
(dérivés benzoiques) et 131 (dérivés cinnamiques), permettant de distinguer ces deux séries de
composes (cf. 8 4.3.2). Sans information concernant la partie alcool impliquée dans la
structure, de nombreux esters des acides cinnamique et benzoique n’ont pu voir leur structure

caractérisée.

Si les esters formés a partir des acides cinnamique et benzoique sont peu abondants au
sein des échantillons prélevés au niveau de la résille, I’échantillon NH2968 révéle un contenu
particulierement riche en ces dérivés (Figure 4.31). Quoique la majorité des structures n’aient
pu étre identifiées, il nous a été possible de mettre en évidence, tout de méme, 1’acide
cinnamique (P2), le cinnamate de benzyle (P21) et le cinnamate de cinnamyle (P20). Ce
résultat majeur, en adéquation avec de précédentes analyses de pyrolyse-GC-MS (Solazzo et
al., 2014), nous a conduit a proposer qu’un baume aux caractéristiques aromatiques ait pu
intervenir dans la formulation de ’enduit situé a 1’arriéere du crine de Nahal Hemar.
N’écartant a 1’origine aucune source botanique, nous avons, dans un premier temps, tenu
compte de la distribution géographique des especes productrices de baumes (espéces Styrax,
Liquidambar et Myroxylon). Evidemment, la possibilité que les populations préhistoriques,
demeurant 2 Nahal Hemar il y a plus de 10 000 ans, aient pu s’approvisionner en baume de
Tolu ou en baume du Pérou (Myroxylon sp.), dont la production se trouve exclusivement
localisée sur le continent américain (cf. 8 4.5.1), a été totalement écartée. En tenant compte,
ensuite, de la répartition geographique des différentes espéces de Styrax et de Liquidambar
(Figure 4.3), les sources botaniques retenues ont été la résine de S. officinalis et celle de L.
orientalis, toutes deux originaires du bassin méditerranéen. Bien qu’actuellement, les
plantations de L. orientalis, en vue d’une production de resine, se concentrent essentiellement

dans le sud de la Turquie et, dans une moindre mesure, sur les fles de Chypre et de Rhodes
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(Igolen, 1972, Amigues, 2007, Oztiirk et al., 2008), il nous est paru délicat de tenir compte de
la répartition géographique actuelle pour l'extrapoler a la période du Néolithique

Précéramique B.

Cependant, la prédominance du cinnamate de cinnamyle (P20) et/ou du cinnamate de
3-phénylpropanyle (P30), composés majeurs dans les résines de référence (Figures 4.6 et
4.17) n’a pas été observée dans le cas de 1’échantillon NH2968. Puisque la distribution des
esters d’acides cinnamique et benzoique diverge fortement du contenu moléculaire des résines
de référence étudiées au préalable, nous n’avons pu déterminer la source botanique de la
résine archéologique utilisée pour la confection du revétement du crane sur la base de ce
critere moléculaire. L’altération de la résine végétale étudiée ne faisant aucun doute étant
donné son I'age, il est plus que probable que la distribution originelle des esters de 1’acide
cinnamique et de 1’acide benzoique ait été altérée par vieillissement, conduisant a la formation
de nombreux produits additionnels d'altération et, en contrepartie, a la disparition de certains
composés de la résine initiale. En effet, des réactions d’hydrolyse et/ou de condensation, ces
derniéres faisant interagir les multiples composés aromatiques entre eux ou avec d’autres
constituants du mélange, ont trés certainement induit la formation de nouveaux constituants,
parmi lesquels des esters de cinnamate et benzoate, entrainant de ce fait une complexification
importante du melange. L’altération partielle des esters d’acides cinnamique et benzoique a
entrainé une modification notable des abondances relatives initiales de ces composés, ce qui
ne permet pas de différencier les deux sources botaniques envisagées et, donc, d’identifier

précisément la composante végétale de 1’enduit organique.
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FiG. 4.31 Chromatogrammes en phase gazeuse des extraits lipidiques obtenus a partir des échantillons
(a) NH2823, (b) NH2969 et (c) NH2968 prélevés a I’arriére du crane de Nahal Hemar. La présence
d’esters de cinnamate (m/z 131) et de benzoate (m/z 105) est respectivement signalée au moyen de
losanges pleins et de cercles vides. Les alcools sont analysés sous forme d’acétates et les acides sous

forme d’esters méthyliques (programme de température C).
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Suite a ce constat, le potentiel chimiotaxonomique des triterpénoides au sein de
I’échantillon NH2968 (base de la résille) a été exploré -ce type de composés étant absent des
deux autres échantillons NH2823 et NH2969-. Cet échantillon contient, en effet, des dérivés
rares de I’acide oléanolique présentant une fonction oxygénée (alcool ou cétone) en position
C-6 (Figure 4.32). Comme décrit précédemment dans le cas des résines de référence (cf. §
4.3.2.c), I’identification structurale de ces triterpenes a été effectuée sur la base de
I'interprétation des spectres de masse (MS) obtenus en ionisation de champ (FI), impact
électronique (EI) et ionisation chimique (CI) ainsi que par comparaison avec les données de la
littérature. Nous avons ainsi pu mettre en évidence, parmi les triterpénes de 1’échantillon
NH2968, I’acide oléanolique (T13), I’acide 6B-hydroxy-3-oxo-oléan-12-en-28-oique (T17),
I’acide 3pB-hydroxy-6-oxo-oléan-12-en-28-oique (T26) ainsi que I’acide sumarésinolique
(T15). Lors de I’étude préliminaire concernant les résines de référence, nous avions observé
ces mémes composes, avec une distribution fortement similaire (Figure 4.32), au sein de
I’échantillon de référence de S. officinalis, tandis que la résine de L. orientalis se caractérise
par la présence de 1’acide oléanonique (T24). De ce fait, nous pouvons en conclure que la
contribution d'une résine de L. orientalis peut étre exclue, et qu’un enduit a base de résine de
S. officinalis a tres certainement été appliqué a la surface du crane, possiblement dans le but
de le parfumer. Cette hypothése est corroborée par 1’identification de 1’égonol et
I’homoégonol (B1 et B2) caractéristiques des Styracaceae (cf. § 4.3.2). La présence de ces
benzofuranes, importants constituants de 1’écorce de S. officinalis (cf. § 4.3.3), suggere que
les hommes responsables de la collecte de la résine a Nahal Hemar ont prélevé des fragments

d’écorce avec la résine.

L’identification d’une résine de S. officinalis comme ingrédient de 1’enduit organique
appliqué a I’arriere du crane de Nahal Hemar, il y plus de 9000 ans, correspond a la plus
ancienne attestation, a notre connaissance, de 1’utilisation d’une résine aux propriétés
odoriférantes dans le cadre de pratiques rituelles. Le recours a une telle résine démontre la
capacité de nos ancétres a exploiter les ressources naturelles dont ils disposaient dans un
périmétre géographique plus ou moins large et ttmoigne également de leur grande technicité

pour prélever et modeler, a leur convenance, ce matériel résinique.
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FiG. 4.32 Chromatogrammes en phase gazeuse partiels montrant la distribution des triterpénes
présentant les fragments m/z 189+203 au sein de (a) la résine fraiche de S. officinalis collectée a
Yodfat, en Israél, (b) la méme résine fraiche aprés 13h d’oxydation et (C) I’échantillon archéologique

NH2968. Les alcools sont analysés sous forme d’acétates et les acides sous forme d’esters méthyliques.

A coté de ces triterpenes possédant une fonction oxygénée en C-6 (T15, T17, T26)
dans ce méme échantillon (NH2968), des composés partageant les mémes fragments de base a
m/z 189+204, typiques de motifs triterpéniques, ont été détectés en fin de chromatogramme
(Figures 4.31 et 4.32). L’examen en MS et I’étude comparative des données publiées (Wang
et al., 2006a) ont permis d’établir qu’il s’agit de structures de type époxylactone (Figure 4.33).
Les fragments a m/z 291, 249 et 293 (pour les composés T43, T18 et T19, respectivement)
ont été interprétés comme des fragments issus du réarrangement moléculaire observé dans le
cas des 11a,120-époxy-y-lactones de la série de 1’oléanane tel que proposé par Kamiya et al.
(1997). Ce motif de type époxylactone se retrouve également dans le cas des composés T44 et
T45, identifiés par analogie, comme étant respectivement le 3,6-oxo0-11a,12a-époxyoléan-28-
13B-olide et le 3B-hydroxy-11a,12a-époxyoléan-28-13B-olide. Compte tenu de 1’absence de

ces molécules dans la résine fraiche de S. officinalis, nous avons envisagé qu’il puisse s’agir
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de triterpenes provenant d’une seconde substance d’origine végétale au sein de I’enduit
organique, ou, plus vraisemblablement en raison de leur identification -a 1’état de traces- dans

une résine de S. tonkinensis (Wang et al., 2006a), de produits de dégradation dérivant des

triterpenes naturels de la résine de styrax.
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FIG. 4.33 Spectres de masse des dérivés de 1’acide sumarésinolique de type époxylactone T43, T18 et
T19 identifiés dans la résine archéologique NH2968 (El, 70 eV).

Afin de vérifier cette derniére hypothése, nous avons mis en ceuvre une réaction
d’autoxydation en conditions radicalaires (AIBN, t-BuOOH, air, 50 °C, 13h, cf. § 7.1.6) a
partir d’une aliquote de la résine fraiche de S. officinalis 2982 dans le but de simuler
artificiellement le vieillissement de la résine de S. officinalis. Cette expérience d’oxydation a
donné lieu a la formation, entre autres, des triterpenes T46 a T49, les trois derniers possédant
un systeme conjugué constitué d’une cétone en position C-11 et d’une double liaison en
position C-12 (Figure 4.32), comme le suggere les fragments m/z 217, 257, 276 et 317,
caractéristiques des dérivés de 1’acide 11-oxo-oléanolique (Wyrzykiewicz et al., 1989). De
surcroit, notre expérience d’autoxydation a induit la formation de triterpénes présentant une
fonction 11a,120-époxy-y-lactone (T18, T19 et T43 a T45), ceux-la méme qui sont présents
au sein de la résine archéologique. Il est fort probable que les mécanismes réactionnels
intervenant dans la formation de ces 1la,l2a-époxylactones a partir des dérivés d’acide
sumarésinolique soient analogues au réarrangement moléculaire décrit précedemment lors

d’expériences de photo-oxydation (hvet O,; Kitagawa et al., 1968) ou d’oxydation en
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conditions radicalaires (Majumder et Bagchi, 1983), a partir de triterpenes de la série de
I’oléanane et de 1’'ursane. Ce mécanisme d’oxydation implique notamment la formation d’un
hydroperoxyde allylique en position C-11 suivi d’un réarrangement intramoléculaire via un

mécanisme concerté (Figure 4.34).

FIG. 4.34 Mécanisme d’oxydation conduisant & la formation d’un triterpéne de type 1la,120-

époxylactone a partir de 1’acide oléanolique (modifié d’aprés Majumder et Bagchi, 1983).

La présence des composés T18, T19 et T43 a T45 dans 1’enduit archéologique serait
donc liée & un processus d’altération d0 au vieillissement de 1’échantillon archéologique et
nous proposons, a ce titre, que les dérivés triterpéniques de type 1la,l2a-époxylactone
oxygenés en C-6 puissent constituer d’importants marqueurs chimiotaxonomiques de résines
de S. officinalis dans le cadre d’études archéologiques. Fait remarquable qui mérite d’étre
discuté, nous avons constaté I’absence des produits d’oxydation constitués d’un groupement
de type 11,12-énone au niveau du cycle C (composés T47 a T49), au sein de la résine
archéologique, et dont nous avons observé la formation lors de I'expérience d’autoxydation.
Une de nos hypothéses repose sur le fait que les conditions régnant au niveau de 1’enduit du
crane (pH, especes oxydantes, ...) aient pu favoriser la formation des composés T18, T19 et
T43 a T45 au sein de 1’échantillon archéologique. On ne peut toutefois exclure que des
triterpenes portant un groupement de type 11,12-énone aient été initialement formés et oxydés
par la suite, un processus que notre expérience de relative courte durée n’a été en mesure de

reproduire.

Pour des applications archéologiques futures, il pourrait également étre intéressant
d’étudier le comportement de certains composés, triterpéniques notamment, lors d’une
cuisson modérée de la résine, un procédé qui aurait pu étre mis en place dans le but de rendre
le matériau plus malléable et ainsi d’en faciliter I’application sur le crane ou I’incorporation a

d’autres substances dans le cadre de la constitution d’un mélange.

Remarque : Puisque nos résultats démontrent 1’incorporation d’une résine de S.

officinalis au sein de I’enduit organique, nous avons cherché a savoir si les aglycones (T27 et
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T28) des saponines de triterpénes décrits par Yayla et al. (2002) et identifiés dans nos résines
de référence 2982 et 3020, pouvaient étre également présents dans 1’enduit du crane. Leur
détection aurait, en effet, constitué un argument supplémentaire en faveur de I’utilisation d’un
exsudat de S. officinalis. Ces aglycones n’ayant pu étre mis en évidence dans 1’extrait
lipidique apolaire, nous avons alors procedé a 1I’hydrolyse de la fraction polaire de 1’extrait
lipidique de NH2968, mais cette dégradation chimique n’a pas, pour autant, libéré de tels

COMpOsés.
4.8.3. Profil des acides aminés

L’un des objectifs de 1’étude était également de caractériser, au moyen de techniques
protéomiques notamment, un des constituants du revétement retrouvé sur le crane de Nahal
Hemar qui avait été identifié comme étant du collagene lors de précédentes analyses (Connan
et al., 1995) afin de confirmer cette identification et de déterminer son origine biologique.
Nous nous sommes alors demandé de quelle maniére les analyses par GC-MS, couramment
employées en géochimie organique, pouvaient permettre 1’identification d’une substance
protéinique comme le collagéne. Nous avons alors procéde a la méthanolyse de la composante
non extractible aux solvants organiques, ce qui a conduit a la libération de nombreux acides
aminés. Leur analyse par GC-MS a ainsi permis d'identifier certains constituants majeurs du
collagéne, tels que la glycine, la proline et I’hydroxyproline (Figure 4.35 ; Plavan et al., 2013).
Ce résultat peut donc suggérer que de la résine de S. officinalis ait pu étre mélangée a du
collagene afin de faciliter notamment 1’adhésion de la résille sur le créne. L’intégralité des
résultats se rapportant a I’étude des acides aminés est présenté en annexe de ce chapitre

(Solazzo et al., 2016).
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FIG. 4.35 Chromatogramme partiel en phase gazeuse de 1’hydrolysat (HCI/CH3OH) du résidu solide
restant apres 1’extraction aux solvants organiques de 1’échantillon NH2968. Les fonctions acides sont
analysées sous forme d’esters butyliques et les fonctions alcools et amines sous forme de

trifluoroacétates (programme de température E).
4.9. Conclusion

L’étude par GC-MS de résines de référence de styrax, exsudées de différentes especes
de Styracaceae, a mis en lumiere la composition lipidique de ces dernieres. Fait remarquable,
il s’agit de la premiere étude du genre en ce qui concerne la résine de S. officinalis gréce a
I’obtention de résines fraichement collectées et certifiées. En intégrant au projet de recherche
des résines de Liquidambar et du matériel végétal de Myroxylon, cette étude comparative
nous a permis de mettre en évidence divers criteres moléculaires chimiotaxonomiques utiles
pour la reconnaissance de telles essences végetales, ce travail d’authentification pouvant
s’avérer particulierement utile pour différencier les nombreux produits falsifiés du commerce
des résines authentiques de styrax et de storax. Le tableau 4.4 résume ainsi les caractéristiques
moléculaires de ces derniéres, qu’il s’agisse des distributions en esters d’acides cinnamique et
benzoique ou de la présence spécifique de triterpénes ou autres composés (benzofuranes,
lignanes). Parmi ces biomarqueurs, nous noterons la présence de quelques dérives rares de
I’acide oléanolique au sein des résines de styrax (acides sumarésinolique et/ou siarésinolique
accompagnes de leurs dérivés) et au sein des liquidambars ou storax (I’acide 3-épi-

oléanolique).

188



Chapitre 4 : Etude chimiotaxonomique d’exsudats de Styrax, Liquidambar et Myroxylon et
implications en archéologie

TABLEAU 4.4

Critéres moléculaires utiles pour la reconnaissance de résines modernes et archéologiques de styrax et

storax.

