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Fossiles moléculaires d’intérét microbiologique,
pétrolier, agronomique et environnemental

Eric LICHTFOUSE
Laboratoire Sols et Environnement, INRA/ENSAIA-INPL, BP 172,
54505 Vandoeuvre-Lés-Nancy, France

Les fossiles moléculaires sont des substances organiques présentes dans les sols, les sédiments, les charbons et les pétroles. Agés
parfois de plusieurs centaines de millions d'années, 1'étude de ces molécules de structure trés spécifique a trouvé des applications
dans plusieurs domaines scientifiques. Par exemple, et de manicre inattendue, la découverte des hopanes fossiles dans les pétroles
en 1970 a conduit a la découverte de nouvelles substances bactériennes, les hopanols, en 1976 ! A cet égard, une poignée de ces
fossiles moléculaires "orphelins" restent actuellement sans "parents", c'est a dire qu'ils attendent la découverte de leur précurseurs
biologiques. D'autre part, les fossiles moléculaires ont été largement utilisés pour étudier les réactions biogéochimiques régissant
la dégradation et la "cuisson" de la matiere organique sédimentaire en profondeur. Ces travaux ont été trés utiles pour la
recherche de nouveaux gisements de pétrole. Plus récemment, I'analyse moléculaire et isotopique du sol a révélé de nouvelles
voies de transformation de I'humus, notamment par la mise au point d'une méthode permettant de mesurer le renouvellement a
long terme au niveau moléculaire. Enfin, les fossiles moléculaires s'avérent maintenant des outils remarquables pour authentifier
les contaminations et pour mesurer l'efficacité de la réhabilitation dans les situations de pollution pétroliére des différents milieux
comme les sols, les plantes, I'atmosphére, les sédiments récents et les aliments.

Mots-clefs : pétrole, humus, pollution, sol, sédiment

Molecular Fossils. Applications to Microbiology, Petroleum Geochemistry, Agronomy and Environment.

E. Lichtfouse

Molecular fossils are organic substances occurring in soils, sediments, coals and crude oils. The study of these structurally
specific fossils has generated applications among several scientific fields. For instance, the discovery of fossil hopanes in
petroleum in 1970 has unexpectedly led to the identification of novel bacterial substances, hopanols, in 1976 ! Here, a handful of
such "orphan" fossils await the discovery of their "parents" in modern biological organisms. Further, molecular fossils have been
widely used to decrypt the biogeochemical processes ruling the degradation and the maturation of sedimentary organic matter
with increasing burial. The findings have proved particularly efficient to locate new petroleum pools. More recently, molecular
and isotopic investigations of soils have revealed novel pathways of transformations of humic substances. To this end, a method
has been set up to measure the long-term turnover of individual organic substances in soil. Last, molecular fossils are now used
as tools to authenticate polluted samples and to remediate petroleum-polluted media such as soils, plants, atmosphere, recent
sediments and food.

Key-words : petroleum, humic substances, pollution, soil, sediment

INTRODUCTION

La chimie organique est vieille de 2700 millions d’années, au moins. C’est en effet I’dge d’un schiste Australien
dans lequel les plus vieux fossiles moléculaires ont été identifiés grace aux méthodes fines de la chimie analytique
(Brocks et al., 1999). En 'occurrence des hopanes et des stéranes dont la stéréochimie treés spécifique démontre
I’existence d’organismes évolués a cette époque : des bactéries et des eucaryotes. Mais qu’est-ce qu’un fossile
moléculaire ? De la méme maniére qu’un poisson va donner lieu apres quelques millions d’années d’enfouissement
dans les sédiments a ces magnifiques empreintes d’arétes que I’on observe en brisant les roches, les molécules
biologiques sont altérées, biodégradées, chauffées, déshydratées, aromatisées et finalement livrent ces molécules
fossiles dont la structure spécifique permet de faire le lien avec leur précurseur biologique (Albrecht et Ourisson,
1971, Eglinton, 1973, Ourisson, 1986, Peters et Moldowan, 1993). Aujourd’hui, les champs d’application des
fossiles moléculaires foisonnent, notamment pour la recherche de nouveaux gisements de pétrole ou pour élucider
I’origine des débris archéologiques (Tissot et Welte, 1984, Connan et al., 1992). Une des découvertes parmi les plus
étonnantes a été I’identification en 1976 des hopanols bactériens par Ourisson et Rohmer grice a I’identification
préalable de leurs fossiles, véritables "coelacanthes moléculaires", par Van Dorsselaer et coll. (1974). Quelques
autres fossiles "orphelins" attendant la découverte de leurs "parents" sont présentés au début de cette synthése. Puis,
aprés une incursion en géochimie pétroliere, nous découvrirons quelques aspects de I'utilisation des fossiles
moléculaires en agronomie et en environnement.

*Trésorier de la division de chimie analytique de la SFC. Prix de la Chimie Analytique 1995, Grand Prix de la Chancellerie des
Universités de Lorraine 1999. Manuscrit extrait d’'un mémoire d’habilitation a diriger des recherches (INPL, 1998).



Molécule biologique

ot

Fossile

Vo —
=

Molécule fossile

LES FOSSILES MOLECULAIRES

La matiere organique des sols et des sédiments est
issue de la transformation des tissus biologiques
apres la mort des organismes vivants (Welte, 1970,
Schnitzer, 1991). Elle est constituée de substances
provenant d’organismes comme les plantes, les
algues et les bactéries (Schreiner et Shorey, 1909,
1911, Eglinton et Murphy, 1969, Albrecht et
Ourisson, 1971, Eglinton, 1973, Ambles et al., 1989,
Ries-Kautt et Albrecht, 1989, Dinel et al., 1990,
Lichtfouse et al., 1992). Le stigmastérol, par
exemple, est une molécule biologique typique des
plantes supérieures (Schreiner et Shorey, 1911,
Huang et Meinschein, 1976, 1979), alors que le
hopanetétrol 1 est présent dans les bactéries

(Ourisson et al., 1979, Rohmer et al., 1984).
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Apres leur introduction dans le milieu géologique,
ces substances biologiques sont altérées sous
I’influence de la biodégradation, de la température et
de la pression (Tissot et Welte, 1984). L’étude des
changements de structure moléculaire au cours de
I’enfouissement a permis de déterminer la nature des
principales réactions géochimiques subies par la
matiere organique, notamment la défonctionalisation,
la  décar-boxylation, la  condensation, la
vulcanisation, 1’aromatisation et le craquage

(Mackenzie et al., 1982, Tissot et Welte, 1984,



Sinninghe Damsté et De Leeuw, 1990). Le
stigmastérol 2 est ainsi déshydraté, déméthylé et
déshydrogéné au cours de la lente diagenése pour
former des stéroides aromatiques dans les sédiments
matures et les pétroles (Riolo et al., 1986, Lichtfouse,
1989, Lichtfouse et al., 1994a). Les fossiles
moléculaires sont des indicateurs de source et de
transformation qui ont donné lieu & de nombreuses
applications (Tissot et Welte, 1984, Moldowan et al.,
1992, Connan et al., 1992, Peters et Moldowan,
1993, Killops et Killops, 1993, Engel et Macko,
1993).
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MICROBIOLOGIE

