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Résumé

Nous rapportons dans cette étude le développement d’un protocole analytique pour I'isolement
spécifique, a partir d’échantillons de sol, des tétraéthers de diglycérol isoprénoides (i-GDGT) et
ramifiés (br-GDGT), composés d’origine microbienne, dans le but de procéder a leur datation au
14C. Ce protocole comprend une étape d’extraction de la composante lipidique du sol avec des
solvants organiques, suivie d’étapes de séparation et de purification par différentes techniques
chromatographiques (chromatographie liquide sur colonne, chromatographie liquide a haute
performance et chromatographie sur couche mince). Aprés isolement, la datation au 14C de ces
deux séries de composés dans deux échantillons d’un profil de sol, I'un de surface, l'autre en
profondeur (40-50 cm) indique qu’en dépit d’'une origine biologique distincte, les i-et br-GDGT
présentent des temps moyens de résidence (TMR) similaires en profondeur, TMR qui sont
inférieurs a ceux de la matiére organique de ce méme échantillon et des différents compartiments
qui la constituent. Ceci suggére soit que ces lipides proviennent de microorganismes utilisant une
méme source de carbone constituée d’'un mélange d’'une matiére organique récente et ancienne,
a moins qu’ils ne proviennent d’'un mélange provenant d’'une population ancienne et d’'une
population plus récente. Quoi qu’il en soit, ces observations préliminaires suggeéerent que
I'utilisation de (paléo) proxies reposant sur la distribution des GDGT dans le cas des sols est
parfois discutable, ou, tout au moins, incitent a la prudence quant a d’éventuelles interprétations
dans le cadre de reconstitutions (paléo) environnementales.

Abstract

We report here the development of an analytical protocol for the specific isolation of isoprenoid
and branched glycerol dialkyl glycerol tetraethers (i-and br-GDGTs, respectively) of microbial
origin from soil samples for radiocarbon dating. This protocol comprises an extraction step
followed by several chromatographic steps combining different techniques (silica gel column
chromatography, high performance liquid chromatography and thin layer chromatography).
Radiocarbon dating of these two series of compounds, isolated from a surface sample and a deep
horizon sample (40-50 cm) from a soil profile, shows that i-and br-GDGTs in the deep sample
have a comparable mean residence time (MRT), despite their different biological origin. These
MRT are, however, lower than those measured for the soil organic matter (SOM) and for the
different compartments of SOM. This result suggests that i-and br-GDGTs originate from
microorganisms using the same carbon source, made of a combination of ancient and recent
organic matter. It can also be envisaged that these compounds originate from both recent and
ancient microbial populations. These preliminary results suggest that the use of (palaeo) proxies
based on the distributions of GDGTs might be questionable in the case of soils or, at least, that
caution is needed when interpreting soil GDGT signals in terms of (palaeo) environmental
reconstructions.
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RESUME

Nous rapportons dans cette étude le développement d’un protocole analytique pour I”isolement spécifique, a partir d’échantil-
lons de sol, des tétraéthers de diglycérol isoprénoides (i-GDGT) et ramifiés (br-GDGT), composés d’origine microbienne, dans
le but de procéder a leur datation au **C. Ce protocole comprend une étape d’extraction de la composante lipidique du sol avec
des solvants organiques, suivie d’étapes de séparation et de purification par différentes techniques chromatographiques (chro-
matographie liquide sur colonne, chromatographie liquide a haute performance et chromatographie sur couche mince). Apres
isolement, la datation au *C de ces deux séries de composés dans deux échantillons d’un profil de sol, I’'un de surface, I’autre
en profondeur (40-50 cm) indique qu’en dépit d’une origine biologique distincte, les i- et br-GDGT présentent des temps moyens
de résidence (TMR) similaires en profondeur, TMR qui sont inférieurs a ceux de la matiere organique de ce méme échantillon et
des différents compartiments qui la constituent. Ceci suggére soit que ces lipides proviennent de microorganismes utilisant une
méme source de carbone constituée d’un mélange d’une matiére organique récente et ancienne, a moins qu’ils ne proviennent
d’un mélange provenant d’une population ancienne et d’une population plus récente. Quoi qu’il en soit, ces observations pré-
liminaires suggerent que I’utilisation de (paléo)proxies reposant sur la distribution des GDGT dans le cas des sols est parfois
discutable, ou, tout au moins, incitent a la prudence quant a d’éventuelles interprétations dans le cadre de reconstitutions
(paléo)environnementales.