Biomarqueurs Prédominance des Triterpenes Autres composés

cinnamates et benzoates

Résines de styrax

S. officinalis cinnamate de cinnamyle acide sumarésinolique T15et  Egonol B1 et homoégonol
P20 ses dérivés B2 (si contribution

S. paralleloneurum acide cinnamique P2 d’écorce)

S. tonkinensis benzoate de coniféryle P11 acides sumarésinolique et et styraxine L2

siarésinolique T14 et ses

dérives
Résines de liquidambar (ou storax)
L. orientalis cinnamate de 3- acide oléanonique T24 -
L. styraciflua phénylpropanyle et (majeur) et 3-épi-oléanolique -
cinnamate de cinnamyle T31 (mineur)

P30 et P20

S’il parait pertinent d’utiliser ces biomarqueurs dans le cadre de travaux
d’authentification de résines fraiches (contréles des produits commerciaux notamment), le
potentiel chimiotaxonomique de tels marqueurs moléculaires, en contexte archéologique,
mérite d’étre vérifié. Ainsi donc, I’étude de I’enduit organique placé a I’arriere du crane de
Nahal Hemar (Israél, période du PPNB) a montré que la distribution relative des dérives
d’esters d’acide cinnamique et d’acide benzoique pouvait étre fortement affectée par le
vieillissement des échantillons, se traduisant notamment par la formation par réaction de
condensation de nombreux esters non identifiés. En revanche, le profil triterpénique, préservée
au sein de I’échantillon archéologique, comparable en de nombreux points au profil observée
dans le cas des résines fraiches de S. officinalis, a donné lieu a une identification certaine de la
source botanique de la résine grace notamment aux dérivés atypiques de ’acide oléanolique
possédant une fonction oxygénée (alcool ou cétone) en position C-6. Cette composante
végétale s’est vue, par ailleurs, confirmée par la présence de benzofuranes spécifiques aux
résines de styrax (égonol et homoégonol). Cette application en contexte archéologique a ainsi
révélé la robustesse de ces triterpénes et de ces benzofuranes, faisant de ces deux derniéres

familles d’excellents biomarqueurs de Styracaceae en contexte archéologique.
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L’enduit organique appliqué a la surface du crane de Nahal Hemar se divise donc en
deux parties : une base comprenant de la résine de S. officinalis directement appliquée au
contact du crane et une résille composée d’un mélange de styrax et de matiére grasse comme
en témoigne la présence d’esters lourds mais aussi de triglycérides (Figure 4.36) -méme si la
question d’une contamination se pose dans ce dernier cas-. Si le crane de Nahal Hemar est
déja un cas archéologique unique de cranes modelés (objets rituels caractéristiques des
premiéres sociétés du Moyen Orient a la période du PPNB) compte tenu de 1’absence d’un
enduit recouvrant le visage fait de chaux ou d’argile (Garfinkel, 1994, Verhoeven, 2002,
Fletcher et al., 2008), son originalité réside également dans I’incorporation d’une résine de S.
officinalis. L’usage d’un tel matériau témoigne de la capacité de nos lointains ancétres a
observer et exploiter les ressources naturelles de leur environnement. Un tel motif décoratif

atteste également de la créativité de ces hommes nous précédant de pres de 10 000 ans.

Résine de styrax et
corps gras : TAG (?)
et esters lourds)

Résine de styrax
(8. officinalis)

Fig. 4.36 Eléments constitutifs de 1’enduit organique appliqué a la base du crane de Nahal Hemar
(Israél) ainsi que des parties formant la résille mis en évidence par les analyses de GC-MS (source de
['image : Clara Amit, Israel Antiquities Authority).
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4.10. Publication dans Scientific Reports (Solazzo et al., 2016)

Les résultats des analyses en géochimie organique et en protéomique, réalisées sur
différents objets archéologiques de Nahal Hemar sélectionnés, font 1’objet d’un article
scientifique qui a été publié en aolt 2016 dans le journal Scientific Report. Une copie de cet

article est présentée ci-dessous.
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Table 1. Dates from Nahal Hemar obtained after the excavations in 1983 (calibrated by Calpal on line 2007,
http://www.calpal-online.de).
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Figure 1. (a) Location of the Nahal Hemar cave, 17 kms west of the Dead Sea and of other Israeli PPNB sites
mentioned in the article (map modified from https://www.cia.gov/library/publications/the-world-factbook/
geos/is.html, The World Factbook, Washington, DC: Central Intelligence Agency, 2016), (b) Human skull #515
with a net pattern decoration from which sub-samples NH2968 and NH2969 have been collected (accession
number [AA No. 1984-1770, Photo Clara Amit, Courtesy of the Israel Antiquities Authority).

Here we report, in the context of examining the new Neolithic treatments of the dead, a unique set of six deco-
rated skulls found in Nahal Hemar cave in the Judean Desert (Fig. 1a)''~'*, The cave is a small, dark chamber prob-
ably used for storage of paraphernalia for planned ceremonies. The skulls were found in the lower layer (layer 4),
where pieces of twined linen including a head gear and a napkin, baskets, painted wooden beads, a sickle, bone
tools and a special type of flint blades, were found in 1982-3 and radiocarbon dated to 8210-7300 cal. BC
(Table 1)'" placing them in the Middle Pre-Pottery Neolithic B period (see SI). The skulls coating was directly
dated to 8920-8430 cal. BC (Table 2). Contrary to the skulls modelled with lime plaster®, those discovered in
Nahal Hemar cave were treated differently. The cranial vault was covered with a thin layer of a brown-black
substance and subsequently adorned with a similar material applied in a net pattern (Fig. 1b). In addition to
these skulls, other well-preserved organic finds include fragments of baskets that were also coated with a black
substance, as well as loose lumps of coating-like residue.

The origin of the people responsible for the Nahal Hemar artefacts is still unknown. Most of the finds includ-
ing a stone mask, and especially the plant remains, were brought from the hilly region characterised by the
Mediterranean vegetation belt. Similar stone masks were found in the general area south of Jerusalem'. Evidence
from the carnelian bead indicates that the lapidary technique employed in piercing the rock was common in
the northern Levant'®. The proposal that the finds may have been made by a local desert tribe who favoured the
cave for burial of cultic objects was suggested when the black substance lining of the skulls and baskets was first
believed to correspond to bitumen, a locally accessible material'® well-known for its water-resistant properties'”.
Examples of bitumen use have been found in the earlier PPNA age Gilgal I site in the Jordan Valley, dated to ca.
9,200 BC'™!, However, pyrolysis and amino acid analysis (by Mary Ann Gawinowicz, Columbia University, 1994)
on a basket sample (#448, Table 2) and a flake (#672) of the loose coating-like material revealed a protein origin
characterised by a collagen signature's?", which led to the suggestion of an early use of collagen as binding mate-
rial (referred in the early studies as “glue”) albeit with a tenuous link between the artefact types. The preparation
and use of collagen-based material so early in prehistory was remarkable given that, in the area, the processing of
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Organic Flake #672 | ReSim Ye""a‘:P':d‘""' temilke NH2824 Layer3 | 7300-7050 cal. BC Collagen
1208-210 B: Black lump with .
Basket #448 vegetal debris on surface NH2825 Layer4 - Collagen, squill
1208-210 C: Brown lump with 5
vegetal imprint NH2826 Collagen
Skull #515 Skull: Black lump of the basis NH2968 Layer4 | 8920-8430cal. BC | Collagen, styrax
Skull: Black lump of the net pattern NH2969 Collagen, styrax

Table 2. Sample information and main results. *Accession numbers as given in Connan et al.'®. "Laboratory
references. ‘Radiocarbon dates obtained at the Weizmann Institute.
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Figure 2. (a) Aminoacid composition and (b) concentrations of the amino acids in the Nahal Hemar samples
and in a reference bone sample (protein composition dominated by collagen). Note: the presence of amino acids
in NH2969, not directly in contact with the skull, rules out the possibility of a contamination from skin and
bones from the skull.

collagen into glue only appears much later during the 3™ millennium BC in Egypt where it was used on furniture
items and as a painting binder?'. Without further analysis or other Neolithic examples of glue production, the
nature of the collagen was speculative. Modern analytical techniques have advanced greatly over the past two
decades, particularly with respect to their applications to archaeological residue analysis. The exceptional nature
of the Nahal Hemar archaeological site warranted a re-examination of these organic coating substances (Table 2)
using some of these modern techniques, particularly protein analysis using proteomic methodologies and lipid
analysis by gas chromatography mass spectrometry (GC/MS) and pyrolysis GC/MS (py-GC/MS) to identify the
source of the collagen and detect potential additional components.

Results
Revisiting the collagen signatures. The RP-HPLC distribution of the amino acids obtained after hydrol-
ysis of the basket and skull coating residues (Fig. 2, Table S1) was characterised by a high relative proportion of
glycine (Fig. 2a) typically observed in collagen-dominated tissues such as bone?. Proline and hydroxyproline
were not detected using this RP-HPLC method (as they are secondary amino acids and therefore not derivatised),
but they were identified through GC/MS analyses (partial gas chromatograms shown in Figs S1-3). Amino acid
concentrations in the basket subsample NH2825 and the skull coating subsamples were low. The basket subsam-
ple NH2826 had a concentration in amino acids typical of bone collagen (see bone reference Fig. 2b), but was still
15 times lower than NH2824, taken from a fragment with resin-like aspect found in a superior layer, previously
identified as collagen in Connan et al.'*. This sample served as a reference to assess the potential of collagen pres-
ervation in the cave and likely comes from gelatinised bone or skin (see Discussion). In addition, the Py-GC/MS
data for this reference sample, shown in SI (Table S2 and Fig. $4A), revealed products of proline- and hydroxypro-
line-containing structural moieties from collagen proteins comprising pyrroline, pyrrole, diketopyrrole, and the
2,5-diketopiperazine derivatives (cyclic compounds of two amino acids) of Pro-Ala, Pro-Gly, Pro-Lys, and Pro-
Pro. The predominance of these compounds supports a mostly pure collagen origin, and presence of peptides.
Of the four residue samples analysed these compounds were found only in basket sample NH2826 (Fig. S4C),
but in lower relative quantities if compared to NH2824. A decrease in the relative quantity of these dimerization
products has been associated with a disruption of the polymer chains or collagen degradation®*. In the other
basket sample NH2825, multiple pyridine and pyrrole derivatives (Table S2, Fig. S$4B) were identified (in collagen
these mainly correspond to pyrolysis products of Pro, Hyp and Ala)* but not the diketopyrrole and diketopiper-
azine derivatives.

Taxonomic sources of animal proteins. The more informative proteomic analyses identified the
expected collagen type I (alpha-1 and -2) protein in both NH2826 and the reference flake NH2824 (Table 2) with
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Figure 3. Tandem MS spectrum of IGQPGAVGPAGIR, M =1208.651, with deamidation in Q, and
hydroxylation in P, to Hyp from collagen alpha-2(I) chain CO1A2_BOVIN, identified by Mascot,
from the basket sample NH2826.

respectively 25% and 61% percentage coverage for collagen ac1(I) and 33% and 48% for collagen o2(I) (Tables S3
and $4) in agreement with the less well-preserved collagen observed in this basket sample compared to the flake.
Both samples could be confidently identified as bovine (i.e., Bos given the geographical context), due to the pres-
ence of the species biomarker IGQPGAVGPAGIR from collagen o2(I)**. In NH2824, the peptide was identified
at M=1191.672 (M= 1207.667 with the proline residue P, modified to hydroxyproline) and at M = 1192.656
(Fig. S5) and 1208.651 with additional deamidation of the glutamine Q,. In NH2826, the peptide was identified
in its deamidated form only (Fig. 3).

In NH2824, the presence of blood was affirmed by the identification of bovine haemoglobins alpha and beta
(44% and 47% percentage coverage respectively) and other major plasma proteins such as fibrinogen proteins
(Table 3).

In addition to collagen, several other extracellular matrix (ECM) proteins, all belonging to the family of small
leucine-rich repeat proteoglycans (SLRPs) and playing a role in the growth and organisation of collagen fibrils,
were found. However the different types of SLRP proteins identified in NH2824 and NH2826 might be indica-
tive of a different origin for the collagen, with the distribution in NH2826 more consistent with bone SLRPs. In
NH2826, the SLRPs were characterised by fibromodulin (10% coverage) and biglycan (20% coverage) associated
with collagen fibrillogenesis and by the aggrecan core protein (4% coverage) found in cartilage, while in NH2824
decorin, lumican and mimecan were found (Table 3, $3): decorin (26%) has a role in matrix assembly through
interaction with type 1 collagen®, lumican (21%) is another collagen-binding protein participating in collagen
fibril assembly?® mainly expressed in cornea, dermis and tendon?, and mimecan (17%) is known to influence
collagen fibril diameter and interfibrillar spacing®.

Taxonomic sources of plant biomolecules. In the other basket (NH2825) and skull (NH2968
and NH2969) samples where the amino acid concentration was low, no collagen peptides were identified
(Tables $4 and S5). In the basket sample NH2825 plant triterpenoids and sterols as well as plant pyrolysis prod-
ucts (furanones, guaiacol, cresol) were identified instead (Table S2, Fig. S4B) and the presence of a plant protein
was confirmed with the identification of charybdin (percentage coverage of 55%, Table S4), a 29-kDa type 1
ribosome-inactivating protein (RIP) that was characterised and named in Touloupakis et al.?’ in the bulb of the
white variety of Charybdis maritima. Two peptides were found to be unique to charybdin using Blast against all
entries (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/): LTGQTYTDFIK (Fig. S6) and SLIVVSQMFCEATR (Fig. S7). Charybdis
(or Drimia), known by its common name as sea squill (or sea onion), is native of the Mediterranean coastal
regions and is represented by several species™ (see SI for the taxonomy of Charybdis/Drimia), of which charyb-
din has to date only been sequenced from C. maritima. It is therefore possible that the charybdin protein identi-
fied in the basket originates from a Charybdis species not yet sequenced.

In contrast to the lipid extract from the collagenous sample NH2824, which is extremely low (0.5%, Table S6),
the lipid extracts of the skull coating samples (NH2968 and NH2969) represent a significant part of the inves-
tigated materials (>67%, Table $6), suggesting that the latter comprise additional predominant solvent-soluble
constituent(s). GC/MS analyses of these total lipid extracts (Fig. 4 and S8) revealed a botanical origin of this
component, which is in agreement with py-GC/MS results (Fig. S4D,E). Indeed, besides the presence of phenolic
compounds (phenols, guaiacols and syringols), which are typical of lignin*!, both samples contained a number
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a-1(1), a-2(1), o Hemoglobin, D i i
FlakeNH2824 | -1(VI),a-2(VD), | 138 Fibrinogen, 26 | 9 = = = —
a-3(VI) Complement C3* mean,
Basket NH2825 - - - - - - Ribosome-inactivating protein 6 - -
Fibromodulin ,
a-1(1), a-2(1), e i A 4 Thrombospondin-1,
Basket NH2826 iy 29 — | Biglycan, Aggrecan | 7 = | Keratincytoskeletal 1 | 7
core protein

Table 3. Proteomic results in sample NH2824 and basket samples NH2825/26: proteins matched with total
number (#) of non-redundant peptides with score >>40; SLRP stands for Small-Leucine-Rich Proteins.
*Serum albumin identified (although the identification of serum albumin may be genuine, it is ignored here as
itis likely tobe a column carry-over contaminant due to its generic use in proteomic laboratories as a standard,
confirmed with it being present in our blank analyses). Details in SI.
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Figure 4. Gas chromatogram of the total lipid extract from the Neolithic skull (NH2968) found in the
Nahal Hemar cave. Cinnamic (m/z 131) and benzoic (m/z 105) ester derivatives are identified respectively
by filled stars and open circles. Alcohols are detected as acetates and acids as methyl esters.

of aromatic ester derivatives of cinnamic and benzoic acids, suggesting the contribution of a balsam, and more
precisely, of a styrax-type resin. In the Mediterranean region this resin is exclusively produced in response to an
incision of two types of trees: Styrax officinalis (Styracaceae family) and L. orientalis (Hamamelidaceae family).
Both were known and utilised in antiquity, for example as an incense, medicinal or cosmetic product®’. While
their modern distribution (South of Europe and the Middle East™ for the former, and the South of Turkey,
Cyprus and Rhodes™ for the latter) would favour S. officinalis as the source of the archaeological resin, both
were considered as a potential match. GC/MS investigation of fresh S. officinalis (Fig. S9) and L. orientalis resins
revealed the predominance of cinnamyl cinnamate (III, Fig. 4) in the former and cinnamyl cinnamate associated
to 3-phenylpropanyl cinnamate in the latter. However, discrimination between these two botanical sources in the
archaeological coating was not possible based on the distributions of cinnamate and benzoate derivatives, espe-
cially since the distribution of these derivatives may have been altered upon ageing. This would be in agreement
with the detection of numerous cinnamate and benzoate derivatives (presence of characteristic fragments at m/z
105 or 131) specifically occurring among the lipids from the archaeological samples. However, these compounds
could not be firmly identified based on their mass spectra and it is proposed that they correspond to alteration or
condensation products of cinnamates and benzoates. Subsequently the chemotaxonomic potential of the triter-
penes from the skull sub-samples NH2968 and NH2969 was investigated™. L. orientalis could be easily excluded
as a source since the archaeological samples do not contain oleanonic acid, the predominant triterpene of L.
orientalis according to our analysis of the fresh resin sample and the literature*®. On the other hand, in addition
to oleanolic acid (VI, Fig. 4) - a triterpene commonly found in plants” -, a series of unusual triterpenoids was
identified based on their mass spectra in electron impact, supplemented by field-ionization for molecular weight
determination. This compound series occurs in substantial relative amounts in sample NH2968 as well as in a
fresh resin sample collected from a S. officinalis tree grown in Israel (Fig. 5). They correspond to 63-hydroxy- or
6-keto- derivatives of oleanolic acid (VII-IX, Fig. 4, mass spectra in Fig. $10) previously reported to occur as
minor components of the Asian styrax species Styrax tonkinensis®. The close similarity of the triterpenic com-
position of S. officinalis resin and the skull sample NH2968, supplemented by the presence, in the latter, of lignan
compounds (IV and V, Fig. 4) typically found in the bark of S. officinalis*, lead us to identify the resinic constitu-
ent of the skull sample as an exudate from S. officinalis. Finally, the late eluting compounds in the archaeological
sample (X-XIV, Fig. 4), absent from the fresh resin sample (Fig. 5), were identified as epoxylactone triterpenoids
structurally related to triterpenoids (VI-IX, mass spectra in Fig. S11)* and representing their alteration products
(similar compounds have notably been observed after oxidative experiments on oleanolic and ursolic acids using
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Figure 5. Partial GC/MS chromatogram showing the distribution of triterpenoids presenting fragment(s) at
m/z 189 +203 in (a) the fresh resin of S. officinalis collected at Yodfat (Israel), (b) the fresh resin after 13 hours
of oxidative treatment, (c) the archaeological skull sample NH2968. Alcohols are detected as acetates and acids
as methyl esters. Compound numbers VI-XIV refer to the structures reported on Fig. 4.

irradiation or chemical reactants)***!. This was confirmed by means of a laboratory experiment using fresh resin
of S. officinalis under radical oxidative conditions, compounds VI to IX being affected by autoxidation processes
and leading to compounds X-XIV (Fig. 5).