Découverte des hopanoides bactériens

Aprés 1970, les géochimistes organiciens
identifierent de nombreux dérivés hopaniques 3 en
C,;-C;5 dans les sédiments, les sols, les pétroles et les
charbons (Van Dorsselaer et al., 1974, 1977). A cette
époque, leur origine biologique reste mystérieuse car
on ne connait qu’'une dizaine de hopanoides

synthétisés par des arbres, avec toutefois un nombre

Dans cette synthése, nous allons tout d’abord
montrer que I’identification de fossiles moléculaires
peut conduire de facon inattendue a la découverte de
nouvelles substances biologiques. Puis nous
décrierons leur utilisation en tant que parameétre de
source et de transformation en géochimie pétrolicre.
Nous découvrirons ensuite qu’ils s’averent de
puissants outils d’étude de la formation et de la
dynamique de I’humus des sols. Nous expliquerons
aussi comment ils peuvent authentifier la
contamination des sols et des plantes par les produits
pétroliers. Enfin, nous proposerons quelques axes de
recherche qui s’intégrent dans une discipline
scientifique en émergence, la géochimie organique

environnementale.

de carbone ne dépassant pas 30. Il est alors difficile
d’expliquer la présence ubiquiste de leurs fossiles
dans les sédiments, en particulier dans des pétroles

dont la contribution végétale est souvent mineure.



3 une étape de trois lavages de la phase organique a
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substances amphiphiles, sont transférés vers la phase
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Hopane (C32) Ces  résultats montrent que  I’analyse

Pétrole
d’échantillons  géologiques 4gés de plusieurs
Les précurseurs biologiques des hopanoides centaines de millions d’années a suscité la découverte
fossiles doivent donc probablement se trouver dans des hopanoides bactériens (Ourisson et al., 1982,
des organismes ubiquistes. Or, en analysant de facon 1987a). Ces substances biologiques revétent une
méticuleuse quelques souches de bactéries, Rohmer importance particuliére parce qu’elles sont trés
et Ourisson (1976a-c) identifient des hopanetétrols probablement les précurseurs phylogénétiques des
dont le nombre de carbone de 35 explique bien la stérols, molécules ubiquistes chez les eucaryotes. Les
présence de fossiles en C,;-Css par dégradation de la hopanoides joueraient ainsi des réles physiologiques
chaine latérale. analogues, notamment en tant que renforcateurs

. . membranaires (Ourisson et al., 1987b). Nous allons
La raison pour laquelle ces hopanols bactériens

o o . , . maintenant exposer la découverte de fossiles
n’ont pas été identifiés plus t6t est d’ordre analytique.

. . . . moléculaires dont les précurseurs biologiques sont
En effet, la séparation classique des lipides comporte

encore inconnus.

Fossiles orphelins

De nombreux dérivés stéroidiques ont été identifiés dans les sédiments et pétroles (Mackenzie et al., 1982). Leur
présence dans le milieu géologique peut étre expliquée par la transformation diagénétique des stérols d’organismes
vivants comme les plantes supérieures, les algues et les champignons. Toutefois, plusieurs groupes de recherche
identifient des stéroides fossiles dont la structure singuliére est difficile a corréler avec les stérols biologiques (4).
Ainsi, des stéranes alkylés en position 2 ou 3 sont présents dans des sédiments d’4ges variés (Summons et Capon,
1988, 1991, Dahl et al., 1992). Puis, des stéroides triaromatiques méthylés en position 2, 3 ou 6 sont identifiés dans
les sédiments matures et les pétroles du Jurassique du bassin de Paris (Lichtfouse et al., 1990, Lichtfouse et
Albrecht, 1994). Enfin, des stéranes carboxylés en position 3 sont mis en évidence dans les sédiments potassiques
Eocene d’Alsace (Dany et al., 1990). C’est la présence de substituants carbonés en position 3 sur ces fossiles qui est
particulierement préoccupante car aucun stérol biologique connu ne posséde une telle structure. En outre, il est
difficile d’expliquer I’ajout d’un carbone en position 3 par un processus diagénétique. Ainsi, la présence de
substituants carbonés de nature variée en position 3 suggere l’existence d’un précurseur biologique chez les

organismes vivants (Lichtfouse et al., 1993).
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Il existe actuellement plusieurs familles de fossiles "orphelins" ou "coelacanthes moléculaires", c’est a dire des
molécules géologiques dont les précurseurs biologiques n’ont pas encore été identifiés (4, Ourisson et al., 1982).
Ainsi, Rullkétter et Philip (1981) ont identifié dans un bitume du Silurien des hopanes dont le nombre de carbone
s’étend jusqu’a 40, alors que ce nombre n’atteint que 35 chez les hopanols bactériens connus. D’autre part, en
brisant les liaisons des macromolécules organiques sédimentaires avec des réactifs spécifiques Chappe et coll.
(1979) ont mis en évidence de longs hydrocarbures, le biphytane par exemple. Ces fossiles sont probablement
dérivés des lipides membranaires des archéobactéries vivant actuellement dans les niches écologiques aux
conditions extrémes de température, de salinité et d’anaérobiose (De Rosa et al., 1986). Des terpanes tricycliques
dont le nombre de carbone varie de 19 a 45 ont été identifiés dans les sédiments et pétroles (Aquino Neto et al.,
1982, Moldowan et al., 1983, Heissler et al., 1984). Leur origine biologique est difficile & cerner, quoique
I’hypothése la plus satisfaisante soit une source microbienne (Heissler et al., 1984). Enfin, Schaeffer et coll. (1994)
ont mis en évidence des hydrocarbures possédant de 4 a 8 cycles dans les schistes Eocéne de Messel. La biosynthése
de leurs précurseurs biologiques pourrait avoir eu lieu a partir de polyprénols dans des organismes dont 1’origine
reste inconnue. En conclusion, 1’identification de fossiles moléculaires peut conduire a la découverte de nouvelles
substances biologiques. Nous allons montrer maintenant que les molécules fossiles s’averent utiles pour étudier

I’origine et le devenir de la matiére organique sédimentaire.