Discussion

Preservation. The cave (about8 x 4m) is located on the eastern, drier slope of a cliff on the right bank of the
Nahal Hemar and has a narrow entrance (about 1.0 x 0.7 m), guaranteeing relatively stable environmental condi-
tions'? (a mean annual temperature of 20 °C and an average precipitation of 100 mm)*. The organic compounds
found on the archaeological artefacts have benefitted from undergoing relatively limited degradation in the cave
context as compared to open-air sites in the region, known for poor biomolecular preservation®. The identifi-
cation of small proteins such as SLRPs is indeed quite remarkable, as these proteins have not been reported in
studies of animal binders***, or in the recent characterisation of collagen adhesives from archaeological sites with
good organic preservation: in Switzerland (Neolithic waterlogged site in Zurich)*, and in China (Bronze Age
Xiaohe Cemetery, Taklamakan Desert)*”. They were however identified in 43 and 700 ka old animal bones found
in permafrost***°, The exceptional preservation of the proteins from the collagen flake in particular (with high
coverages of the collagen proteins) gives a proxy for the potential for preservation of the organics directly related
to artefacts recovered from within the cave. However, as the flake itself has been radiocarbon dated as at least a
thousand years younger than the layer in which the artefacts were found, it gives little clue as to the manufacture
of the collagen coating. It is plausible that the gelatinous flake might simply be a natural product of diagenesis of
skin and/or bone (a rare phenomenon but observed in cave sites elsewhere in the Mediterranean)*’, rather than
remnants left by the PPNB visitors of the cave producing the coating substance for their artefacts. Indeed, the
original archaeological report of the cave mentions that “a sticky non-greasy, water-soluble substance was found
to exude from many of the mammal bones. This could be concentrated urine, or some kind of dung extract. The
material also had a pungent odour™".

The presence of collagen, while attested in all samples by their amino acid composition (especially Gly, Pro,
Hyp), was confirmed by proteomics only in the samples that presented a high concentration of amino acids.
Interestingly, in the cases where the amino acid concentration was low, it was shown that the collagen was
mixed with a plant product. It is possible that the addition of these plant-based products, particularly the resin,
might have hampered collagen extraction (resulting in low collagen concentration as detected by mass spectro-
metric analysis) or alternatively contributed to the breakdown of the collagen (as indicated by the absence of
diketopyrrole and diketopiperazine derivatives), perhaps as a result of processing the material. In addition, the
recovered organic matter would have undergone some degradation upon ageing, as indicated by the presence of
oxidized derivatives of triterpenoids. Such alteration processes could explain the presence of numerous uniden-
tified cinnamate and benzoate derivatives (base peak fragments at m/z 131 and 105) in the archaeological sample
(Fig. 4), which may be formed by coupling reactions between benzoic and cinnamic acids and other constituents
of the organic substance.
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Archaeological significance. The baskets in Nahal Hemar were made in the close twining technique with
twisted strands of plants (reeds, rushes or grasses)™ and were coated on the inner and outer surfaces, most likely
for lining/waterproofing the baskets. But as only fragments remain, such as in basket #448, it is not known which
sub-sample corresponds to the inner or the outer surface. Despite this, both sub-samples show very different
results, with one (NH2826) yielding matches to bovine collagen and little else, whereas another (NH2825) yielded
remarkably high amounts of a sea squill protein. This is the earliest find of a protein of botanical origin identified
in archaeological organic residues (cereal proteins have been identified in a 2500-year old bread from China)®
the identification of this sea squill protein may have been facilitated by the natural abundance of charybdin, the
main protein constituent in the large bulb of this particular plant*” (see SI). The distribution of amino acids in
charybdin (Fig. $12) is characterised by a low percentage of glycine, indicating that about twice as much charyb-
din is necessary to bring the concentration of glycine to its 19% value in NH2825 (compared to 45% in NH2826).
Such a difference either indicates that the plant was intentionally mixed with the collagen in NH2825 (which
would also be in agreement with the presence of plant triterpenoids and phytosteroids in the lipid extract, as well
as plant pyrolysis products) or that a substantial amount of contamination was introduced during the use of the
artefact (such as leaching during storage and/or transport of the sea squill plant in the basket). Sea squill (also
called medicinal squill) has been known since antiquity and its bulb used for its pharmaceutical properties such
as diuretic and cardiotonic?’. Considering its importance, it is possible that the plant was used as early as the
Neolithic and took part in the ritual practices carried out within the cave.

Likewise, the choice of collagen as raw material for the coating, considering the presence of natural
asphalts between the cave (now inaccessible from ground level) and the valley, as well as the widespread use
of bitumen during the Neolithic period, is intriguing. At the time of the cave occupation, the wadi bottom
was completely filled with sediments (as confirmed by the discovery of hyena remains in the superficial
archaeological layers)** which allowed access to the cave but is likely to have covered the oil seep so it is
plausible that people might not have been aware of its presence'¢. Another possibility is that the objects
were imported to the cave, perhaps over long distances, by people who did not use bitumen®*. Without other
evidence of similar manufacturing, it is however difficult to determine if this represents an established prac-
tice or a single event. In the basket at least, the collagen was unambiguously identified as bovine. Placed in
the Neolithic context, this finding is significant considering the importance that cattle had in this period,
whether for ritual (wild cattle burial)** or for secondary products®. The cattle bones found in Nahal Hemar
are large and either from aurochs or from a large domestic cattle®': as no cut marks were found, they might
have been placed there for ritual purposes as well.

The application of the styrax resin on the skulls is more comprehensible in the cultural context. This fragrant
resin could have been used to perfume these ritual objects, considered by some archaeologists as artefacts for an
ancestor cult, and by others as the seat of the life-force honoured by people to ensure fecundity and well-being'®.
The first mention of styrax resin in ancient texts is dated from the 5" c. BC in the travel writings of Herodotus®’,
about 7500 years after the occupation of the Nahal Hemar cave. Scientific evidence of the use of styrax in an
archaeological context is extremely rare in the literature and the oldest evidence', to the best of our knowledge,
corresponds to a resin (analytical results not detailed in the paper) collected in Egyptian vestiges from the XII™
and XIII™ dynasty. This conclusion was made by comparison with a commercial resin, but based on the present
work, it appears that all the resins commercially available under the label “Styrax officinalis” that we have investi-
gated turned out to be mixtures of substances of other origins. This can be explained by the difficulty of obtaining
resin from S. officinalis, which is only produced under specific conditions (suitable climate, in response to an
intentional incision or injury of the bark) and with an extremely low yield*. Concerning our own sampling of
fresh resin, it took a long period of time to collect sufficient amounts (a few milligrams) of resin for analytical
purposes, and pure resin could not be obtained (resin was mixed with bark). It seems likely that Neolithic people
produced the resin in the same manner as we did, which explains the presence of lignans IV and V (Fig. 4)- typ-
ical constituents of the bark from S. officinalis*- both in the archaeological and in the fresh resin samples. In any
case, the identification of S. officinalis resin within the ingredients of the decorative organic coating of the skull
corresponds to the earliest evidence of the use of an odoriferous resin in a cultural context.

Conclusions

The new analytical evidence obtained in this study has highlighted the diversity of materials comprising
the exceptionally well-preserved organic coatings from artefacts of the Nahal Hemar cave, more than
10,000 years old. The complexity and originality of these coatings, in particular the addition of an odor-
iferous resin only on the skulls (possibly due to its rarity and efforts required to obtain sufficient quan-
tity), is unique and the earliest known evidence of the use of these animal and plant products in the Near
East. It represents a rare insight into the capacity of Neolithic people who already domesticated various
cereals, chickpeas, broad bean, as well as goat, sheep, cattle and pigs that allowed for stable and flour-
ishing economy that drove the social systems into initial hierarchies. Domestic building constructed
from stone and mudbricks saw also the investments in carving tall, incised T-shaped limestone pillars
for the construction of the ceremonial center of Gobekli Tepe. In this dynamic Levantine society tech-
nological inventions were made for domestic purposes such as digging wells and for scheduled rituals.
Flax, already used for making strings, was domesticated, and employed in making textiles by twining. In
the Neolithic villages extensive use of lime plaster was practiced for the domestic and holy buildings as
well as shaping human statues, and modelling skulls and in the rare case described above, with collagen.
The presence of artisans is attested in the lapidary technique for beads’ production and carving of stone
masks. Several of the earliest Neolithic inventions demonstrating the experimental efforts needed to
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optimise resources for practical (strengthening baskets) and cultural purposes (decorated skulls) were
uncovered in the dry Nahal Hemar cave in the Judean desert, Israel.

Methods

All archaeological samples are sub-samples from the materials analysed in the original 1995 study'®, originally
obtained from the Israel Museum. Fresh resins of L. orientalis and S. officinalis were used for comparative
GC/MS analyses: the first was obtained from ROBERTET Company and the second, not commercially avail-
able, was collected directly on a tree certified as S. officinalis and located at Yodfat in Israel (32°50'13.25" N,
35°16'17.197E).

Pyrolysis gas-chromatography mass spectrometry (py-GC/MS) analysis.  All samples were ana-
lysed by normal flash pyrolysis GC/MS. The samples were pyrolysed using a CDS (Chemical Data Systems)
5200 series pyroprobe pyrolysis unit by heating at 600°C for 20 s to fragment macromolecular components.
These fragments were then analysed using an Agilent 7890A gas chromatograph fitted with a HP-5 fused col-
umn (J&W Scientific; 5% diphenyl-dimethylpolysiloxane; 30 m, 0.32mm i.d., 0.25 jum film thickness) coupled
to an Agilent 5975C MSD single quadrupole mass spectrometer operated in electron ionization (EI) mode
(scanning a range of m/z 50-650 at 1 scan s~ ' with a 1 minute solvent delay; ionization energy 70 eV). The
pyrolysis transfer line and injector port temperatures were set at 350 °C, the heated interface at 280°C, the EI
source at 230 °C and the MS quadrupole at 150 °C. Helium was used as the carrier gas and the samples were
introduced in split mode in a ratio of 5:1. The oven was programmed from 40 °C (held for 5minutes) to 250°C
at4°Cmin ', then to 320°Cat 20°C min "', were it was kept for 5min. Compounds were identified by compar-
ison with spectra from the literature.

Gas-chromatography mass spectrometry (GC/MS). The lipid material from the archaeological
samples (20-500 mg) was extracted by sonication using a mixture of dichloromethane (DCM)/methanol
(MeOH) (1:1, v/v) by adaptation of an established protocol . After filtration through celite, the solvents were
removed under reduced pressure to obtain the total lipid extract (TLE). An aliquot of the TLE, dissolved in
DCM, was acetylated using 1 mL of acetic anhydride and 20 pL of N-methylimidazole (catalyst) at ambient
temperature for 20 min. After addition of MeOH followed by removal of the residual reactants and solvent
under reduced pressure, the acetylated extract was esterified with diazomethane in diethyl ether (1 mL) at
ambient temperature for 30 min. The excess of diazomethane was removed under a nitrogen flux and the
derivatized TLE was then fractionated on a silica gel column into an apolar fraction (elution with DCM/ethyl
acetate (EtOAc), 8:2 v/v) analysed by GC/MS and GC/HRMS, and a more polar fraction (elution with DCM/
MeOH (1:1 v/v) not further investigated. Sample material remaining after lipid extraction (the “residue”)
was subjected to acid methanolysis with CH;OH/HCI (6N, 110 °C, 7 to 9h). After liquid-liquid extraction,
the aqueous phase was recovered and the released amino acids were derivatized first using BuOH/HCI (3N,
12mL, 100 °C, 1h) and secondly, after evaporation under reduced pressure, with trifluoroacetic anhydride
(3mL, ambient temperature, 3h). The residual reactants were removed by evaporation to dryness under N,.
Before GC/MS injection, separation of the constituents was performed on a silica gel column following the
protocol described in literature®. To perform the oxidation experiment on a fresh sample of S. officinalis
resin, acetonitrile (ACN, 5 mL), tert-butyl-hydroperoxide (5,5M in decane, 500 L) and azobisisobutyroni-
trile (15 mg) were added in this order to about 10 mg of TLE of the resin and the reaction was operated at
50°C for 13 h under an air atmosphere. Following liquid-liquid extraction, the organic phase was collected
and treated as described previously prior to GC/MS analysis. GC/MS analyses were performed on a Thermo
Scientific GC Trace Ultra gas chromatograph equipped with a programmed temperature vaporizing injector
and a HP5 MS column (30 m, 0.25 mm i.d., 0.25pm film thickness) connected to a triple quadripole Thermo
Scientific TSQ Quantum mass spectrometer using helium as carrier gas and the following temperature pro-
gram: 70°C (held for 1 min) to 200 °C at 10 °Cmin "', then to 320°C at 4°Cmin ' followed by an isothermal
period of 40 min. The transfer line temperature was set at 320 °C. MS spectra were collected in electron
impact (ionization voltage of 70 eV) or in chemical ionisation mode (isobutane as gas reactant gas) and reg-
istered in full-scan mode (scan from 50 to 800 m/z).

GC/MS analyses in the field ionization mode (FI) were carried out on a Agilent Technologies 7890A gas
chromatograph coupled to a JEOL Accu TOF GCV JMS-T100GCV mass spectrometer using a scan from 35 to
800 m/z. The instrument was equipped with a split/splitless injector used in a splitless mode and a DB5UI column
(20m, 0.18 mm i.d., 0.18 um film thickness) using helium as carrier gas and the following temperature program:
70°C (held for 1 min) to 200°C at 10°Cmin ', then to 320°Cat 4°C min ' followed by an isothermal period of
10 min.

Amino acid analysis. In total 28 aminoacid analyses were undertaken on:

1 subsample of NH2824 (NEaar 7742; NH28240-3), analysed in triplicate.

2 subsamples of basket sample 448-1208-210 NH2825 (NEaar 9127-9128; NH2825.1-2), each analysed singly
or in duplicate.

3 subsamples of basket sample 448-1208-210 NH2826 (NEaar 9997-9999; NH2826.1-3), each analysed at
least in duplicate.

3 subsamples of NH2968 (NEaar 10000-2; NH2968.1-3), each analysed singly or in duplicate.

3 subsamples of NH2969 (NEaar 10003-5; NH2969.1-3), each analysed in duplicate.