GEOCHIMIE PETROLIERE

Reconstruction du paléoenvironnement

L’étude isotopique des molécules sédimentaires peut livrer des informations sur I’environnement du milieu de
dépot (Hayes et al., 1990, Jasper et Hayes, 1990, Collister et al., 1992, Lichtfouse et Budzinski, 1995). Ainsi la
structure moléculaire permet de préciser la nature du précurseur biologique. Le pristane sédimentaire, par exemple,
provient en majeure partie du phytol de la chlorophylle (Peters et Moldowan, 1993). En outre, grace a la mise au
point de I’analyse du carbone 13 au niveau moléculaire (Sano et al., 1976, Matthews et Hayes, 1978, Barrie et al.,
1984, Hayes et al., 1990, Lichtfouse et al., 1991, Lichtfouse et Budzinski, 1995), il est possible d’obtenir des

informations sur la place de I’organisme précurseur dans la chaine alimentaire.

Ainsi la composition isotopique en carbone 13 du pristane (-30%o) des sédiments Eocéne de Green River montre
que ce fossile provient de la chlorophylle du plancton, notamment a cause de valeurs identiques observées pour les
stéranes alguaires (5, Collister et al., 1992). La présence des hopanes réveéle une contribution bactérienne. De
surcroit, leurs compositions isotopiques trés appauvries en carbone 13 (-85%o) indiquent une provenance de
bactéries méthanotrophes, d’une part parce que le méthane biogénique issu de la décomposition de la maticre
organique est appauvri en carbone 13 (<-60%o, Deines, 1980, Schoell, 1980), et d’autre part parce que
I’appauvrissement isotopique entre le substrat et les lipides des bactéries méthanotrophes peut atteindre 40%o

(Summons et al., 1994). Les études moléculaires s’averent donc utiles pour préciser quel maillon occupe le



précurseur biologique dans la chaine alimentaire d’un milieu complexe. Enfin, la prédominance de ces marqueurs
alguaires et bactériens indique que la matiere organique est susceptible de générer du pétrole léger par pyrolyse ou
au cours de I’enfouissement.
Identification des réactions géochimiques

Au cours de I’enfouissement la matiére organique sédimentaire se transforme lentement sous I’action de la
biodégradation, de la pression, de la température et de la catalyse par les minéraux (Tissot et Welte, 1984).
Toutefois la nature exacte des réactions chimiques mises en jeu est difficile a cerner, notamment a cause de
I’extréme complexité du milieu et en raison de la difficulté a suivre en temps réel les transformations moléculaires.
A cet égard, la formation des alcanes linéaires, constituants majeurs du pétrole, peut étre expliquée par plusieurs
mécanismes faisant intervenir des précurseurs variés (Collister et al., 1994a, Tissot et Welte, 1984) : la préservation
des alcanes des cires végétales (Eglinton et Hamilton, 1967, Huc, 1976, Tegelaar et al., 1989); la réduction des
alcenes linéaires alguaires (Gelpi et al., 1968, 1970, Lichtfouse et al., 1994b) ou des alcools végétaux (Eglinton et
Hamilton, 1967, Kolattukudy, 1976, 1980); la décarboxylation des acides gras (6, Cooper et Bray, 1963, Behar et
Albrecht, 1984) et le craquage du kérogeéne, matiere organique sédimentaire insoluble dans les solvants (Durand,

1980, Behar et al., 1984, Behar et Vandenbroucke, 1988).
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L’hypothese de formation des alcanes par décarboxylation des acides gras est étayée par plusieurs observations.
Tout d’abord, la transformation de la matiere organique génere d’importantes quantités de dioxyde de carbone
(Tissot et Welte, 1984). D’autre part, la distribution des alcanes linéaires fossiles est souvent marquée par une forte
prédominance des homologues a nombre de carbone impair (25, 27, 29...) alors que les acides gras biologiques
montrent presque toujours une prédominance paire (26, 28, 30...), d’ou I'idée d’une décarboxylation (Bray et Evans,
1961, Cooper, 1962, Cooper et Bray, 1963). Cette corrélation entre précurseur acide et produit saturé est aussi mise
en évidence par Behar et Albrecht (1984) dans le cas d’hydrocarbures polycycliques de structure spécifique. Pour
simuler les réactions géochimiques Shimoyama et Johns (1972) chauffent a 250°C des acides gras purs en présence
d’argile ou de carbonate, et obtiennent bien des alcanes linéaires. La pyrolyse d’acides humiques, substances riches
en fonctions carboxyliques, livre le méme résultat (Fukushima, 1982). Enfin, Lichtfouse et Collister (1992) mettent
en évidence une corrélation isotopique entre les acides gras a nombre de carbone impair et les alcanes linéaires a

nombre de carbone pair dans les schistes Eocéne de la formation de Green River, Colorado.

La formation des alcanes linéaires fossiles s’explique donc bien par la décarboxylation des acides gras (6).
Toutefois, d’autres voies ne sont pas exclues car I’hétérogénéité des compositions isotopiques des alcanes linéaires
suggere l'existence de sources multiples (Collister et al., 1994a). L’étude de la structure et de la composition
isotopique des fossiles moléculaires s’aveére donc utile pour identifier les réactions géochimiques opérant dans les

milieux complexes. A cet égard, cette démarche apparait prometteuse pour étudier le devenir des constituants



organiques et des xénobiotiques au sein des écosystemes modernes (Lichtfouse et Budzinski, 1995, Lichtfouse et

Eglinton, 1995, Lichtfouse, 1998).

Paramétres moléculaires de maturité

Les fossiles moléculaires sont utilisés pour étudier la transformation de la matiére organique, notamment dans
les bassins pétroliers (Tissot et Welte, 1984, Peters et Moldowan, 1993). Le principe repose sur les altérations des
structures moléculaires au cours de 1’enfouissement (Seifert, 1978, Seifert et Moldowan, 1978, 1979, 1981). D’une
maniere générale, dans les sédiments de surface les fossiles ont une configuration proche de celle des molécules
biologiques (7). Puis, avec I’enfouissement, ils adoptent progressivement une configuration "géologique" plus stable
(Ensminger et al., 1978, Mackenzie et al., 1980). Ainsi le cholestérol de configuration "biologique" 20R se
transforme tout d’abord en cholestane 20R dans les sédiments immatures. Puis, dans les sédiments profonds du
bassin de Paris, on observe la formation progressive du cholestane "géologique" 20S dont la proportion dépasse

50% dans la zone a pétrole (> 1,5 Km).
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Il est donc possible de mesurer la maturité, c’est a dire en quelle que sorte le degré de "cuisson", de la matiére
organique sédimentaire a I’aide des isomeéres "biologiques" et "géologiques". C’est notamment un moyen de
distinguer les sédiments matures qui ont pu générer du pétrole de ceux dont le kérogéne est encore trop immature
(Lichtfouse et Rullkotter, 1994). En outre, dans la partie suivante nous allons montrer que de tels indices

moléculaires s’averent particulicrement utiles pour corréler les réservoirs de pétrole avec leur roches-meres



présumées. On entrevoit aussi I’utilisation des fossiles matures comme le cholestane 20S en tant que marqueurs des

combustibles fossiles dans les cas de contamination de I’environnement moderne (Lichtfouse et al., 1997b,

Bryselbout et al., 1998, Payet et al., 1999b).

Migration du pétrole

Dans le bassin de Paris les deux principales
roches-meres, c’est a dire des sédiments susceptibles
de générer du pétrole a cause de leur richesse en
matiere organique, sont localisées dans les couches
du Toarcien et de I’Hettangien (8). Les réservoirs de
pétrole sont situés soit au-dessus dans le Dogger, soit
en dessous dans le Trias (Tissot et al., 1971, Espitalié
et al., 1987, 1988). 1l est ainsi difficile de préciser
quelle roche-meére contribue a 1’accumulation des
pétroles, notamment parce que les chemins de

migration du pétrole sont peu connus.
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Or, a ’aide d’un nouveau parameétre basé sur les
stéroides fossiles, Lichtfouse et coll. (1994a)
distinguent la maturité de la matiére organique du
Toarcien (32%) de celle de I’Hettangien (49%).
Comme les pétroles livrent des valeurs intermédiaires
(38%), c’est la contribution de I’Hettangien qui
s’avere quantitativement la plus importante. En effet,
la formation du pétrole s’explique bien dans un

premier temps par une expulsion de matiere

organique a partir des roches de 1’'Hettangien. Puis,
au cours du temps, la maturit¢ des fossiles
moléculaires de I’Hettangien continue a augmenter
alors que le réservoir, moins chaud et moins riche en
argiles, est sujet a une maturation plus lente.
L’accumulation du pétrole est donc principalement
due a une expulsion a partir des roches de
I’Hettangien suivie d’une migration vers les

formations du Trias et du Dogger.

Lichtfouse et coll. (1994a) ont proposé un moyen
de calculer la distance de migration du pétrole a
I’aide des fossiles moléculaires (9). Le principe
repose sur le fait que la maturité de la roche-mere est
généralement au moins égale a celle du pétrole. La
distance minimale de migration verticale est alors
déterminée par différence entre la profondeur de la
roche-mere d’isomaturité et celle du réservoir. Cette
distance est estimée a 440 m dans le bassin de Paris
en utilisant plusieurs parametres moléculaires basés

sur les isomeéres des stéroides fossiles.

9 0 MATURITE
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En conclusion, les fossiles moléculaires s’averent de puissant outils pour étudier les sources, la transformation et

le mouvement de la matiére organique sédimentaire. Dans les parties suivantes nous montrerons que ces concepts

développés dans le domaine sédimentaire trouvent des applications en recherche agronomique et environnementale.

AGRONOMIE
Indicateurs de source végétale

Le concept d’indicateur de source biologique
fondé sur les fossiles moléculaires peut étre appliqué
a I’étude des matieres humiques du sol : les acides
humiques et fulviques solubles dans la soude
aqueuse, et I’humine insoluble. En effet, les sources
biologiques et les réactions chimiques qui président a
I’accumulation de I’humus sont aussi trés peu
connues (Lichtfouse et Lévéque, 1999a,b). Parmi la
multitude des constituants organiques du sol, prenons
I’exemple des alcanes, des alcools et des acides gras
linéaires (10, Schnitzer et Neyroud, 1975, Jambu et
al., 1978, Moucawi et al., 1981, Schnitzer et al.,
1986, Ambles et al., 1990, 1991, Dinel et al., 1990).
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Ces molécules peuvent provenir de la
décomposition d’organismes variés comme les
plantes, les algues, les bactéries, les champignons et
les insectes (Eglinton et Hamilton, 1967, Gelpi et al.,
1968, Kolattukudy, 1976). L’hypotheése de 1’origine

végétale est étayée par plusieurs observations.
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Tout d’abord, leurs distributions montrent une
forte prédominance, soit des homologues pairs pour
les alcools et les acides gras, soit des homologues
impairs pour les alcanes (Jambu et al., 1978, Ambles
et al., 1990, 1991, 1994, Lichtfouse et al., 1997a).
Ces distributions particuliéres sont semblables a
celles des cires cuticulaires des plantes (Eglinton et
Hamilton, 1967). D’autre part, leurs compositions en
carbone 13 (Lichtfouse et al., 1995a, Lichtfouse,
1998) sont analogues a celles des plantes (Rieley et
al., 1991, 1993, Collister et al., 1994b). De surcroit,
Lichtfouse et coll. (1995a) observent 1’absence de
leur marquage isotopique en incubant des sols avec
du glucose-°C, permettant ainsi d’écarter une

contribution microbienne.

11 Marquage de 1'alcane du sol
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Enfin, en utilisant la technique de marquage au
carbone 13 par culture de mais (Cerri et al., 1985,
Balesdent et al., 1987), Lichtfouse et coll. (1994c)
mettent en évidence I’enrichissement en carbone 13
des alcanes a longues chaines du sol, authentifiant
ainsi la contribution végétale (11). Ainsi ces résultats
démontrent I’origine végétale des alcanes, des alcools
et des acides gras linéaires a longues chafnes du sol.
Nous allons voir maintenant qu’il existe aussi des
indicateurs moléculaires microbiens.

Indicateurs de source microbienne

La présence d’acides gras a courtes chaines dans
les sols et dans les sédiments est souvent attribuée a
une contribution bactérienne (Parker et Leo, 1965,
Parker et al., 1967, Perry et al., 1979, Grimalt et
Saiz-Jimenez, 1989, Grimalt et al., 1989, Thompson
et al., 1993). Néanmoins d’autres sources biologiques
sont possibles car les acides gras sont des
constituants ubiquistes chez les organismes vivants.
Les acides gras a chaines courtes peuvent étre aussi
formés par dégradation des alcanes, des alcools et des
acides gras a chaines longues (Morrison, 1969). Afin
de distinguer ces diverses contributions, Lichtfouse et
coll. (1995a) ont incubé un sol agricole a I’obscurité
avec du glucose-"C. Ils observent un enrichissement
des acides gras linéaires en C,, C;¢ et C;5 (12). Ce
résultat confirme donc la synthése microbienne de

ces acides.
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Mise en évidence de liens biogéniques

L’humus étant constitué de nombreuses
molécules provenant de sources multiples, il est
difficile d’établir des relations de parenté entre les
différentes classes de substances. Or, en étudiant les
lipides du sol, Lichtfouse (1998) observe que les

N

alcanes linéaires & n carbones ont des compositions
isotopiques  analogues a  leur  précurseurs
biosynthétiques, les alcools linéaires et les acides

gras an + 1 carbones (13).