Samples were prepared using modified procedures of Penkman and Penkman et al.”*. NH2824 was bleached
before analysis, involving treatment with 12% NaOCI for 15 seconds, the bleach removed by rinsing with
water and methanol, and then dried overnight in the fume hood. All samples were treated with 7M HCI under
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N, at 110°C for 24 h (H*), referred to as the ‘total hydrolysable’ amino acid’ fraction (THAA), to release the
peptide-bound amino acids, thus yielding the ‘total’ amino acid concentration. Samples were then dried by cen-
trifugal evaporator and rehydrated for reversed phase high pressure liquid chromatography (RP-HPLC) analysis
with 0.01 mM L-homo-arginine as an internal standard. The primary amino acid compositions of the samples
were analysed in duplicate by an Agilent 1100 HPLC using fluorescence detection following a modified method of
Kaufman and Manley®. During preparative hydrolysis both asparagine and glutamine undergo rapid irreversible
deamidation to aspartic acid and glutamic acid respectively®. It is therefore not possible to distinguish between
the acidic amino acids and their derivatives and they are reported together as Asx and Glx.

Proteomic analysis. The sample was resuspended in 200p.L 50 mM ammonium bicarbonate, heated for
3hours at 65°C and digested with 1L of 1 pg pL~" trypsin. The solution was then acidified to 0.1% trifluoroacetic
acid (TFA), sample clean-up using a C, pipette tip was carried out into 50% acetonitrile (ACN) and the solution
of eluted peptides concentrated by evaporation and resuspension in 10pL 0.1% TFA. 1L of sample was then
analysed by LC-MS/MS (Waters nanoAcquity UPLC coupled to a Thermo Scientific LTQ Velos Dual Pressure
Linear Ton Trap mass spectrometer) on which the peptides were concentrated on a pre-column (20 mm x 180 jum)
then separated on a 1.7 1M Waters nanoAcquity BEH (Ethylene Bridged Hybrid) C, 4 analytical column (75 mm x
250pmi.d.), using a gradient from 99% buffer A (0.1% formic acid (FA) in H,0)/1% buffer B (0.1% FA in ACN)
to 25% B in 45min at 200nL min . Peptides were selected for fragmentation automatically by data dependent
analysis. Proteomics data files were searched using Mascot v2.2.06 (Matrix Science) against the publicly available
UniProt (Universal Protein Resource) database (www.uniprot.org). Standard searches were carried out using two
missed cleavages, error tolerances of 0.5 m/z units (MS and MS/MS) and variable oxidation of methionine and
hydroxylation of proline and lysine and deamidation of asparagines and glutamine modifications. Raw files have
been made available on PeptideAtlas (http://www.peptideatlas.org/PASS/PASS00915).
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The Nahal Hemar cave

The cave was first discovered in the 1950s and 60s by Bedouins who were searching for
Dead Sea scrolls; they dug along the entrance of the cave but found nothing’. Later the cave
was rediscovered and excavated by archaeologists in 1983% A test excavation in March along
the Western wall, opposite the entrance, revealed the modelled skulls and other bone and
stone artefacts. This was followed by a systematic excavation in June by Ofer Bar-Yosef and
David Alon which established the stratigraphy along the Northern wall. The cave is small
(about 4 x 8 m), and was covered with large boulders that had fallen from the ceiling.
Neolithic finds were located under the boulders, so that these rocks must have fallen after the
Neolithic occupation of the cave. Between the first survey and the excavation of the cave, the
central part had been plundered but original deposits were found under the boulders. The

stratigraphy were described as follow in Bar-Yosef, 1985' and 19882:

Stratum 1: about half a meter thick; contained Early Bronze I and Byzantine-Early Arabic
sherds, as well as “coprolites, broken twigs, and gravel formed by the disintegration of a rock
layer in the cave wall”.

Stratum 2: 0.35-0.45 m thick; contains few Neolithic finds, gravel and coprolites. “The
gravel was due to the crumbling of the rock caused by the use of the cave as a sheep-pen”

Stratum 3 (3A and 3B): 0.60 m thick; rich in Neolithic finds (such as threads, flint tools,
animal bones), including the remains of a hearth (layer 3A, near the North wall) from which
charcoal were used for radiocarbon dating (Table 1A).

Stratum 4: depth varies as it covered the uneven cave floor and material between the stone
boulders; it contained stalagmites, white sand and coprolites. The layer produced the
important artefacts such as the skulls, a sickle and the head gear. All deposits were sieved,
and objects from the dumps were found to complete some of the excavated artefacts.
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Amino acid distribution obtained by RP-HPLC

Collagen is the major protein identified in archaeological bones and skin. It is a fibrous

protein found in skin, sinews, and bone and consists of a coil of three chains (two identical

chains al and one 02), forming a triple helix where each chain is made of repetitive glycine-

Xaa-Yaa motifs where Xaa and Yaa can be almost any other amino acid but is mostly proline

or hydroxyproline and Yaa respectively. As such, glycine accounts for approximately one

third of the amino acid content, giving it a distinctive amino acid composition signature.

Table S1: Distribution of amino acids (with standard deviation in brackets) in the

archaeological samples, compared to a bone reference; n refers to the number of analyses and

the average total concentration in amino acids is indicated in pmol/mg

Sample Flake Basket Basket Skull Skull Reference

#672 #448 #448 #515 #515 bone
Sub-sample NH2824 NH2825 NH2826 NH2968 NH2969
% Asx 7.15(0.33)  10.80(0.38)  5.18 (0.22) 11.12 (0.98) 11.80 (0.37) 6.24
% Glx 9.97(0.38) 12.95(0.73) 11.49 (0.69)  10.99 (0.56) 12.53 (0.60) 9.74
% Ser 5.14(0.24)  7.86 (1.64) 1.87 (0.13) 5.91 (1.58) 7.12 (0.65) 3.88
% Thr 3.52(0.30)  4.55(2.81) 2.55 (0.08) 4.52 (0.55) 5.83(0.13) 2.42
% His 0.72 (0.04)  0.88 (0.06) 0.57 (0.05) 0.20 (0.45) 0.38 (0.59) 1.08
% Gly 43.25 (1.12) 18.95(2.68) 45.32(1.85)  34.09 (2.14) 18.96 (1.09) 4543
% Arg 4.74 (0.08)  2.30(0.16) 5.00 (0.30) 2.86 (0.41) 1.61 (0.80) 5.74
% Ala 1045 (0.17)  10.15(0.77)  11.70 (0.21) 9.67 (0.86) 10.17 (0.38) 13.63
% Tyr 0.24 (0.07) 201 (0.11) 0.40 (0.12) 0.49 (0.45) 1.30 (0.65) 0.52
% Val 4.87(0.17)  6.77 (0.86) 4.18 (0.20) 5.60 (0.09) 7.80 (0.36) 3.09
% Phe 2.22(026) 527 (1.11) 2.43 (0.08) 4.63 (1.57) 6.39 (0.48) 1.83
% Leu 5.33(0.82) 11.32(1.32)  6.94 (0.25) 5.82 (2.09) 9.08 (0.40) 4.75
% lle 2.39(0.44)  6.19 (0.63) 2.37 (0.10) 4.09 (0.22) 7.03 (0.32) 1.64
n 3 4 8 5 6 1
Conc. 27.34 0.15 1.82 0.18 0.11 2.33
pmol/mg

4
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NH2824: Amino acid profile obtained by gas chromatography
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Figure S1: Partial gas chromatogram of the hydrolysed residue (HCI/CH3OH, 6N, 7h)
remaining after solvent extraction of the organic material NH2824. (ALA) alanine, (GLY)
glycine, (THR) threonine, (SER) serine, (VAL) valine, (LEU) leucine, (ILE) isoleucine,
(PRO) proline, (HYP) hydroxyproline, (ASP) aspartic acid, (HYL) 5-hydroxylysine, (GLU)
glutamic acid, (LYS) lysine. Acids are identified as their butyl ester derivatives and alcohol
and amine functions are characterised as their TFAA derivatives. Amino acids have been
identified based on their mass spectra in electron impact and chemical ionization and by
comparison with the NIST database. * = Carbohydrates.
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NH2825: Amino acid profile obtained by gas chromatography
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Figure S2: Partial gas chromatogram of the hydrolysed residue remaining after solvent
extraction (HCI/CH3OH, 6N, 9 h) of the basket sample NH2825. (ALA) alanine, (GLY)
glycine, (THR) threonine, (SER) serine, (VAL) valine, (LEU) leucine, (ILE) isoleucine,
(PRO) proline, (HYP) hydroxyproline, (ASP) aspartic acid, (GLU) glutamic acid, (LYS)
lysine. Acids are identified as their butyl ester derivatives and alcohol and amine functions
are characterised as their TFAA derivatives. Amino acids have been identified based on their
mass spectra in electron impact and chemical ionization and by comparison with the NIST
database.
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NH2968: Amino acid profile obtained by gas chromatography
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Figure S3: Partial gas chromatogram of the hydrolysed residue (HC/CH3OH, 6N, 9h)
remaining after solvent extraction of the skull sample NH2968. (ALA) alanine, (GLY)
glycine, (THR) threonine, (SER) serine, (VAL) valine, (LEU) leucine, (ILE) isoleucine,
(PRO) proline, (HYP) hydroxyproline, (ASP) aspartic acid, (GLU) glutamic acid, (LYS)
lysine. Acids are identified as their butyl ester derivatives and alcohol and amine functions
are characterised as their TFAA derivatives. Amino acids have been identified based on their

mass spectra in electron impact and chemical ionization and by comparison with the NIST
database.
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Identification of pyrolysis products obtained by py-GC/MS

Table S2: Main pyrolysis moieties identified with their possible biological origin as
characterised in

39

Peak Characteristic ions (m/z) Compound name Origin
1 53, 66, 68(M) 2-Pentyne
2 53, 81, 82(M) 2-Methylfuran
3 77, 78(M) Benzene
4 68, 69(M) Pyrroline Pro
5 51, 53, 81, 95, 96(M) 2, 5-dimethylfuran
6 53, 80, 81(M) 1-methyl-pyrrole Pro, Hyp
7 50, 51, 52, 79(M) Pyridine
8 91, 92(M) Toluene Phe
9 95, 110(M) 2-ethyl-5-methylfuran
10 53,67, 80,95(M) 1-ethyl-pyrrole Hyp
11 66, 92, 93(M) 2-methyl-pyridine
12 53, 80, 81(M) 2-methyl-Pyrrole Pro, Hyp
13 91, 106(M) Ethylbenzene Phe
14 86, 94, 95(M) 2,5-dimethyl-1H-pyrrole
15 66, 92, 93(M), 94 3-methyl-pyridine
16 51,78, 103, 104(M) Styrene Phe
17 96, 67,53 2-methyl-cyclopentenone
18 79, 106, 107(M) 2-ethyl-pyridine
19 81, 108(M) 2,5-dimethyl-pyrazine
20 54, 55, 84(M) 2(5H)-Furanone
21 80, 94, 95(M) 2,4-dimethyl-pyrrole
22 79, 106, 107(M) 2,5-dimethyl-pyridine
23 91, 115, 117, 118(M) 2-propenyl-benzene
24 91, 120(M) Propylbenzene
25 50, 51, 52, 57, 71, 79, 99, 104, 2-ethenyl-pyridine
105(M)
26 50, 80, 95(M) 2-ethyl-pyrrole Hyp
27 65,79, 92, 106, 107(M) 3-ethyl-pyridine
28 51,77, 105, 106(M) Benzaldehyde Balsam
29 50, 51, 53, 81, 109, 110(M) 5-methyl-2-Furaldehyde
30 76, 103(M) Benzonitrile
31 94, 121, 122(M) 2-ethyl-6-methyl-Pyrazine
32 66, 94(M) Phenol Tyr, Lignin
33 94, 109(M) 2-ethyl-4-methyl-pyrrole
34 91,94, 115, 117, 118(M) beta-Methylstyrene
35 93, 120, 121(M) 2-ethyl-6-methyl-Pyridine
36 methylpyrrole-2-carboxylate
37 67, 94(M) 2-aminopyridine
38 80, 81, 137(M) 1-pentyl-pyrrole
39 89,90, 116, 117(M) Benzyl nitrile
40 51,77, 105, 120(M) Acetophenone
41 53,81, 109, 124(M) 4-methoxyphenol
42 51,77,79, 107, 108(M) 4-methylphenol=p-cresol Lignin
43 81, 109, 124(M) 2-methoxyphenol=guaiacol Lignin
44 66, 94, 109(M) 3-acetyl-1-pyrroline
45 117, 118, 119(M) Indoline
46 56, 113(M) 1-methyl-2,5-pyrrolidinedione

8
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56, 107, 108(M)

89,90, 116, 117(M)
54,69, 97(M)

84, 99(M)

65,93, 121, 136(M)
77,107, 121, 122(M)
77,107, 121, 122(M)

70, 85, 113(M)

77,95, 107, 122, 123, 138(M)
107, 122(M)

78, 106, 134(M)

51,77, 105, 122(M)

91, 104, 164(M)

137, 152(M)
51,52,78,79, 122(M)

89, 90, 117(M)

77, 107, 135, 150(M)
93,96, 111, 139, 154(M)
77,103, 131, 161, 162(M)
51,78, 128, 129, 155, 156(M)
81, 151, 152(M)

50, 154, 155(M)

77,91, 103, 149, 164(M)
51,77,91, 103, 147, 148(M)
53, 80, 107, 108, 136(M)
168, 183, 198(M)

93, 130, 186(M)
77,91, 179, 194(M)
70,97, 125, 168(M)
55, 57, 60, 73, 129,
228(M)

70, 83, 111, 154(M)

143, 185,

70, 194(M)

55,57, 60, 73, 129, 213, 256(M)
55, 57, 60, 73, 129, 227, 171, 185,
270(M)

77,91, 103, 131, 192, 193, 238(M)
55, 57, 60, 73, 129, 185, 241,
284(M)

103, 115, 117, 131, 219, 264(M)

Ethylpyrazine

Benzyl nitrile
Pyrrole-2,5-dione=maleimide
5-methyl-2-pyrrolidinone
Hydroxyacetophenone
2,4-dimethylphenol
2,5-dimethyl-phenol
l-acetylpyrrolidine
2-methoxy-4-methyl-Phenol=creosol
2,3-dimethyl-phenol
2-Coumaranone

Benzoic acid

Methyl hydrocinnamate
4-ethyl-guaiacol
Picolinamide

Indole

4-vinylguaiacol
2,6-dimethoxy-phenol=Syringol
Methyl cinnamate

Bipyridine

Vanillin

3-phenyl-pyridine

Isoeugenol

Cinnamic acid/Trans Cinnamic acid
3-propyl-phenol
1,6-dimethyl-4-(1-methylethyl)-
naphtalene

Diketodipyrrole

Methoxyeugenol
2,5-diketopiperazine derivative
Tetradecanoic acid

Pyrrolidinopiperazine derivative
2,5-diketopiperazine derivative
Hexadecanoic acid

Heptadecanoic acid

Benzyl cinnamate
Octadecanoic acid

Cinnamyl cinnamate

Asn

Tyr
Tyr

Lignin
Tyr

Balsam
Balsam
Lignin

Trp
Lignin
Lignin
Balsam

Lignin,
Balsam
Lignin

Balsam

Hyp
Lignin
Pro-Ala

Pro-Gly,
Lys
Pro-Pro

Balsam

Balsam

Pro-
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Profiles obtained by pyrolysis gas chromatography
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Figure S4: Py-GC/MS total ion current chromatograms of A) NH2824, B) NH2825, C)
NH2826, D) NH2868 and E) NH2869. Compound numbers refer to those reported in Table
S2.

10

214



Chapitre 4 : Etude chimiotaxonomique d’exsudats de Styrax, Liquidambar et Myroxylon et
implications en archéologie

Identification of proteins by nanoL.C-MS/MS

Table S3: Proteomic results on the flake NH2824: Protein name, accession number, species,
#peptides (#peptides > mascot score 40), percentage coverages, ion score (ion score > mascot
score 40) and role of the protein. Proteins were selected if at least three peptides were
matched with a score >40.