11
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Ce résultat montre que ces trois classes de
molécules du sol utilisent la méme voie de
biosyntheése dans le méme organisme. En effet, une
contribution d’organismes de nature variée est tres
Identification de polymeéres aliphatiques

Plusieurs hypothéses ont été proposées pour
expliquer la formation des matieres humiques
(Schnitzer et Khan, 1978, Huc, 1980, Bollag et Loll,
1983, Hayes et al., 1989, Duchaufour, 1994). Dans
I’hypothése de altération des plantes, les parties
résistantes comme la lignine sont peu modifiées et
contribuent donc a la préservation de matie¢re de haut
poids moléculaire. L’hypothése de la synthése
microbienne invoque une fabrication intracellulaire
d’acides humiques par les microbes. L hypothése de
la condensation met en jeu I’agglomération de petites
molécules comme les sucres et les acides aminés

(Maillard, 1916, 1917).

Or, en analysant divers sols cultivés, Lichtfouse et
coll. (1995b) observent un enrichissement en carbone
13 des constituants organiques du sol par rapport a la
plante. Ce résultat inattendu montre que la
préservation sélective des organes végétaux ligneux,
les plus résistants, est dans ce cas un processus
mineur car la lignine est appauvrie en carbone 13

(Deines, 1980, Benner et al., 1987). En revanche, il
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improbable a cause de la variabilité de la composition
isotopique des sources de carbone et en raison de la
variabilit¢ de D’intensit¢ des fractionnements
isotopiques lors de I’assimilation et de la biosynthése
(Hayes et al., 1990, Hayes, 1993). Ainsi I’étude
isotopique de différentes classes de molécules du sol
permet d’élucider leurs liens biogéniques. Dans les
parties suivantes nous allons montrer que cette
démarche s’aveére utile pour étudier les voies de

formation de I’humus.

semble en accord avec [I’hypothese de
polycondensation des acides aminés et des sucres
puisque ces derniers sont enrichis en carbone 13
(Abelson et Hoering, 1961, Park et Epstein, 1961,
Deines, 1980).

Néanmoins, nous suspections 1’existence d’un
autre processus basé sur la synthése microbienne de
polymeres aliphatiques extracellulaires, d’une part a
cause de leur découverte récente dans les algues et
les sédiments profonds (Largeau et al., 1990,
Derenne et al., 1991, 1992) et d’autre part en raison
de la détection de carbone aliphatique dans les sols
(Hatcher et al., 1981, Schulten et Schnitzer, 1990,
Almendros et al., 1991, Kogel-Knabner et al., 1992).
Dans les sédiments, ces polymeéres tres résistants a la
dégradation apparaissent sous la forme de fines

lamelles nommées "ultralaminae".

14 Ultralaminae du sol



Lichtfouse et coll. (1996) observent a leur tour
par microscopie électronique des ultralaminae d’une
épaisseur variant de 10 a 50 um dans ’humine d’un
sol agricole (14). L’analyse moléculaire de I’humine

par pyrolyse révele en outre une suite de doublets

Liaisons fortes

L’analyse moléculaire de I’humine donne des
informations sur la nature des réactions chimiques
qui président a la formation de ce réseau
macromoléculaire. Ainsi, Lichtfouse et coll. (1998b)
identifient plusieurs fossiles dans un pyrolysat de
I’humine, notamment du pristéne, des stérénes et des

hopenes (16).

alcane/alcéne linéaires (C,-C,,) typique des
biopolymeres  aliphatiques  ultrarésistants (15,

Lichtfouse et al., 1998a).
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Enfin, cette contribution majeure de carbone
aliphatique a ’humine est confirmée par 1’analyse en
résonance magnétique nucléaire du carbone 13
(Lichtfouse et al., 1998a). La préservation sélective
de biopolymeres a chaines aliphatiques linéaires
représente donc une voie alternative expliquant la

stabilisation de 1’humus.
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1-Pristéne

2-Stéréne

17(21)-Hopéne

Tout d’abord, leur structure moléculaire
spécifique indique la contribution de plusieurs
sources biologiques. Ainsi, le pristéne provient du

phytol des organismes photosynthétiques comme les

13



plantes, les algues ou les cyanobactéries (Larter et
al., 1979, Peters et Moldowan, 1993). Les stérénes
sont issus des stérols des eucaryotes, notamment les
algues pour les homologues en C,;, les champignons
pour les homologues en Cy et les plantes pour les
homologues en C,, (Huang et Meinschein, 1976,
1979, Mackenzie et al., 1982). Les hopenes
proviennent principalement des hopanols bactériens
(Ries-Kautt M. et Albrecht P., 1989, Ourisson et
Albrecht, 1992).

D’autre part, la position de la double liaison sur le
squelette de ces molécules est trés proche de la
position des fonctions alcools des précurseurs
biologiques. Cette observation indique que les
alcénes ont été formés par coupure pyrolytique des
liaisons covalentes liant les précurseurs alcooliques
au réseau humique (17). Les stérénes, par exemple,
sont issus de la coupure de stérols li€s a I’humine par
des fonctions esters car les matiéres humiques sont
tres riches en groupes carboxyliques (Schnitzer,

1991).

Liaisons faibles

Plusieurs études suggerent 1’existence de liaisons
faibles, non-covalentes, dans le réseau
macromoléculaire des matiéres humiques. Ainsi
Schnitzer et Neyroud (1975) observent que le
traitement aux ultrasons des acides humiques libére
des alcanes et des acides gras linéaires. Ici, bien
qu’une rupture de liaisons fortes puisse expliquer la
libération des acides, un tel mécanisme explique
difficilement I’expulsion des alcanes, substances non-

fonctionalisées.
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Cette hypothese est confortée par 1’identification
de stérols dans les hydrolysats de fractions polaires
du sol (Ambles et al., 1991). Le processus
d’estérification est aussi en accord avec plusieurs
investigations structurales mettant en jeu des réactifs
de coupure marqués (Rullkétter et Michaelis, 1990,
Richnow er al., 1992, Michaelis et al., 1995). Les
études moléculaires témoignent donc bien de
I’existence de liaisons chimiques fortes au sein de
I’humine. Néanmoins, nous allons voir maintenant
que certaines molécules peuvent étre séquestrées par
des liaisons faibles.

Par ailleurs, la préparation des kérogénes par
dissolution de la matrice minérale des sédiments
libére toujours une fraction organique dont une partie
était probablement séquestrée par des liaisons faibles
(Behar et Vandenbroucke, 1988). Nanny et coll.
(1997) mettent aussi en évidence des interactions
non-covalentes entre 1’acénaphténone et les acides
fulviques par résonance magnétique nucléaire. De
méme, Lichtfouse et coll. (1998a,b,c) identifient des
alcanes linéaires d’origine végétale non seulement
dans le sol total mais aussi dans I’extrait organique
de 'humine et dans le pyrolysat de I'humine. Ces

alcanes sont donc séquestrés dans le réseau de



I’humine. Néanmoins, leur présence dans I’humine
pourrait étre éventuellement expliquée par un défaut
d’extraction du sol, & moins qu’un paramétre
indépendant ne montrit leur appartenance a un
compartiment différent. Or, Lichtfouse er coll.
(1998c) observent que les compositions isotopiques
en carbone 13 des alcanes piégés sont nettement
inférieures a celles de leurs homologues libres (18).
Ces différences montrent donc bien que les alcanes
des cires végétales peuvent étre séquestrés par des

liaisons non-covalentes dans 1’humus.

18 Alcanes linéaires du sol
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Dynamique moléculaire

L’analyse isotopique du carbone renseigne sur la
dynamique de I’humus (Jenkinson, 1965, 1968,
Campbell et al., 1967a,b, Nissenbaum et Kaplan,
1972, Martel et Paul, 1974, Jenkinson et Rayner,
1977, Scharpenseel et Schiffmann, 1977, Balesdent,
1987). Ainsi, la différence de teneur en carbone 13

des plantes de type photosynthétique C; et C, (Smith

En résumé, 1’étude des fossiles moléculaires de
I’humine a livré des informations concernant
Iorigine et les voies de genése des maticres
humiques. Trois mécanismes de formation ont été
mis en évidence (19): la préservation sélective de
biopolymeres résistants a chafnes linéaires, la
séquestration chimique par des liaisons fortes et la

séquestration physique par des liaisons faibles

(Lichtfouse, 1999a,b).

Alcane linéaire piégé 19

>

HUMINE
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Stérol lié

Biopolymere aliphatique

et Epstein, 1971, Bender, 1971, O’Leary, 1981) a
suscité leur utilisation pour étudier le devenir des
débris végétaux dans I’humus (Cerri et al., 1985,
Balesdent et al., 1987, Cerling et al., 1989, Mariotti
et Peterschmitt, 1994). La datation au carbone 14 a
aussi révélé Iexistence de compartiments organiques
a renouvellement trés lent au sein de I’humus

(Scharpenseel et Schiffmann, 1977).
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En revanche, les acides fulviques se renouvellent
plus rapidement (Campbell et al., 1967a,b, Balesdent,
1987, Lichtfouse et al., 1995c). Balesdent et coll.
(1987) montrent aussi que les fractions
granulométriques du sol ont un renouvellement tres
hétérogéne. Enfin, Jenkinson et Rayner (1977)
distinguent cinq compartiments organiques selon leur
demi-vie : les matiéres décomposables (0,16 ans),
résistantes (2,3 ans), stabilisées physiquement (50
ans) ou chimiquement (1980 ans). Ces investigations
ont permis de mieux comprendre la dynamique de
I’humus et de ses fractions grossi¢res. Ici, une
approche permettant d’étudier la dynamique au
niveau moléculaire a ét€ élaborée de la facon

suivante (Lichtfouse, 1995, 1997a).

Les alcanes linéaires a chalnes longues du sol,
fossiles des cires végétales (Eglinton et Hamilton,
1967), ont été marqués par culture du mais (20,
Lichtfouse, 1995). A cet égard, des analyses de
lipides de sédiments et des expériences de
décomposition de végétaux (Freeman et al., 1994,
Huang et al., 1997) permettent d’écarter un éventuel

biais isotopique.
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Le marquage isotopique permet de mesurer la part
de carbone provenant du mais. Ainsi I’alcane en Cj;,
du sol cultivé 23 ans contient 50% de carbone issu du
mais. Le renouvellement de cette molécule est
déterminé avec une loi cinétique du premier ordre
(Lichtfouse, 1997a). Ce calcul révele que la demi-vie
de I’alcane (22,4 ans) est plus courte que celle de
I’humus (28,8 ans). Ce résultat est en accord avec la
présence des alcanes dans la fraction extractible dont
la disponibilité est a priori plus forte. En résumé, les
fossiles moléculaires s’avérent de puissants outils
pour étudier les sources biologiques et les processus

présidant a la formation de I’humus.

Les écosystemes modernes sont potentiellement contaminés a divers degrés par des produits fossiles d’origine

naturelle ou anthropique. Dans les situations de contaminations a I’état de traces dans les milieux complexes, il est

souvent difficile d’authentifier 1’origine fossile de molécules présentes. Néanmoins, nous allons montrer ici que les

investigations combinant I’identification de fossiles moléculaires, la datation au carbone 14 et le marquage au

carbone 13 s’avéerent fructueuses. Tout d’abord, la structure des fossiles moléculaires renseigne sur la maturité de la
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matiere organique, notamment en révélant la présence de dérivés pétroliers. De cette maniere des contaminations de

sédiments de surface ont ét€ mis en évidence par identification de fossiles spécifiques (Dastillung et Albrecht, 1976,

Hostettler et al., 1992). Puis, cette contribution de carbone ancien, a fortiori pétrolier, peut étre confortée par

datation au carbone 14 (Suess, 1955, Stuiver et Polach, 1977, Lichtfouse et Eglinton, 1995). Enfin, 1’absence de

variation isotopique lors d’expérience de marquage d’un écosysteme peut témoigner d’une origine exogene

(Lichtfouse et al., 1997a,b).

Cas de contamination diffuse

Les alcanes linéaires des sols agricoles peuvent
étre classés dans deux catégories suivant leur source
(21). Tout d’abord, les homologues a longues chaines
(C,5-C55) proviennent des cires cuticulaires des
plantes (Eglinton et Hamilton, 1967). Puis, les
homologues a courtes chaines (C,5-C,3) dont I’origine
est généralement attribuée a des sources bactériennes,
alguaires ou fongiques (Clark et Blumer, 1967, Gelpi
et al., 1968, 1970, Grimalt et Albaigés, 1987, Ambles
etal., 1989).

Néanmoins, ces alcanes a chaines courtes étant
aussi les constituants majeurs des pétroles (Tissot et
al., 1971, 1974), une source pétroliere est aussi a
considérer. C’est le cas de sols de la région
Parisienne (Lichtfouse et al., 1997a) ou la faible
prédominance paire-impaire de ces molécules
ressemble a celle des pétroles (Bray et Evans, 1961,
Tissot et al., 1971, 1974). De surcrott, le diesel et ses
produits de combustion, sources possibles, montrent
aussi des distributions analogues. Cette contribution
de carbone ancien a été confirmée par datation au

carbone 14 de la fraction alkane du sol (>8510 ans).