# pep. Cov Ion Score  Function and
Protein Acc. No. Species (>40) (%) (>40) Tocation
Collagen Structural role
alpha-1(I) CO1AI_BOVIN  Bos taurus  540(139) 61 3271(2942)  Connective
tissues
Structural role
Collagen )
alpha-2(T) CO1A2_BOVIN  Bos taurus 325(84) 48 2667(2317)  Connective
tissues
Maintain
oncotic
Serum ALBU_BOVIN  Bosraurus 47(15) 24 605(520)  Pressureand
albumin transport
protein
Plasma
; Oxygen-
Hemoglobin  ypp BOVIN  Bostaurus ~ 23(7) 47 210(206) carrier
subunit beta
Blood
Hemoglobin . Oxygen-
: HBA_BISBO Bison :
subunit alpha- HBA _BOVIN - 15(4) 44 156(130) carrier
VI Blood
Collagen Howio
alpha-2(VI) CO6A2_HUMAN . 14(5) 12 140(141)
i sapiens
Small leucine-
rich
) proteoglycan,
Decorin PGS2_BOVIN  Bos taurus  23(4) 26 137(121) involved:in
collagen
fibrinogenesis
Collagen Hoi
alpha-3(VI) CO6A3_HUMAN 2 25(5) 8 119(103)
ki sapiens
Small leucine-
rich
) proteoglycan,
Lumican LUM_BOVIN  Bos taurus 18(5) 21 110(107) involved in
collagen
fibrinogenesis
Mimecan MIME_BOVIN  Bos taurus 17(3) 17 105(97) Small leucine-

11
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rich
proteoglycan,
involved in
collagen
fibrinogenesis.
Collagen o
alpha-1(VI) CO6A1_HUMAN ; 11(4) 7 103(89)
tiin sapiens
N Protein of the
Om%,jme“‘ CO3_BOVIN  Bos taurus  12(3) 6 90(90) immune
system
Fibrinogen C?lycop rot?in
gamma-B FIBG_BOVIN  Bos taurus 7(3) 12 87(84) glyed o
hai blood clotting
el Plasma
Glycoprotein
Fibrinogen involved in
beta chain FIBB_BOVIN  Bos taurus 12(3) 14 85(78) blood clotting
Plasma
Glycoprotein
Fibrinogen involved in
alpha chain FIBA_BOVIN  Bos taurus 9(4) 9 78(78) Blood cloifing
Plasma
12
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Table S4: Proteomic results on the basket samples NH2825 and NH2826: Protein name,
accession number, species, #peptides (#peptides > mascot score 40), percentage coverages,
ion score (ion score > mascot score 40) and role of the protein. Proteins were selected if at

least three peptides were matched with a score >40.

Ribosome-
inactivating

protein charybdin

RIP_DRIMA

Drimia
maritima

84(11)

55

335(269)

Protein
synthesis
inhibitor

Collagen alpha-
2D

CO1A2_BOVIN

Bos taurus

116(20)

33

599(544)

Structural
role

Connective
tissues

Collagen alpha-
1D

CO1A1_BOVIN

Bos taurus

165(15)

25

403(337)

Structural
role

Connective
tissues

Serum albumin

ALBU_BOVIN

Bos taurus

26(10)

314(283)

Maintain
oncotic
pressure and
transport
protein

Plasma

Collagen alpha-
3(VI) chain

CO6A3_HUMAN

Homo sapiens

24(4)

138(101)

Fibromodulin

FMOD_BOVIN

Bos taurus

26(4)

119(112)

Small
leucine-rich
proteoglycan,
involved in
collagen
fibrinogenesis

Biglycan

PGS1_BOVIN

Bos taurus

13(4)

115(105)

Small
leucine-rich
proteoglycan,
involved in
collagen
fibrinogenesis

Keratin, type Il
cytoskeletal 1

K2C1_HUMAN

Homo sapiens

13(4)

112(95)

Structural,
skin
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Small
leucine-rich

Aggrecan core proteoglycan,

. PGCA_BOVIN Bos taurus 23(3) 4 94(92) major
protein
component of
articular
cartilage
Thrombospondin-

1 TSP1_BOVIN Bos taurus 5(3) 3 68(63) Glycoprotein

14
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NH2824: tandem MS spectrum, bovine collagen
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Figure S5: Tandem MS spectrum of IGQPGAVGPAGIR, M=1192.656, with deamidation in
Qs from collagen alpha-2(I) chain CO1A2_BOVIN, identified by Mascot, in the flake sample
NH2824.
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NH2825: tandem MS spectra, charybdin

Relatlve Abundance

Figure S6: Tandem MS spectrum of LTGQTYTDFIK, M=1286.639, with deamidation in Q4
from ribosome-inactivating protein charybdin RIP_DRIMA, identified by Mascot (in red are
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fragments manually identified), in basket sample NH2825.
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Figure S7: Tandem MS spectrum of SLIVVSQMFCEATR, M=1656.788, with deamidation
in Q7 and oxidation in Mg from ribosome-inactivating protein charybdin RIP_DRIMA,
identified by Mascot (in red are fragments manually identified), in basket sample NH2825.
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Chapitre 4 : Etude chimiotaxonomique d’exsudats de Styrax, Liquidambar et Myroxylon et

Table S5: Proteomic results on the skull samples NH2968 and NH2969: Protein name,
accession number, species, #peptides (#peptides > mascot score 40), percentage coverages,
ion score (ion score > mascot score 40) and role of the protein

Keratin, type II K2C1_HUMAN Homo 36(9) 39  450(351)  Structural,
cytoskeletal 1 sapiens skin
Keratin, type I K1C16_HUMAN Homo 3,9y 49  358(336) Structural,
cytoskeletal 16 sapiens skin
Keratin, type [ K1C9_HUMAN Homo —,4sy 32 223(157)  Stuctural,
cytoskeletal 9 sapiens skin
Lactotransferrin TRFL_HUMAN s’:;i’:"l’s 183) 29  166(120) Glycoprotein
Maintain
oncotic
. H pressure and
Serumalbumin  ALBU_HUMAN sa;i':"‘;s 243) 31 10685)  ransport
protein
Plasma

Keratin, type Il
cytoskeletal 1

K2C1_HUMAN
multiple

Homo
sapiens

21(9)

34 241(233)

Structural,
skin

Most proteins identified are from Human and most likely contamination. The cytoskeletal

keratins identified are common laboratory contamination from dead skin resulting from

handling. An indication that the proteins are likely false positives is the complete absence of

Asn and Gln deamidation (a modification commonly identified in ancient proteins) in the

proteins identified in the skull while deamidation is consistently found in the proteins
identified in the basket.
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% of lipid extract

Table S6: Sample amounts and % of lipid extract obtained after solvent extraction
(CH2CL/CH30H, 1/1, v/v).

Sub-sample Sample amounts for lipid analysis Lipid extract (%)

number (mg)

NH2824 483 <1
NH2825 22 3
NH2826 54 9
NH2968 22 67
NH2969 52 >70

19
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Total lipid extracts analysed by GC/MS
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Figure S8: Gas chromatogram of the total lipid extract from the Neolithic skull (NH2969)
found in the Nahal Hemar cave. (I) cinnamic acid. Cinnamic (m/z 131) and benzoic (m/z 105)
ester derivatives are identified by filled stars and open circles, respectively. Alcohols are
detected as acetate derivatives and acids as methyl esters.
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Figure S9: Gas chromatogram of the total lipid extract of a fresh resin sample of Styrax
officinalis (Styracaceae). Cinnamic (m/z 131) and benzoic (m/z 105) ester derivatives are
identified respectively by filled stars and open circles. Alcohols are detected as acetate
derivatives and acids as methyl esters. Numbers refer to the compound structures reported on
Fig. 5.
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Identification of the triterpenoids occurring in samples NH2968, NH2969 and in the

resin of S. officinalis

The structural identification of the triterpenoids as C-6 oxygenated derivatives of oleanolic
acid in samples NH2968 and NH2969 and in the fresh and oxidized resin of S. officinalis is
mainly based on mass spectral investigations using GC-MS (electron impact (EI), chemical
ionization (CI) and field ionization (FI) modes) as well as on comparison with published mass

1

spectra of triterpenoids from Styrax sp'® or other plant species'' and of amyrin-related

epoxylactones'?.
Identification of compounds VII to IX

The EI mass spectra of compounds VII - IX (Fig. S10) display a characteristic fragment at
m/z 262 corresponding to the Retro-Diels Alder fragmentation of olean-12-ene derivatives
bearing a carbomethoxy group at C-17'* and a fragment at m/z 203 resulting from the loss of
the carbomethoxy function. GC-MS analysis with FI mode allowed the molecular weight of
compounds VII, VIII and IX to be unambiguously determined (M* 484, 526 and 528,
respectively). The occurrence of a non-acetylated hydroxyl group on the A/B ring moiety of
compounds VII and IX is evidenced by the presence of a fragment at m/z 466 and 450,
respectively, resulting from the loss of 18 Da (-H20) in the mass spectra (Fig. S10). In this
respect, the high steric hindrance around the 6B-hydroxyl group prevented it from being
acetylated. Lastly, comparison of the mass spectra of VII, VIII and IX (Fig. S10) with spectra
published in the literature’? firmly supports identification of these compounds as methyl 3-
0x0-6B-hydroxy-olean-12-en-28-oate, methyl 3[B-acetoxy-6-oxo-olean-12-en-28-oate, and

methyl 3B-acetoxy-6-hydroxy-olean-12-en-28-oate, respectively.
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Identification of compounds XII to XIV

Compounds XII, XIII and XIV were identified as the epoxylactone analogues of the
triterpenoids VII, VIII and IX. Indeed, compounds XII to XIV, found both in the
archaeological sample NH2968 and in the resin of S. officinalis after the laboratory oxidation
experiment, display mass spectra with a fragmentation pattern very similar to that described in
the literature for amyrin-derived epoxylactones'®'?!4. The mass spectra of XII - XIV share
common main fragments at m/z 189, 204 and 217 as well as fragments at m/z 291, 249 and
293, respectively, for XII, XIII and XIV which are interpreted as characteristic
rearrangements fragments of amyrin-related 1lo-120-epoxylactones by analogy with the
fragmentation pattern proposed by Kamiya et al.'*. Furthermore, unambiguous determination
of the molecular weight by mass spectrometry in FI mode (M*526, 484 and 528, respectively)
and the similarity of the EI mass spectra of compounds XII - XIV with those published in the
literature'® further support the identification of compounds XII - XIV as the epoxylactone
analogues of the C-6 oxygenated oleanolic acid derivatives occurring in fresh resin of S.

officinalis.
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Taxonomy of Charybdis maritima (Drimia maritima)

The World Checklist of Selected Plant Families (http://apps.kew.org/wesp/gsearch.do)
indicates the first mention of the sea squill under the name “Scilla maritima” in 1753, then
later as “Urginea maritima (L.) Baker, J. Linn. Soc., Bot. 13: 221 (1873)”, “Drimia maritima
(L.) Stearn, Ann. Mus. Goulandris 4: 204 (1978)”, and finally “Charybdis maritima (L.)
Speta, Phyton (Horn) 38: 60 (1998)”. There are 12 species under the genus Charybdis which
are commonly accepted under their synonyms in the Drimia genus, under which the World
Checklist of Selected Plant Families gives 181 records (at time of publication). The number
of species recorded in NCBI under the genus Drimia is of 66.

Drimia belongs to the Urgineoideae subfamily of the Hyacinthaceae family (hyacinth family)
which contains three other subfamilies (Hyacinthoideae, Ornithogaloideae and Oziroeoideae).
According to Pfosser and Speta (2004)"3, the sea onion, well known since Antiquity for its
medicinal properties and by the Romans as Scilla, was first wrongly attributed to the Scilla
genus in the Hyacinthoideae subfamily. The genus Urginea (Urgineoideae subfamily) was
created in the 1830s and was followed by the inclusion by Baker of the sea onion in 1873.
The genera Bowiea and Drimia were then added and Charybdis created later, in which these
authors (Pfosser and Speta (2004)'%) have classified the Mediterranean squills.

Charybdin

Charybdin was characterised and named by Touloupakis et al. (2006)'® as a novel 29 kDa
type I ribosome-inactivating protein (RIP) found in bulbs of C. maritima. There are seven
other ribosome-inactivating proteins characterized in the Hyacinthaceae family; of them the
closest species has less than 50% percentage coverage in common with charybdin.

RIPs inhibit protein synthesis by enzymatically damaging ribosomes; there are of two types,
type I has a single peptide chain, type II contains two. By cleaving a certain site in rRNA,
they stop protein synthesis, thus inhibiting ribosome activity!”. Some RIPs such as ricin are
potent toxins. In C. maritima, Touloupakis et al.'® mention that with 150-200 mg per 100 g,
the “bulbs contain extremely high quantities of the charybdin protein. The initial extract
contained mainly charybdin and very small amounts of other proteins, which were only
observed when the gel was overloaded.” Charybdin was the only protein characterised in this
study. At the time of writing, there are 265 entries available in NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) for the Urgineoideae sub-family, 174 entries for the genus
Drimia/Charybdis and 11 for D. maritima (mostly chloroplast proteins).

In addition to characterising charybdin, the study highlights a substitution at position 79 in
the active site of RIPs where tyrosine is replaced in charybdin by valine. The authors argue
that this substitution might be responsible for its low inhibitory activity compared with other
RIPs, and that the protein (as the main protein constituent in the bulb) might have a different
function such as storage. The peptide which bears Val79, DDLVLR, was successfully
identified with a score of 49, as well as IHRDDLVLR with a score of 42. While the first
peptide is highly conserved in plants and bacteria (but not identified in RIPs), the second one
is found only in a handful of bacterial species.
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Amino acid distribution in charybdin and collagen
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Figure S12: The theoretical distribution in amino acids (relative distribution of the amino
acids identified by RP-HPLC) in the charybdin protein from Charybdys maritima
(RIP_DRIMA) is plotted against the amino acid analysis distribution obtained in the bone
reference and sample NH2825. In the hypothesis that charybdin is the sole plant protein
constituent in the organic residue of NH2825, it would require twice as much charybdin as
collagen to bring the concentration in glycine from its level in bone collagen to the one
detected in NH2825.
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5.1. Introduction

Comme nous venons de le démontrer a travers 1’exemple de Nahal Hemar (cf.
Chapitre 4), les substances naturelles ont été, des la Préhistoire, exploitées pour de multiples
usages (parfums, produits d’hygiéne, offrandes, remédes...). Les sucs résineux, issus de
’activité de gemmage, n’ont pas été les seuls matériaux d’origine végétale a avoir été utilisés
et nous pouvons citer parmi ces derniers des substances denses, visqueuses et collantes
appelées «goudron », « poix* » ou « brai » obtenues par pyrolyse de bois de coniféres (pin,
sapin, ...) ou de feuillus (bouleau surtout, mais aussi hétre, chéne, aulne, fréne?, ... ; Hayek et
al., 1990, Connan et al., 2000, Bailly, 2015). Dans le cadre de ce chapitre, nous nous
intéresserons plus spécifiquement & l'utilisation du brai de bouleau®, une substance obtenue
par pyrolyse de copeaux d’écorce de bouleau (ordre : Fagales, famille : Betulaceae, genre :
Betula). Le brai de bouleau est considéré comme 1'un des plus anciens matériaux
manufacturés au cours de I’histoire humaine, fruit d’un savoir qui remonte au Paléolithique
(Koller et al., 2001, Grinberg, 2002, Modugno et al., 2006a). Pour cette période, les
archéologues ne disposent que de peu d’informations relatives a la production de ce brai, mais
suggeérent la mise en ceuvre de températures peu élevées, comprises entre 340 °C et 400 °C *
pour le produire (Koller et al., 2001, Griinberg, 2002). Attesté ensuite pour la période du
Meésolithique (Aveling et Heron, 1998), le brai de bouleau constitue un matériau omniprésent
parmi les découvertes archéologiques datées du Néolithique en Europe (e.g., Binder et al.,
1990, Regert et al., 1998, Bosquet et al., 2001, Urem-Kotsou et al., 2002, Lucquin et al.,
2007).

Bien que, de nos jours, les procédés mis en ceuvre par nos ancétres, a partir du
Néolithique, pour la production du brai restent encore mal connus sur bien des aspects, les

découvertes archéologiques et les expériences de simulation de production de brai a partir

! Dans certains cas, le terme de « poix » peut également désigner le produit issu de la cuisson de la gemme de
I’arbre (Garnier, 2007).

? Les expériences de production de brai réalisées par Hayek et al. (1990) attestent qu’il est possible d’obtenir du
brai a partir d’une diversité importante de feuillus. Toutefois, & notre connaissance, aucune évidence
archéologique ne fait état de brai autre que de bouleau. Cette préférence évidente pour le bouleau pourrait-elle
étre attribuée a de meilleurs rendements, a une qualité supérieure de 1’adhésif produit, a une facilité de collecte
de I’écorce, a un nombre important de foréts de bouleau, ... ? Aucune étude ne permet actuellement d’en
connaitre la raison exacte.

¥ L’usage fait que les termes « poix » ou « goudron » s’appliquent le plus souvent aux produits de cuisson de
bois de coniféres tandis que I’appellation « brai » est majoritairement associée au produit de pyrolyse de I’écorce
de bouleau.

* Une étude d’archéologie expérimentale, cherchant 4 reproduire la production de brai de bouleau, a montré que
ce matériau ne pouvait se former qu’en chauffant I’écorce a des températures supérieures a 340 °C (Koller et al.,
2001).
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d’écorce de bouleau indiquent une technique pouvant associer, au sein de récipients en
ceéramique, une cuisson a tres haute température (pyrolyse) et un systéme de séparation des
composés volatils du brai proprement dit (résidu noir, visqueux, aux propriétés adhésives).
Une des techniques couramment employée pour la production de brai de bouleau consistait a
placer un récipient en céramique percé par le fond sur un autre pot destiné, quant a lui, a
récolter le brai s’écoulant lors de la cuisson (Figure 5.1.b ; Pietrzak, 2012). Ce dispositif était
fermé, placé dans une fosse avant d’étre scellé avec de I’argile afin d’en assurer 1’étanchéité et
ainsi créer des conditions parfaitement anoxiques. Un foyer en surface permettait de cuire la
ceramique supérieure remplie de copeaux d’écorce de bois et I’on estime qu’un chauffage a
des températures entre 500 et 700 °C, au niveau de ce foyer, permettait de maintenir une
température interne de prés de 400 °C (Neubauer-Saurer, 1997, Bosquet et al., 2001, Regert et
al., 2003, Pietrzak, 2012).