Cas de contamination ponctuelle
Lors d’une étude de sols agricoles de la région
Parisienne, nous mis en évidence un cas de pollution

ponctuelle par des alcanes a chaines longues

(Lichtfouse et Eglinton, 1995). Ici, la distribution des
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Enfin, une éventuelle contribution microbienne
peut étre écartée car les alcanes a chaines courtes ne
présentent aucune variation isotopique ni lors du
marquage au carbone 13 de I’humus pendant 23 ans,
ni lors d’une incubation de sol avec du glucose-"*C
(Lichtfouse et al., 1995a, 1997a). En fait, il peut
s’agir soit d’une remontée lente de pétrole, soit d’un
dépot régulier d’aérosols. Cette contamination du sol
est loin d’étre négligeable car sa concentration est
proche de celle des dérivés végétaux.
alcanes des sols contaminés se distingue nettement de
celle des sols sains par une prédominance des
homologues & nombre de carbone s’étendant de 23 a
40 (22). Une telle distribution est typique de produits

pétroliers lourds (Bray et Evans, 1961, Tegelaar et
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al., 1989). Cette contribution pétroliere est confirmée
par analyse isotopique. Ainsi, la datation au carbone
14 de la fraction alcane (>8770 ans) montre une
contribution notable de carbone ancien (>66%). De
surcroit, les teneurs en carbone 13 des alcanes
linéaires (-30%o) sont proches de celles des produits
pétroliers (Clayton et Bjorgy, 1994, Wilhelms et al.,
1994, Lichtfouse et al., 1994a), et se distinguent de

celles des sols sains (-36%o).

En fait, la faible prédominance des alcanes en C,,
C;, et Cy; du sol contaminé (22) indique que la
fraction analysée est un mélange de deux catégories
d’alcanes : des molécules en C,;-C,, sans prédom-
inance paire-impaire, d’origine pétrolicre, et des
molécules en C,;-C;; avec une forte prédominance
impaire, dérivées des plantes. Grice aux
concentrations relatives et aux teneurs en carbone 13,
il est possible de calculer pour chaque molécule la
part de la contribution pétroliere. Ainsi, 1’alcane en
C;, contient 74% de carbone pétrolier. En soustrayant
la contribution végétale on peut donc reconstruire la
distribution initiale de la contamination (Lichtfouse

et Eglinton, 1995).
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Nous allons maintenant découvrir d’autres molécules
fossiles qui  permettent  d’authentifier les

contaminations pétrolieres des sols et des plantes.



Hopanes et les stéranes pétroliers

Les hopanes et les stéranes sont de bons
marqueurs de contamination pétroliére en raison de
leur structure moléculaire trés spécifique témoignant
de la maturation de la matiére organique pendant des
millions d’années (Van Dorsellaer et al.,, 1974,
Ensminger et al., 1978, Mackenzie et al., 1980,
1982). Leurs isomeéres sont couramment utilisé€s en
géochimie pétroliere pour comparer la maturité des
roches-meres avec celle des pétroles (Seifert et

Moldowan, 1978, Peters et Moldowan, 1993).

Lors d’une étude préliminaire de végétaux
poussant a proximité de voies autoroutieéres a Nancy,
visant a mettre au point le dosage des hydrocarbures
aromatiques (Henner et al., 1997a), nous avons
identifié des hopanes, des stéranes et des diastéranes
dans cinq especes (23, Bryselbout et al., 1998). De
telles molécules  authentifient I’apport des
combustibles fossiles aux plantes. Ainsi le ratio
Ts/Tm basé sur les hopanes et utilisé couramment en
géochimie pétrolicre (Seifert et Moldowan, 1978,
Peters et Moldowan, 1993) atteint une valeur de 56%,
ce qui est typique de la matiére organique

géochimiquement trés mature comme le pétrole.

Nous avons aussi établi des parameétres basés sur
les hopanes du pétrole et les alcanes des végétaux
afin de mesurer I’ampleur de la contamination. Ainsi,
le pourcentage du af-hopane en Cs, par rapport a
I’alcane linéaire en C,, est de 23% pour le pin noir
d’Autriche localisé a environ 500m de I’autoroute.
Au bord de I’autoroute cette valeur est de 66%. Ce
résultat met donc en évidence une contribution plus

élevée de combustibles fossiles au bord de la voie

routiere.

Des hopanes ont aussi été identifi€s dans des sols
agricoles et dans des boues de station d’épuration
(Lichtfouse et al., 1997b, Payet et al., 1999a,b). De
maniere analogue, la forte maturit€ géochimique
mesurée a 1’aide des isomeres "biologiques" et
"géochimiques" (Peters et Moldowan, 1993) atteste la
contribution de produits pétroliers. Dans ce cas, la
contamination peut étre d’origine naturelle ou

anthropique.

23

T

Hopane (C30)

Stérane (C29)

Diastérane (C29)

En résumé, de tels paramétres moléculaires
s’averent trés prometteurs pour étudier la diffusion
des contaminations pétrolieres dans les écosystémes.
Leur utilisation mériterait d’étre étendue a 1’étude des
filieres alimentaires : eau, plante, produit alimentaire

et organisme vivant, par exemple. Nous allons
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maintenant montrer que les micropolluants

Hydrocarbures aromatiques polycycliques

Des hydrocarbures aromatiques polycycliques ont
été identifiés dans la plupart des écosystémes
(Edwards, 1983, Sicre et al., 1987, Baek et al., 1991,
Garrigues et Lamotte, 1993, Budzinski, 1997). Ils
peuvent étre issus soit de sources naturelles telles que
les remontées de pétroles et 1’aromatisation rapide
des terpenes végétaux, soit de sources anthropiques
comme les accidents pétroliers ou les gaz
d’échappement (Henner et al., 1997b, Lichtfouse et
al., 1997b, 1999). Certains homologues comme le
benzo[a]pyreéne 24) sont mutagenes et
potentiellement cancérigénes (Pahlman et Pelkonen,
1987), notamment a cause des corrélations entre les
sources d’hydrocarbures et la fréquence d’apparition

des cancers (Lee et al., 1976, Blumer et al., 1977).

"oy

Benzo[a]pyrene

Dans les sols agricoles de la région Parisienne
nous avons identifié des hydrocarbures aromatiques
présents a 1’état de traces (Lichtfouse et al., 1997b).
L’étude de leur structure et de leur distribution
suggere une source fossile ou pyrolytique plut6t
qu’une formation par aromatisation rapide au cours
de I’humification. En outre, la datation au carbone 14
d’une fraction aromatique (>9820 ans) montre la
présence d’une fraction majeure de carbone ancien
(>70%). Ce résultat est appuyé par les parametres de

maturité basés sur les isomeéres des

20

aromatiques des sols ont aussi une origine ancienne.

méthylphénanthrénes, utilis€és couramment en
géochimie pétroliere (Radke et al., 1986, Garrigues et
al., 1988, Lichtfouse et al., 1994a), qui livrent des
valeurs équivalentes a celles de sédiments profonds

et de pétroles.
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Enfin, nous observons une absence de variation
isotopique des fractions aromatiques au cours d’une
expérience de marquage du carbone du sol par
culture du mais pendant 23 ans (25). Ceci montre que
ces molécules ne font pas partie du cycle du carbone
du sol, du moins sur ce pas de temps. En fait, il peut
s’agir soit d’une remontée lente et diffuse de pétrole,
soit d’un dépot régulier d’aérosols. En définitive, les
fossiles moléculaires s’avérent de puissants outils
pour étudier la diffusion des contaminations
pétrolieres d’origine naturelle ou anthropique dans

les écosystémes.



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les fossiles moléculaires sont de puissants outils pour étudier I’origine, la transformation et le transfert de la
matiere organique dans les écosystemes modernes et anciens (26). Marqueurs d’origine, ils livrent des informations
sur le milieu de dépo6t, en précisant notamment les sources de la matiere organique et la place de leur précurseurs
biologiques dans les chaines alimentaires. De maniére surprenante, la découverte de certains fossiles "orphelins"
peut conduire a I’identification de nouvelles substances biologiques. D’autre part, I’analyse isotopique de marqueurs
végétaux dans les sols a permis d’étudier la dynamique de I’humus au niveau moléculaire. Marqueurs de processus,
leur structure moléculaire et leur composition isotopique permettent d’identifier la nature des réactions
géochimiques opérant dans les milieux trés complexes. Marqueurs de maturité, les fossiles moléculaires permettent
de mesurer I'intensité du stress thermique subi par la matiére organique au cours de 1’enfouissement dans les
sédiments. A cet égard, ils s’avérent utiles a la fois pour la recherche pétroliére et pour authentifier la présence de
contamination pétroliére dans les écosystémes modernes. D’une manicre plus générale, le concept de marqueur
développé en géochimie pétroliere grice aux fossiles moléculaires est a la base d’un domaine scientifique en

émergence, la géochimie organique environnementale.
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Géochimie organique environnementale

L’étude moléculaire des sols, des sédiments et des plantes s’est avérée utile pour préciser les sources, les processus
de transformation et le devenir de la mati¢re organique. Ces résultats s’intégrent ainsi dans un domaine scientifique
en émergence rapide : la géochimie organique environnementale (Eganhouse, 1997). Les premicres percées
bénéficient largement des concepts et des techniques analytiques fines développés en géochimie pétroliere depuis
1960 (Bray et Evans, 1961, Eglinton et Murphy, 1969, Albrecht et Ourisson, 1971, Eglinton, 1973, Tissot et Welte,
1984, Moldowan et al., 1992, Peters et Moldowan, 1993, Engel et Macko, 1993, Killops et Killops, 1993,
Lichtfouse, 1997c). Actuellement, trois outils moléculaires s’avéreraient particulierement prometteurs : les
marqueurs de contamination pétroliére associés a la datation au carbone 14, les marqueurs de biodégradation, et les

marqueurs de maturité.

Marqueurs de contamination pétroliére

De nombreux micropolluants organiques contaminent actuellement les écosystemes. Comme les processus qui

président a leur diffusion sont encore peu connus, il est souvent difficile de préciser leur origine. Ces interrogations
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pourraient étre levées par des études au niveau moléculaire. Par exemple, des marqueurs pétroliers ont été identifiés
dans les sols et dans les plantes poussant a proximité des voies routiéres (Lichtfouse et al., 1997b, Bryselbout et al.,
1998) et dans les boues de station d’épuration (Payet ef al., 1999a,b). A cet égard, il serait souhaitable d’étendre la
recherche de ces fossiles pétroliers a I’ensemble des filieres alimentaires : pluies, solution du sol, amendements,
sols, plantes, produits alimentaires, tissus biologiques, boues de stations d’épuration et sédiments de riviere. Les
informations structurales seraient avantageusement complétées par la datation au carbone 14 des molécules
(Eglinton et al., 1996) car tous les produits pétroliers n’en contiennent presque plus. Il conviendrait aussi de
s’intéresser aux micropolluants li€s aux matrices organiques macromoléculaires car ces substances sont susceptibles
d’étre transférées vers les organismes vivants a la faveur des transformations de la mati¢re organique (Schiavon et
al., 1978, Chappe et al., 1979, Bollag et Loll, 1983, Roberts, 1984, Richnow et al., 1994, Schiavon et al., 1997,
Lichtfouse, 1997b, Houot et al., 1997, Nanny et al., 1997). Enfin, de maniére plus générale, I’étude moléculaire peut
s’avérer un puissant moyen d’investigation de 1’authentification, de la biodisponibilité et des mécanismes de

transfert des micropolluants organiques.

Marqueurs de biodégradation

De part leur structure carbonée, tous les micropolluants organiques pourraient étre biodégradés dans des
conditions adéquates. Néanmoins, étant donné la complexité des écosystémes, les facteurs qui contrdlent la
dégradation sont encore peu connus, notamment a cause du manque d’outils permettant d’étudier ce phénomene au
niveau moléculaire. Or, des études récentes suggerent que ces interrogations pourrait étre levées a 1'aide de
marqueurs moléculaires de biodégradation. Par exemple, les molécules pétrolieres ont des aptitudes différentes a se
biodégrader selon leur structure moléculaire (Connan et Restlé, 1984, Peters et Moldowan, 1993). De telles
différences ont été exploitées pour mesurer I’intensité de la biodégradation du pétrole dans les réservoirs et dans les
sols des raffineries (Peters and Moldowan, 1991, Moldowan et al., 1995). Un tel concept s’appliquerait donc bien
aux situations de contamination ponctuelle des sols par les produits pétroliers (Henner et al., 1999). 1l permettrait
non seulement d’évaluer I’intensité de la dépollution par atténuation naturelle, mais aussi de mesurer 1’efficacité des
technologies de réhabilitation, notamment 1’épandage, I’incinération, la désorption thermique, les bioréacteurs, les
biotertres et les cultures (Chaineau et al., 1995, 1997). De maniere plus générale, des investigations de la filicre

alimentaire pourraient livrer de puissants outils moléculaires pour étudier la dégradation des polluants organiques.

Marqueurs de maturité

Les facteurs qui contrélent la maturation des matiéres organiques impliquées dans les différentes étapes de la
filiere alimentaire sont peu connus, notamment dans le cas des déchets ou il n’existe actuellement aucun indice
moléculaire de transformation. Or, de nombreuses études sédimentaires ont conduit a la définition de puissants
parametres moléculaires permettant de mesurer la maturité de la matieére organique au cours des temps géologiques
(Schroeder et Bada, 1976, Peters et Moldowan, 1993, Lichtfouse et Rullkotter, 1994, Lichtfouse et al., 1994a).
Aussi il serait opportun d’étudier les matieres organiques en décomposition pour identifier des substances

organiques dont les changements moléculaires ont lieu sur des pas de temps plus courts (de I’heure a la centaine
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d’années). De tels parametres moléculaires s’avéreraient utiles pour mesurer et authentifier I’état de maturation des
matieres organiques impliquées dans des processus divers : le compostage des déchets, I’épandage des boues,
I’humification des sols, le mlrissement des fruits, la vinification des jus de raisins, I’affinement des fromages, la
cuisson des aliments, etc. En résumé, le concept de paramétre moléculaire de maturité pourrait donc trouver des

applications dans la plupart des domaines de la recherche environnementale et agronomique.
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