HEEEe, 1
2 ‘E‘%/,

couche d'argile

“//\ composés volatils

brai de bouleau

mélange brai et écorce

une seule chambre de production méthode dite du "double-pot" ou
distillation per descensum

FI1G. 5.1 Production de brai de bouleau au moyen (a) d’une unique chambre de production ou (b) selon

la méthode du « double-pot » ou distillation per descensum (Pietrzak, 2012).

Cette technique, appelée distillation per descensum ou méthode du « double-pot », est
attestée en Europe a partir de I’age du Fer (Regert et VVacher, 2001, Thomas et Claude, 2011,
Pietrzak, 2012, Figure 5.1.b), notamment a travers la mise au jour d’un bol en céramique
percé par le fond, tel un entonnoir, lors de la fouille du site archéologique du Grand Aunay
daté de I’age du Fer (Sarthe, France ; Regert et Vacher, 2001, Regert et al., 2003). Précisons
toutefois qu’un dispositif avec une seule chambre de production pouvait également étre utilisé

(Figure 5.1.a; Pietrzak, 2012 et références citées) et que le matériau ainsi obtenu pouvait
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contenir a la fois du brai et des résidus de matériel végétal non transformé. Si le brai de
bouleau était généralement utilisé a I'état brut, quelques rares évidences archéologiques et
chimiques attestent de I’utilisation de brai de bouleau ayant été mélangé a d’autres substances
organiques telles que de la cire d’abeille (Regert et al., 2003, van Gijn et Boon, 2006, Rageot
et al., 2015), de la résine de pin (Rageot et al., 2015) ou de la matiére grasse (Dudd et
Evershed, 1999).

Le brai de bouleau, ainsi préparé, était exploité notamment pour ses propriétés
adhésives et hydrophobes. En effet, I’essentiel des découvertes archéologiques faisant état de
ce matériau témoignent de son utilisation pour I’emmanchement d’outils lithiques ou 0sseux
(Regert et al., 1998, Urem-Kotsou et al., 2002), pour la réparation de poteries ébréchées ainsi
que pour assurer 1’étanchéité des céramiques (Binder et al., 1990, Charters et al., 1993,
Connan et al., 2000, Bosquet et al., 2001, Urem-Kotsou et al., 2002, Rageot et al., 2015),
comme élément décoratif de poteries (Vogt, 1949, Trabska et al., 2011, Rageot et al., 2015)
mais aussi, de maniére plus étonnante, en tant que produit a macher comme le révélent les
empreintes de dents préservées a la surface de quelques fragments de brai (Aveling et Heron,
1999, van Gijn et Boon, 2006). Il est également suggéré que le brai de bouleau ait pu étre
utilisé pour traiter la surface des poteries, afin de réduire la porosité de la céramique et lui
conférer ainsi une plus grande résistance lors de sa chauffe (récipients utilisés pour la cuisson

des aliments ; Regert et al., 2003).

Dans le cadre de nos travaux, nous avons été contactés par des archéologues explorant
un site archéologique situé a Eckwersheim (Alsace, France). En effet, ils avaient mis au jour
un collier, parmi le mobilier et les objets funéraires d’une tombe hallstattienne (premier age
du Fer). La présence d'une substance noire, vraisemblablement organique, sur celui-ci (cf. §
5.2.1.) nous a conduit a nous Yy intéresser afin d'en déterminer la composition moléculaire et
d'identifier sa possible fonction dans la confection du pendentif. L’analyse moléculaire ayant
révelé la présence de nombreux dérivés triterpéniques de la famille du lupane, des
biomarqueurs moléculaires abondants dans le bois et I'écorce de bouleau (Hayek et al., 1989,
Krasutsky, 2006, Schnell et al., 2014), ce travail de recherche a ét¢ complété par 1’analyse
d’écorce de bouleau en état de décomposition et de brais de bouleau de référence afin de
différencier les marqueurs moléculaires liés au traitement thermique de ceux naturellement

présents et/ou liés au vieillissement et a ’altération naturelle du matériau.
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5.2. Présentation des échantillons étudiés
5.2.1. Echantillons archéologiques

Dans le cadre des travaux d’infrastructures liés a ’aménagement de la ligne a grande
vitesse (LGV) Est-Européenne, ’INRAP est intervenu au niveau de différents secteurs placés
le long du tracé afin de répertorier les vestiges archéologiques et de les étudier. Ainsi, les
fouilles archéologiques, menées par le Dr. Clément Féliu et le Dr. Yohann Thomas a
Eckwersheim (Bas-Rhin, Alsace), ont permis la découverte de deux tertres funéraires datés,
d’aprés le mobilier, de I’Hallstatt ° (premier age du Fer ; Thomas et Féliu, 2012). Parmi les
sépultures mises au jour, la tombe 6008 a fourni de nombreux objets dont un collier (Figure
5.2), daté entre 625 et 550 av. J.-C. (phase Ha D1), comprenant un pendentif constitué de
deux petites coques de bronze ajustées au moyen d'une substance noire, organique sans doute,
d'origine inconnue. Cette substance (échantillon PRL BG 6008-02) a fait 1’objet d’une analyse

en biogéochimie organique afin d’en étudier sa composition, son origine et sa fonction.

Tombe hallstatienne 6008 sous tumulus
Eckwersheim

FIG. 5.2 Collier (3.1) mis au jour au sein de la tombe 6008 du complexe funéraire d’Eckwersheim et
pendentif associé (3.2) dont un fragment a été prélevé en vue d’une analyse en géochimie organique
(source de l'image : INRAP).

® La période de I’Hallstatt ou premier 4ge du Fer doit son nom 4 la ville autrichienne du méme nom, connue pour
avoir abrité une importante nécropole de cette période. Cette derniére est sous-divisée en 4 phases, désignées par
les lettres A (1200-1000 av. J.-C.), B (1000-800 av. J.-C.), C (800-650 av. J.-C.) et D (650-475 av. J.-C.).
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5.2.2. Echantillons de bouleau de référence : écorce et produits de pyrolyse

Afin de distinguer les marqueurs moléculaires issus du vieillissement naturel de
1I’écorce de bouleau de ceux formés lors du traitement thermique de cette méme écorce, trois
¢chantillons de référence ont été intégrés a 1’étude. Le premier est constitué de fragments
d’écorce de bouleau prélevés sur un bois en état de décomposition (Figure 5.3.a) et le second
du produit obtenu par pyrolyse de cette méme écorce au laboratoire (Figure 5.3.b). Le choix
d'un matériau de départ altéré (bois en décomposition), et non frais, a été motivé par la
présence, dans I'échantillon archéologique (cf. § 5.3.3.), de dérivés particuliers du lupane,
dont il s'agissait de préciser l'origine (diagénétique vs. pyrolytique), comme nous le verrons
plus loin. Les copeaux d’écorce de bouleau ont été pyrolysés sous atmospheére inerte (N,) a
haute température pendant 10 minutes dans un montage constitué d’un ballon et d’un
réfrigérant (cf. § 7.1.6.b pour le protocole détaillé). L'extrait organique obtenu a partir du
résidu carbonisé présent dans le ballon (Fig. 5.3.b) ainsi qu'une substance s’étant condensée
sur le réfrigérant, contenant les composés les plus volatils, ont été analysés seéparément
(désignés respectivement par les termes de «pyrolyse 1 » et «pyrolyse 2 »). Toutefois,
I'analyse de ce dernier n'ayant pas montré de différences significatives au niveau de la
distribution des triterpénes, sa composition moléculaire ne sera pas décrite par la suite. Notons
tout de méme que, de maniére prévisible, la proportion en dérivés phénoliques volatils (non

détaillés ci-apres) issus de la dégradation de la lignine y est bien plus élevée.

FI1G. 5.3 Ecorce de bouleau (a) avant et (b) apres le traitement pyrolytique réalisé au laboratoire.

Quant au troisiéme échantillon de référence, il s’agit d’un échantillon de brai de
bouleau produit par I’équipe d’archéologie expérimentale du Museumsdorf Dlppel de Berlin
(numéro de référence 162/5 20 18 00) et gracieusement fourni par le Dr. Andreas Kurzweil.
Ce brai a été obtenu aprés chauffe de bois de Betula pendula selon la méthode du « double-

pot ».
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5.3. Résultats et discussion
5.3.1. Etude du contenu lipidique de l’écorce de bouleau

Sans grande surprise, la matiére organique extraite de 1’écorce provenant d’un bouleau
en décomposition renferme principalement une série de triterpenes appartenant a la famille
des lupanoides (Figure 5.4), reconnaissables, notamment, au fragment caractéristique a m/z
189 dans leur spectre de masse (Budzikiewicz et al., 1963). La distribution de ces triterpenes
est prédominée par la bétuline (T12, estimée a > 60% des lipides analysés), provoquant de ce
fait la saturation du pic chromatographique® en GC-MS. Accompagnant la bétuline, nous
avons pu noter la présence du lupéol (T8), de I’acide bétulinique (T30), de la lupénone (T50),
du bétulonal (T51) et de la bétulone (T52). Ce résultat s’accorde parfaitement avec les études
publiées precédemment faisant état du contenu moléculaire de 1’écorce de bouleau (Hayek et
al., 1990, Krasutsky, 2006, Jager et al., 2009, Schnell et al., 2014). Si la bétuline est connue
pour étre largement répandue chez les angiospermes (Hayek et al., 1989), I’abondance tout a
fait remarquable de ce composé au sein des extraits de Betula (dont il tire son nom) fait de
celui-ci un biomarqueur moléculaire adapté pour la caractérisation de matériel végétal
originaire de bouleau (Hayek et al., 1989, Krasutsky, 2006).
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FIG. 5.4 Chromatogramme en phase gazeuse obtenu pour 1’extrait lipidique de 1’écorce d’un bouleau
altéré. Les alcools sont analysés sous la forme d’acétates et les acides sous la forme d’esters

méthyliques (programme de température F).

® Malgré une saturation notable du pic chromatographique correspondant & la bétuline, nous avons
volontairement injecté 1’échantillon en GC-MS dans les proportions présentées en Figure 5.4, et cela afin de
permettre une bonne détection des triterpenes élués avant la bétuline et présents a de plus faibles concentrations.

240



Chapitre 5 : Utilisation de brai de bouleau comme adhésif pour la confection d’un bijou

Outre la detection de lipides naturellement présents au sein de 1’écorce de bouleau, des
produits liés a 1’altération de ces derniers ont été mis en évidence. Il s’agit notamment de
produits présentant une insaturation en position C-2(3) (T53 et T54) formés par
déshydratation du lupéol et de la bétuline (Bosquet et al., 2001, Modugno et al., 2006a). Dans
le cas présent, nous avons pu établir que leur présence, dans cette fraction lipidique, est un
artéfact lié a leur formation dans l'injecteur PTV de l'appareil de GC-MS, et qu’ils ne

correspondent donc pas a des produits formés naturellement lors des processus d'altération de
I'écorce.

D’autres marqueurs triterpéniques de I’altération de I’écorce de bouleau finissent de
compléter cette distribution moléculaire. Il s’agit des composés T55 et T56 que nous avons
identifiés comme étant des dérivés de lupane résultant de la contraction du cycle A. Les
structures moléculaires de ces composés T55 et T56 ont été proposeées sur la base de leur
spectre de masse respectif (Figure 5.5), ainsi que par comparaison avec les spectres de masse
de triterpenes de la série de 1’oléanane présentant une contraction du cycle A similaire
(Elgamal et al., 1969) et, tout spécialement, avec le spectre de masse du composé T57 (derivé
d’allobétulane, cf. ci-dessous, Figures 5.8) décrit dans la littérature (Li et al., 1998, Salvador
et al., 2009). La perte de 43 Da par rapport a 1’ion moléculaire M™ (respectivement 408 et 466
pour T55 et T56) correspond a la perte du groupement iso-propyle sur le cycle A, typique de
ces dérivés, qui conduit ainsi a la formation des fragments de base a m/z 365 et 423 (Elgamal
et al., 1969). D’autres fragments caractéristiques de ces composés ont été rapportés dans la
littérature parmi lesquels, notamment, I’ion résultant de la rupture des liaisons C-6/C-7 et
C9/C-10 (Elgamal et al., 1969) qui méne, en définitive, a la formation des ions en m/z 229 et

227 observés respectivement dans les spectres des composés T55 et T56 (Figure 5.5).
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FIG. 5.5 Spectres de masse des A-neo-lupanoides identifiés dans 1’extrait lipidique d’écorce de

bouleau altéré (El, 70 eV). La fonction alcool (compose T56) est analysée sous forme d'acétate.
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Chapitre 5 : Utilisation de brai de bouleau comme adhésif pour la confection d’un bijou

En conditions acides, ces dérivés de la famille des A-neo-triterpénes se forment par la
perte de I’alcool en C-3(B) accompagnée d’un reéarrangement intramoléculaire de type
Wagner-Meerwein (migration 1,2 d’un groupement alkyle sur le carbocation adjacent, Figure
5.6 ; Salvador et al., 2009). Une telle modification intramoléculaire peut se produire lors de la
diagénese de la matiére organique de végétaux dans les sédiments (ten Haven et al., 1992).
Concernant 1’échantillon d’écorce de bouleau étudié, la formation des A-neo-lupanoides
identifiés est vraisemblablement la conséquence du vieillissement de 1’écorce et de sa
décomposition. Ce processus a d’ailleurs pu étre favorisé par des conditions acides induites
par la libération de nombreux dérivés phénoliques au sein du bois en état de décomposition

lors de la dégradation de la lignine (processus de dépolymérisation ; Colombini et al., 2009).

A-neo-triterpeénes

FIG. 5.6 Formation des A-neo-triterpénes par réarrangement de Wagner-Meerwein en conditions

acides décrite par Salvador et al., 20009.

5.3.2. Etude moléculaire de produits de chauffe d écorce de bouleau

Le résidu obtenu aprés chauffe a haute température de 1’écorce de bouleau (« pyrolyse

1 ») est principalement constitué de quatre classes de composés (Figure 5.7):

v de nombreux phénols de faible poids moléculaire (en début de chromatogramme, non

présentés) résultant de la dégradation de la lignine (Faix et al., 1990).

v’ des triterpénes natifs de 1’écorce de bouleau (cf. ci-dessus) que sont le lupéol (T8), la
bétuline (T12), I’acide bétulinique (T30), la lupénone (T50), le bétulonal (T51) et la
bétulone (T52). Ce résultat montre que le processus de chauffe n’a conduit qu'a une

dégradation partielle des triterpenes biologiques (le lupéol et la bétuline, par exemple).
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FIG. 5.7 Chromatogrammes en phase gazeuse des extraits lipidiques obtenus suite a un traitement
thermique de 1’écorce de bouleau : (a) cas de I’expérience de pyrolyse réalisée au laboratoire et (b)
brai de bouleau obtenu selon une méthode ancestrale (méthode du « double-pot ») mise en place dans
le cadre de travaux d’archéologie expérimentale (« Museumsdorf Drippel » de Berlin). Les alcools

sont analysés sous la forme d’acétates et les acides sous la forme d’esters méthyliques.

v' des triterpénes issus de la transformation du lupéol et de la bétuline par déshydratation
(T53 et T54). Contrairement a 1’analyse précédente d’écorce de bouleau altérée, le
composé T54 ne correspond pas un artéfact lié a sa formation dans I'injecteur PTV lors de
I'analyse par GC-MS puisque sa détection par GC-FID (injecteur « on-column » en mode
« track-oven ») atteste de sa présence intrinséque dans 1’échantillon. Quant au compose
T53, bien que sa présence en faible quantité ne nous permette pas de le détecter clairement
sur le chromatogramme obtenu en GC-FID, cela ne signifie pas pour autant qu’il n’ait pas
été formé par déshydratation du lupéol lors de I’expérience de pyrolyse. La présence de A*-
lupanoides dans I'extrait du résidu d’écorce carbonisé s’explique donc par une réaction de
déshydratation s’opérant lors du processus de chauffe a haute température, comme cela

avait été observé lors d’une expérience de pyrolyse effectuée a 600 °C (Regert et al., 2006).
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v’ des A-neo-lupanoides produits par réarrangement intramoléculaire du cycle A (T55 et
T56). Présents a I’origine dans 1’écorce de bouleau ayant servi pour 1’expérience de
pyrolyse (Figure 5.4), il est difficile de préciser I’effet du chauffage sur de tels composés
au vu de nos données. En effet, si nous remarquons une 1égére augmentation de 1’intensité
relative du composé T56 aprés pyrolyse, pouvant ainsi présumer d’un effet lié au
traitement thermique, il pourrait également s’agir d’une augmentation apparente liée a la

diminution de I’intensité relative des marqueurs naturels d’écorce de bouleau.

v’ de nouveaux triterpénes dérivant de la bétuline appelés « allobétulanes » (T57 a T59),
identifiés par comparaison avec les données MS de la littérature (Figures 5.8 et 5.9;
Schmidt et Huneck, 1979, Lavoie, 2001). II s’agit de dérivés de la bétuline formés par un
réarrangement intramoléculaire au niveau du cycle E en milieu acide (Figure 5.10 ; Green
et al., 2007, Salvador et al., 2009). Comme ils n’ont pu étre détectés dans 1’écorce
naturellement altérée qui nous a servi de substrat pour I’expérience de pyrolyse, la
présence des allobétulanes au sein des produits de chauffe confirme leur formation, de
maniere exclusive, par altération thermique du matériel végétal de bouleau (Heron et al.,
1999, Rageot, 2015). Cependant, il nous semble important de préciser, ici, que les
allobétulanes n’ont pas toujours été considérés comme des marqueurs de transformation
anthropique. En effet, Hayek et al. (1990) mentionnent la présence de 1’allobétulone (T60)
dans de I’écorce de bouleau. De méme, la détection de 1’allobétul-2-éne (T58) a été, dans
certains cas, associée a [Daltération naturelle du brai en milieu naturel, sédimentaire
notamment, en lien avec I’enfouissement d’objets archéologiques (Regert et al., 1998,
Bosquet et al., 2001, Regert, 2004). A ce propos, il convient, toutefois, de clarifier la
structure moléculaire de ce que I’on nomme « allobétul-2-éne », a savoir une structure
issue d’un réarrangement intramoléculaire au niveau du cycle E (composé T58 représente
en Figure 5.7), contrairement a certains articles ou ce nom désigne le produit d’élimination
de I’alcool en en C-3 de la bétuline (Binder et al., 1990, Regert et Rolando, 1996). Quoi
qu’il en soit, 1I’hypothése selon laquelle 1’allobétul-2-ene constitue un marqueur de
dégradation naturelle repose sur le fait que les co-auteurs de ces travaux n’ont pas eté en
mesure d’identifier ces dérivés d’allobétulane lors d’expériences de dégradation de la
bétuline et du lupéol réalisées en laboratoire et mettant en jeu le mélange POCIs-pyridine
(Regert et al., 1998, Regert, 2004). Les conditions basiques prévalant dans ces expériences,
en effet, ne favorisent pas la formation des dérivés de type allobétulane et, d’ailleurs,

conduisent uniquement & la formation de A’-triterpénes (Trendel, 1985, Dehaen et al.,
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FIG. 5.9 Mode de fragmentation des dérivés d’allobétuline en spectrométrie de masse (EI ; d’apres

Schmidt et Huneck, 1979).
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2011) tels que les produits de déshydratation du lupéol et de la bétuline (T53 et T54).
Cependant, de telles expériences ne peuvent étre considérées comme des expériences de
simulation réalistes dans la mesure ou les conditions expérimentales mises en ceuvre sont
tres différentes des conditions prévalant lors de la préparation du brai de bouleau. Dans
notre cas, la production de ces composes lors de la pyrolyse est clairement établie, nous

conduisant ainsi a considérer ces dérivées comme les marqueurs moléculaires d’un

traitement thermique et donc de production de brai de bouleau.

FiG. 5.10 Réarrangement intramoléculaire au niveau du cycle E a I’origine de la formation des

allobétulanes (Green et al., 2007, Salvador et al., 2009).

La Figure 5.7.b montre, par ailleurs, le profil lipidique observé pour I’échantillon de
brai de bouleau 162/5 20 18 00 obtenu dans le cadre de travaux d’archéologie expérimentale
selon le procédé de distillation per descensum (ou méthode du « double-pot »). Le contenu
moléculaire de ce brai présente des différences significatives par rapport a celui du résidu
obtenu au laboratoire par pyrolyse d’écorce de bouleau, qui s’expliquent, a 1’évidence, par
une différence de méthode employée pour la production de ce brai. Si la bétuline s’avére
d’ordinaire nettement plus abondante que les autres lupanoides dans 1’écorce de bouleau, la
pyrolyse en milieu totalement clos et anoxique ainsi que sur une durée de temps relativement
longue a entrainé une dégradation de la bétuline nettement plus importante que dans le cas de
notre courte expérience de pyrolyse (10 min sous atmosphére de N,). Plus généralement, le
brai de bouleau élaboré par distillation per descensum se caractérise par une proportion
moindre des triterpénes natifs de 1’écorce de bouleau par rapport & leurs produits de
transformation. Nous observons ainsi une augmentation des lupanoides insaturés en C-2(3)
formés par déshydratation de 1’alcool en C-3 et une teneur nettement supérieure en dérivés de
type allobétulane (composés T57 a T60) dans le brai de bouleau 162/5 20 18 00. Par ailleurs,
si les proportions de lupénone (T50) et de bétulone (T52) peuvent augmenter du fait de
I’oxydation du lupéol et de la bétuline lors de la chauffe (Bosquet et al., 2001), nous
constatons que ces produits ne sont presents qu’a 1’état de trace au sein du brai de bouleau
162/5 20 18 00. Enfin, concernant la détection des A-neo-lupanoides au sein du brai

expérimental 162/5 20 18 00, leur origine n’est pas formellement établie. En effet, sans
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I’analyse de 1’écorce de bouleau utilisée pour la production de ce brai, qui a pu contenir ces
produits d’altération, tout comme dans le cas de notre propre échantillon d’écorce, il semble
délicat de conclure quant a la formation de ces A-neo-lupanoides par pyrolyse de I’écorce de

bouleau.

De I’ensemble de ces observations, nous pouvons en déduire que la cuisson a haute
température de copeaux d’écorce de bouleau conduit immanquablement a la transformation
d’une partic des triterpénes biosynthétisés par cette espéce végeétale (lupéol, bétuline, acide
bétulinique...). Ce traitement thermique est notamment a I’origine de la présence de
I’allobétuline et de ses dérivés dans I’échantillon de brai de bouleau. Ces composés sont
formés par réarrangement intramoléculaire acido-catalysé au niveau du cycle E de la bétuline
et de ses analogues. D’autres transformations ont également été observées, parmi lesquelles
une élimination de la fonction alcool en C-3 conduisant aux triterpénes présentant une
insaturation en C-2. Par conséquent, les dérivés de type allobétulanes et les Alupanoides
peuvent étre considérés comme des marqueurs d’une transformation anthropique formes lors
de la production de brai (Modugno et al., 2006a). En revanche, la formation des lupanoides
présentant une fonction cétone en C-3 ou une contraction du cycle A en réponse a un

traitement thermique n’a pu étre clairement établie dans notre cas.

5.3.3. ldentification de la substance naturelle utilisée comme agent collant sur le
pendentif d ' Eckwersheim

L’étude moléculaire par GC-MS de 1’échantillon archéologique d’Eckwersheim a
révélé la présence de deux familles de terpénes particuliérement intéressantes et révélatrices
de ce qu’a pu étre cette substance intercalée entre les deux coques de bronze formant le
pendentif (Figure 5.11). La premiére famille a laquelle nous allons nous intéresser est
constituée des composés diterpéniques que sont 1’acide di-déhydroabiétique (D4), I’acide
déhydroabiétique (D5), 1’acide 7-oxodéhydroabiétique (D8) ainsi que les alcools tertiaires en
C-15 apparentés (composés D9 et D10), tous dérivant de la méme molécule préecurseur :
I’acide abiétique (D11, cf. appendice). Ce dernier est connu pour étre un composé naturel
ubiquiste des résines de coniferes (Otto et Wilde, 2001) et particulierement abondant dans les
résines de Pinacées (Otto et al., 2007). La présence de ces diterpenes indique donc une
contribution issue de coniféres dans la substance collante du pendentif qui peut correspondre a
de la résine ou a de la poix, un goudron végétal préparé par pyrolyse de bois de coniféere (e.g.,
Evershed et al., 1985, Connan et Nissenbaum, 2003, Bailly, 2015).
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Cependant, I’absence, au sein de notre échantillon archéologique, de composés
aromatiques diterpéniques, tel que le réténe (D12, cf. appendice), qui sont généralement
formés en abondance par défonctionnalisation et aromatisation des acides résiniques (e.g.,
Evershed et al., 1985, Connan et Nissenbaum, 2003) lors de la préparation de la poix, conduit
a exclure la possibilité que de la poix ait servi a la confection du bijou. En revanche, la
présence de dérivés monoaromatiques de 1’acide abiétique, dont certains possédent une
fonction cétone en C-7 (D8, D10) laisse entrevoir 1’usage d’une résine brute dont les
composés ont été altérés, et en particulier oxydés, lors dun processus naturel de

vieillissement du matériau (Regert et Rolando, 2002, Colombini et al., 2005a, Bailly, 2015).
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FIG. 5.11 Chromatogramme en phase gazeuse montrant la distribution des lipides extraits de 1’agent
collant prélevé sur le pendentif archéologique (Eckwersheim, Alsace). Les alcools sont analysés sous

la forme d’acétates et les acides sous la forme d’esters méthyliques.

En plus de I’identification de dérivés diterpéniques spécifiques aux résines issues de
coniféres, 1’utilisation d’une composante végétale originaire, cette fois-ci, d’angiospermes, Se
manifeste a travers la présence de nombreux triterpenes. Plus précisément, il s’agit de
composés triterpéniques appartenant a la famille des lupanoides (m/z 189 en MS) parmi
lesquels le lupéol (T8), la bétuline (T12), la lupénone (T50), la bétulone (T52), la lupanone
(T61, cf. appendice), et, enfin, le lupane-3,28-diol (T62, cf. appendice), des composés
naturellement présents au sein de I’écorce de bouleau (Krasutsky, 2006, Schnell et al., 2014).
L’identification de cet ensemble moléculaire nous permet donc de déterminer précisément

I’origine du matériau originel, a savoir de I’écorce de bouleau dont on peut émettre

248



Chapitre 5 : Utilisation de brai de bouleau comme adhésif pour la confection d’un bijou

I’hypothése qu’il puisse s’agir d’écorce de Betula pendula (bouleau verrugueux) ou de Betula
pubescens (bouleau pubescent), ces derniéres étant les deux especes les plus répandues en
Europe (Beck et al., 2016).

Le profil chromatographique révéle, par ailleurs, la présence de marqueurs de
transformation anthropique du matériau végétal originel, qui se forment lors de la fabrication
du brai de bouleau et, en particulier, les dérivés d’allobétulane (composés T58 a T60), dont
les proportions relatives avoisinent celles observées au sein du brai de bouleau 162/5 20 18 00.
L’importance des dérivés formés par deéshydratation du lupéol et de la bétuline
(respectivement T53 et T54) au sein de I’extrait organique de 1’échantillon archéologique
témoigne, avec les dérivés d’allobétulane, d’une transformation de 1’écorce de bouleau par
pyrolyse visant a obtenir du brai. Par comparaison avec les nombreuses études ayant rapporté
I’identification de ces différents marqueurs de brai de bouleau (Bosquet et al., 2001, Connan
et al., 2000, Rageot, 2015, Rageot et al., 2015) et en conformité avec 1’étude de brai présentée
ci-dessus, nous pouvons donc sans ambiguité affirmer que 1’extrait lipidique de 1’échantillon
PRL BG 6008-02 d’Eckwersheim se compose majoritairement de brai de bouleau. La
ressemblance de I’empreinte moléculaire de 1’échantillon archéologique avec celle du brai de
référence 162/5 20 18 00 peut, par ailleurs, suggéerer que des procédés de production
relativement similaires ont pu étre utilisés dans les deux cas, a savoir la méthode de
distillation per descensum, connue en France au moins a partir de I’dge du Fer. Ce matériau
devait vraisemblablement servir de liant entre les deux coques de bronzes afin de les fixer et,

ainsi, constituer le pendentif du bijou.

Hormis quelques rares évidences de brai de bouleau se trouvant étre mélangé a
d’autres substances (Dudd et Evershed, 1999, Regert et al., 2003, van Gijn et Boon, 2006,
Rageot et al., 2015), celui-ci a généralement été employé sous sa forme brute. Si le « noyau »
de pendentif d’Eckwersheim est constitué majoritairement de brai de bouleau, son examen
moléculaire a également révélé la présence d’une résine fraiche (i.e., non chauffée) de
conifere altérée naturellement par oxydation. Toutefois, la tres faible concentration des
dérivés d’acide abiétique par rapport aux triterpénes suggeére que la présence de cette résine
est liée a une « contamination » de 1’échantillon. Cette contamination aurait pu étre introduite,
par exemple, lors de la réutilisation d’un récipient ayant contenu de la résine lors de la

préparation du brai de bouleau, voire par contact avec du matériel issu de coniferes.
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5.4. Conclusion

En résumé, 1’étude moléculaire du pendentif d’Eckwersheim (Alsace, France), daté de
la période de I’Hallstatt, a permis I’identification de la substance végétale utilisée pour
confectionner le bijou et, plus précisément, pour permettre la fixation des deux coques en
bronze qui le constituent. En effet, la présence de nombreux dérivés triterpéniques
appartenant a la famille du lupane a suggéré I’emploi de matériel végétal issu d’écorce de
bouleau. La présence en quantité notable de dérivés d’allobétuline et de A’-triterpénes dans
I’échantillon archéologique nous permet de postuler que I’adhésif utilis¢ lors de la confection
du pendentif est du brai de bouleau ayant pu étre préparé par la méthode du « double-pot ».
En effet, la comparaison des signatures moléculaires de fragments d’écorce de bouleau altéré,
du produit résultant de la pyrolyse de cette méme écorce et d’un brai de bouleau réalisé selon
la méthode du « double-plot », nous a permis de distinguer, parmi les triterpénes détectés,
ceux naturellement présents dans 1’écorce de bouleau (le lupéol et la bétuline étant
quantitativement majoritaires), de ceux issus d’une altération naturelle ou forcée (Figure 5.12).
A la lumiére des résultats obtenus, nous en avons déduit qu’aussi bien les dérivés

d’allobétuline que les A’-triterpénes constituaient des biomarqueurs de chauffe pertinents.
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Dans le cadre de cette these, nous souhaitions apporter, au moyen d’outils
moléculaires, isotopiques et par datation au *C, des réponses a certaines problématiques
d’ordre archéologique. Ce travail de thése s’est articulé autour de deux thématiques majeures :
(1) I’étude de marqueurs moléculaires préservés au sein de sols archéologiques, généralement
en lien avec une occupation humaine, et (2) I’é¢tude de substances végétales impliquées en tant
qu'ingrédients dans la confection d'objets anciens. Nous souhaiterions donc conclure ce travail
en attirant D’attention du lecteur sur les possibilités qu’offrent de telles études et les

perspectives que ces travaux ouvrent.
= Etude de paléosols et apport des mesures de 6°C et de datation au **C

En premier lieu, nos travaux ont permis de mettre en avant ’intérét d’étudier la
matiere organique des sols archéologiques et tout spécialement ceux qui se trouvent piégés au
sein de structures dites « en creux » (silos, puits, fentes, fossés, ...). Cette mati¢re organique
est en effet susceptible de contenir des marqueurs moléculaires lipidiques issus de végétaux
et/ou associés a une activité humaine passée. Une telle approche moléculaire a partir de sols
peut donner lieu a I’identification de la couverture végétale originelle d’un sol ou de
I’utilisation de celui-ci a travers les ages, ce qui représente un précieux atout dans le cadre de
reconstitutions archéologiques et paléoenvironnementales. Nos travaux relatifs aux sols
piégés dans des structures archéologiques (site d'Obernai) et aux sols anthropisés
strasbourgeois viennent a ce titre illustrer cela (cf. chapitres 2 et 3). Dans les sols
archéologiques d’Obernai, I’identification de la miliacine, un triterpéne pentacyclique de type
méthyl éther, spécifique de la céréale de millet (Panicum miliaceum) et dont le rapport
isotopique *C/*2C (8C : -21,6 %o) est typique des lipides de plantes en C4, a permis de
mettre en évidence I’existence d’une culture de millet & Obernai. Exception faite de la
miliacine, les valeurs de 8*3C des lipides linéaires (n-alcanes, n-acides et n-alcools) isolés de
ces mémes sols révélent une empreinte isotopique caractéristique de plantes en C3 (entre -
31,4 %o et -36,2 %o), suggerant par conséquent qu’une végétation composée de plantes en C3
(paturages, culture de blé ou autres céréales en C3, ...) a vraisemblablement succédé a la
culture de millet en C4 en effacant/remplacant I'intégralité de la signature lipidique issue des
lipides non spécifiques du millet et communs a la plupart des végétaux (lipides linéaires,

phytostérols, triterpénes non spécifiques du millet).

Par ailleurs, I’analyse par GC-MS du contenu lipidique de sols anthropisés (couches

de sols de couleur particulierement sombre pouvant indiquer une contribution significative de
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matiére organique), dont la plupart mis au jour en contexte urbain, a, quant a elle, révélé une
quantité importante de 5B-stanols (tout particulierement de coprostanol et d’épicoprostanol)
ainsi que d’acides biliaires dans les échantillons, ce qui laisse supposer un apport conséquent
de matiére fécale, principalement d’origine humaine. Au vu de ces résultats, nous en avons
conclu que les structures ont été utilisées comme latrines. Enfin, dans un des échantillons
prélevé Place du Chateau a Strasbourg, 1’abondance des n-alcools et, plus spécifiqguement, la
présence en quantité substantielle de I’homologue en Cog a suggéré la contribution de paille de
blé. Si I’on ajoute a cela la présence de I’acide hyodésoxycholique -un acide biliaire
exclusivement synthétisé par les suidés-, nous pouvons proposer que 1I’emplacement étudié a
été utilisé pour la stabulation d’animaux (cochons). Dans les trois cas cités ci-dessus, 1’étude
de la matiére organique du sol a clairement pu nous indiquer 1’usage qui en avait été fait,
apportant ainsi de nouveaux éléments (et/ou des éléments complémentaires) aux archéologues
qui n'auraient pu en avoir connaissance par le biais d'autres types d'études basées sur I'analyse

de macrorestes.

L’¢tude des sols archéologiques ayant comblé les silos protohistoriques d’Obernai a
toutefois souligné la possibilité d’un décalage temporel non négligeable entre 1’age d’une
structure et celui de son contenu. En effet, alors que les silos sont datés, pour la plupart, de
I’age du Fer (d’aprés le matériel archéologique et notamment la typologie des céramiques), il
apparait que la matiere organique des sols de comblement est systématiquement plus vieille,
en raison, sans doute, d’'un mélange de matériel organique récent et plus ancien dont on
mesure, en réalité, la moyenne. Ainsi, il est judicieux, lors de 1’étude de sols, de replacer
I’empreinte moléculaire de ce dernier et notamment de ses constituants lipidiques dans un
contexte historique au moyen de mesures de datation. A cet égard, la datation au radiocarbone
de composés individuels, préalablement isolés, offre aujourd’hui de nouvelles possibilités
pour comprendre la dynamique de la matiére organique dans ces sols et de légitimer
I’utilisation de certains biomarqueurs en tant qu'archives environnementales et archéologiques.
Dans le cadre de 1’étude du contenu lipidique des sols de comblement des silos a grains, la
datation de la miliacine obtenue apres isolement a permis de faire remonter la culture du
millet & I’age du Bronze, période antérieure a celle pendant laquelle les silos ont été utilisés
pour le stockage des récoltes. Ces différentes mesures de datation, qu’elles aient été effectuées
sur la miliacine, les extraits lipidiques ou la matiere organique totale du sol, ont démontré que
les structures en « creux » ont la capacité de piéger des paléosols et constituent, a ce titre, des

« archives pedologiques » qui méritent d’étre considérées au méme titre que 1’ensemble des
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macrorestes archéologiques (charbons, céramiques, matériel osseux, ...) mis au jour lors de

fouilles de structures anciennes.
» Identification de substances végétales issues d'objets archéologiques

La caractérisation de substances végeétales provenant d'objets archéologiques constitue
un enjeu de premier plan en archéométrie moléculaire. Lorsqu’ils répondent aux criteres de
spécificité des biomarqueurs, les lipides « fossiles », que 1’on peut identifier via les analyses
de GC-MS, représentent de précieux outils moléculaires pour la caractérisation de substances
naturelles. Toutefois, 1’examen moléculaire d’échantillons de matériel végétal de référence
constitue un préalable essentiel afin que soient proposés de nouveaux criteres
chimiotaxonomiques pertinents pour leur caractérisation. A ce titre, notre étude relative aux
résines de référence issues de Styrax et de Liquidambar, auxquelles s’ajoutent les baumes de
Tolu et du Pérou du genre Myroxylon (cf. chapitre 4), représente une avancée majeure dans
I’étude des baumes aromatiques, avec notamment la premiére étude moléculaire concernant la
résine de S. officinalis. Les analyses par GC-MS ont révélé des différences de compositions
lipidiques significatives entre ces especes, de sorte qu’il semble possible d’authentifier une
résine fraiche au regard de sa distribution en esters d’acides cinnamique et benzoique.
Cependant, ces composés aromatiques s’aveérent particuliérement sensibles aux processus
d’altération (réactions de condensation, d’hydrolyse, ...) et ne peuvent donc pas constituer des

outils moléculaires de choix dans le cadre d’études archéomeétriques.

Du fait de 1’altération post-depositionnelle des matériaux archéologiques inhérente aux
conditions physico-chimiques du milieu dans lequel 1’objet ancien s’est trouvé étre en
présence, les études biogéochimiques se concentrent principalement sur les lipides qui
présentent un potentiel de préservation élevé. Parmi les lipides de végétaux résistant aux
processus diagénétiques, nous pouvons compter notamment sur les triterpénes. Qu’il s’agisse
du créane funéraire de Nahal Hemar daté du PPNB (soit environ 8500-7000 av. J.-C.; cf.
chapitre 4) ou du pendentif d’Eckwersheim daté de 1’age du Fer (Hallstatt, 625-550 av. J.-C. ;
cf. chapitre 5), les extraits lipidiques obtenus a partir de ces échantillons archéologiques se

sont tous deux illustrés par leur important contenu en triterpenes.

Fréguemment observés en contexte archéologique, certains triterpénoides de vegétaux
présentent en outre une spécificité structurale importante, ce qui permet de les associer
aisément a leur organisme producteur. Ainsi, lors de 1’étude des baumes aromatiques (cf.

chapitre 4), les sucs résineux issus du genre Styrax se sont distingues par 1’existence de
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triterpenes pentacycliques atypiques possedant une fonction oxygénée en C-6. Ces derives
étant absents a la fois dans les gommes de liquidambars et les baumes de Tolu et du Pérou,
nous en avons conclu qu’il s’agissait de biomarqueurs spécifiques aux résines de styrax,
lorsque ces derniers s’accompagnent de dérivés aromatiques (esters d’acide cinnamique et
benzoique). A la lumiére de ces nouvelles données moléculaires, 1’enduit organique ornant le
crane de Nahal Hemar a donc été observé sous un nouvel angle. L’identification de triterpénes
0Xygénés en C-6 au sein de I’enduit, dans des proportions remarquablement similaires a celles
observées dans le cas des deux résines fraiches de S. officinalis, a abouti a une identification
certaine de la composante végétale de la résine organique, probablement utilisée dans le but
de parfumer le crane. En ce qui concerne 1’étude moléculaire de la substance organique
trouvée sur le pendentif d’Eckwersheim (Alsace), I’analyse par GC-MS a permis d’établir la
présence de dérivés du lupane tels que la lupénone, la lupanone, le lupéol, la bétulone et la
bétuline (cf. chapitre 5). Ces composés existent naturellement en tant que triterpenes majeurs
dans 1’écorce de bouleau (Betulaceae), indiquant de ce fait l'utilisation d'une telle source

végétale dans le matériau intervenant dans la confection du pendentif.

S’il est possible d'observer, en contexte archéologique, des triterpenes « natifs » -c'est-
a-dire tels qu’ils ont été biosynthétisés par les plantes, sans transformation-, a I’image de ces
dérivés d’acide sumarésinolique des résines de styrax ou de ces lupanoides natifs de 1’écorce
de bouleau, l'identification de triterpénes dont la structure a été modifiée peut également étre
révélatrice de I’histoire du matériau. Ainsi, la nature des transformations subies par les
triterpenes peut fournir des informations concernant, le mode de fabrication de ce matériau,
son utilisation par 1’hnomme ou encore les processus de dégradation post-dépositionnels qu’il a
subi. Des expériences de simulation (autoxydation, traitement thermique, ...) réalisées en
laboratoire peuvent permettre alors d’évaluer le comportement des triterpénes Vis-a-vis de
processus d’altération, naturels ou anthropiques, susceptibles de profondément modifier
I’ensemble de la signature moléculaire spécifique originelle d’une substance végétale. Ainsi,
par exemple, l'autoxydation de résine fraiche de S. officinalis a conduit a I'obtention des
mémes produits de dégradation (époxylactones) que ceux identifiés dans I'enduit du créane de
Nahal Hemar et vraisemblablement formés au cours du vieillissement naturel de I'objet
archéologique. A I’inverse d’une expérience cherchant a reproduire un processus naturel, une
expérience de pyrolyse d’écorce de bouleau a permis de mettre en évidence un certain nombre
de dérivés du lupane formés par processus thermiques, et de distinguer ceux-ci de ceux

résultant de l'altération naturelle du matériau. La détection de ces mémes derives de pyrolyse
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dans I’échantillon archéologique nous a permis d’en conclure quant a 1’utilisation de brai de

bouleau, sans doute utilisé comme agent collant lors de la confection du pendentif.

Ainsi, comme nous I'avons illustré au travers de ces quelques exemples développés au
cours de cette thése, il ressort que certains outils de la biogéochimie moléculaire comme, par
exemple, I'analyse par GC-MS des lipides, la détermination de la composition isotopique du
carbone (8"C) et la datation au **C de composés individuels, sont devenus quasi
incontournables dans le cadre d'études archéologiques. Il conviendra, pour des travaux futurs,
d'établir des protocoles analytiques rigoureux et fiables permettant d'accéder de maniére plus
« routiniere » a certaines de ces données (datation, notamment), d'élargir les référentiels
moléculaires se rapportant aux substances naturelles d'origine végétale et de mettre au point
des expériences de laboratoire simulant de maniere réaliste les processus susceptibles d'altérer

la matiere organique au cours du temps, a des échelles de temps allant du siecle au millénaire.
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7.1. Traitement géochimique des échantillons
7.1.1. Precautions particulieres

Les analyses realisees dans le cadre de cette thése concernent, pour la plupart, des
matériaux archéologiques trés anciens et rares, précieux et disponibles en trés faibles quantites.
Afin d’éviter toute contamination, par les plastifiants notamment, de nombreuses précautions

ont été prises:

v Tous les solvants utilisés sont redistillés puis conservés dans des bouteilles en
verre, soigneusement lavées et fermées au moyen d’une feuille en aluminium.

v L’ensemble de la verrerie est lavée a I’eau, séchée a 1’acétone et, enfin, lavée au
CH,CI; redistillé.

v Tout le matériel (pipettes, coton, sable, silice, célite) est, de méme, nettoyé au
CH.CI, dans un soxhlet. Concernant la silice, celle-ci est ensuite séchée puis
activee dans une étuve a 120 °C.

v" Chaque échantillon traité est conservé au congélateur a -20 °C.
7.1.2. Extraction, dérivation et fractionnement de la matiére organique extractible
a) Extraction

La matiere organique lipidique dans les échantillons est extraite au moyen d’un
mélange de CH,CI,/CH3OH (1:1, v/v), a I’aide d’un bain a ultra-sons, suivi d’une filtration
sur célite et de 1’élimination des solvants sous pression réduite. Une aliquote de ’extrait
lipidique est ensuite soumise successivement a deux éetapes de dérivation (cf. § 7.1.2.b). Dans
le cadre de I’étude quantitative de la miliacine (cf. Chapitre 2), une quantité connue d’ester de
propyle de 1’acide stéarique, utilisé comme standard interne (SI), est ajoutée a cette aliquote

avant les étapes de dérivation.

b) Acétylation et méthylation

Dans un premier temps, les alcools sont acétylés en introduisant dans I’aliquote,
préalablement solubilisée dans du CH,Cl,, environ 1 mL d’anhydride acétique (réactif) et 20
uL de N-méthylimidazole (catalyseur) et en laissant réagir le meélange a température ambiante
pendant 20 minutes. Aprés adjonction de CH3OH dans le but d’éliminer les anhydrides mixtes
pouvant s’étre formés au cours de 1’acétylation, I’excés de réactif est éliminé sous pression

réduite. Dans un second temps, 1’ajout d’une solution éthérée de diazométhane a 1’échantillon
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dissout dans du CH,Cl, permet la méthylation des fonctions acides (température ambiante).
Au bout de 30 minutes, I'ensemble est placé sous un flux d'azote pour éliminer I'excés de

diazométhane, puis le solvant résiduel est éliminé sous pression réduite.

¢) Fractionnement global

L’extrait dérivé est fractionné sur colonne de silice séche, permettant 1’obtention d’une
fraction apolaire (élution au moyen d’un mélange de CH,Cl,/AcOEt, 8:2, trois volumes morts
Vo) et d’une fraction plus polaire (CH,CIl,/CH30H, 1:1, deux V). La fraction apolaire dérivée
est analysée par GC-FID puis par GC-MS selon les conditions décrites ci-dessous (cf. § 7.2.1.
et 7.2.2). Dans le cadre d’études quantitatives (cf. Chapitre 2), pour s'affranchir des problémes
de facteurs de réponse inhérents & la nature des différents composés organiques lors
d'analyses de GC-MS, il est préférable de travailler a partir du signal obtenu en GC-FID qui

est proportionnel a la quantité de carbone.

d) Méthanolyse de la fraction lipidique polaire

Les composés polaires collectés lors du fractionnement global sur colonne de silice (§
7.1.2.c) sont transférés dans un tube muni d'un bouchon étanche possédant un joint en téflon,
puis le solvant est évaporé sous flux d'azote. Un mélange HCI/CH3;OH (1,2 N) est ajouté et
I’ensemble est placé dans un four chauffé a 110 °C pendant 4 heures. Aprés retour a
température ambiante, le solvant et 1’acide sont évaporés a I’aide d’un évaporateur rotatif et
les lipides sont acétylés avant d’étre analysés par GC-FID et GC-MS (cf. § 7.2.1. et 7.2.2).

7.1.3. Isolement et dérivation en vue de mesures isotopiques (6**C)

a) Fractionnement

L’objectif de ce fractionnement étant la séparation fine d'extraits lipidiques pour
effectuer des analyses de GC-c-IRMS, celui-ci est réalisé sur une colonne de silice a partir
d’un extrait organique non dérivé. Les alcanes lineaires sont élués en premier avec un
mélange de cyclohexane/CH,Cl, (9:1, viv; 1,5 Vo), puis sont obtenus la miliacine (CH,Cly;
2V)) et les alcools linaires et les stérols (CH,CI,/AcOEt, 9:1, viv; 2Vy). Enfin, les composés
les plus polaires, comprenant notamment les acides carboxyliques, sont récupérés au moyen
d’un mélange CH,CIl,/CH30H (1:1, viv; 2Vy).
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b) Dérivation des fonctions alcools et acides pour analyse par GC-c-IRMS

Les fonctions alcools sont dérivées par ajout de 40 puL de pyridine et 140 uL de
BSTFA ou Bis-(N,O- triméthylsilyl)-trifluoroacétamide (70 °C). Au bout de 2 h, I'exces de

réactif est éliminé par évaporation sous un flux d'azote.

Les fonctions acides carboxyliques sont méthylées a I'aide de BF3; dans le méthanol (2
h, 60 °C). Le brut réactionnel est alors transféré dans une ampoule a décanter dans laquelle
sont ajoutés de l'eau distillée et du CH,Cl,. La phase organique, qui contient les esters

méthyliques, est récupérée puis purifiée par filtration au CH,Cl;, sur une colonne de silice.

La composition isotopique en carbone des groupements trimethylsilyles (TMS) du
BSTFA (8°C = -20,76 %o) et du CH3OH (8™3C = -48,5 %o), utilisés comme agents de
dérivation, est connue, ce qui permet de corriger les valeurs de §°C des composés dérivés en

utilisant la formule décrite par Rieley (1994).

13
) Ccomposé -

13 13
N¢ (composé dérivé) ¥ 5 Ccomposé dérivé— ¢ (TMS/CH30H) X8 CTMS/CH3 OH (5)

N¢ (composé)
avec n. : nombre de carbone
7.1.4. Traitement des échantillons pour datation au **C par AMS

a) Isolement de la miliacine

Dans un premier temps, une aliquote de 1’extrait organique brut (i.e., non dérive) est
fractionnée sur une colonne de silice séche permettant 1’élution successive de fractions avec
un mélange cyclohexane/CH,CI, (8:2), CH.Cl, et enfin CH,Cl,/CH3OH (1:1), la seconde
fraction se trouvant fortement enrichie en miliacine. Celle-ci est ensuite purifié