MoTS-CLES : SOLS, LIPIDES, GDGT, ISOLEMENT DE COMPOSES, CHROMATOGRAPHIE, DATATION AU “*C DE COMPOSES INDIVIDUELS,
TEMPS MOYEN DE RESIDENCE.

ABSTRACT

We report here the development of an analytical protocol for the specific isolation of isoprenoid and branched glycerol dialkyl
glycerol tetraethers (i- and br-GDGTs, respectively) of microbial origin from soil samples for radiocarbon dating. This proto-
col comprises an extraction step followed by several chromatographic steps combining different techniques (silica gel column
chromatography, high performance liquid chromatography and thin layer chromatography). Radiocarbon dating of these two
series of compounds, isolated from a surface sample and a deep horizon sample (40-50 cm) from a soil profile, shows that i- and
br-GDGTs in the deep sample have a comparable mean residence time (MRT), despite their different biological origin. These
MRT are, however, lower than those measured for the soil organic matter (SOM) and for the different compartments of SOM.
This result suggests that i- and br-GDGTSs originate from microorganisms using the same carbon source, made of a combination
of ancient and recent organic matter. It can also be envisaged that these compounds originate from both recent and ancient
microbial populations. These preliminary results suggest that the use of (palaeo)proxies based on the distributions of GDGTs
might be questionable in the case of soils or, at least, that caution is needed when interpreting soil GDGT signals in terms of
(palaeo)environmental reconstructions.

Keyworps: soiLs, Lipips, GDGTS, COMPOUND ISOLATION, CHROMATOGRAPHY, COMPOUND SPECIFIC RADIOCARBON DATING,
MEAN RESIDENCE TIME.
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Sols et matiéres organiques : mémoires et héritages

INTRODUCTION

Au cours des derniéres années, un accent important
a été mis sur I’étude de la matiére organique des sols
en vue de reconstitutions paléoenvironnementales. En
effet, les sols comprennent des matieres organiques
trés variées, provenant des végétaux et microorga-
nismes qui vivent ou ont vécu dans et sur le sol et dont
les constituants, tels que les lipides, peuvent potentiel-
lement étre utilisés pour reconstituer I’histoire d’un
sol et son évolution au cours du temps, ou I’évolution
des conditions environnementales en relation avec des
facteurs anthropiques ou naturels.

Ainsi, les distributions des biomarqueurs lipidiques
d’origine végétale dans les horizons superficiels de
sols ont pu étre corrélées a la nature du couvert végé-
tal (e.g. Otto et Simpson, 2005 ; Trendel et al., 2010),
suggérant ainsi que les lipides de végétaux présents
dans les horizons profonds peuvent potentiellement
servir d’” « outils moléculaires » afin de remonter a la
couverture végétale originelle (reconstitutions (paléo)
environnementales). Une telle approche basée sur les
biomarqueurs de végétaux a ainsi été utilisée pour
I’6tude de I’évolution de la végétation ou du mode
d’utilisation des sols au cours du temps (Bull et al.,
1999 ; Feng et Simpson, 2007 ; Lavrieux et al., 2012 ;
Norris et al., 2013).

Les difficultés, dans ce type d’études s’intéressant
a la matiére organique d’horizons de sols profonds,
sont plurielles, et sont notamment liées a la possibilité
d’une contribution de matiere organique récente pro-
venant de la surface par lessivage ou bioturbation, a
une contribution de matiere organique racinaire dans
ces horizons, ainsi qu’a un niveau de préservation des
substances étudiées qui dépend de multiples facteurs
(climat, activité biologique, acidité, profondeur, gra-
nulométrie, nature biochimique du sol...). La déter-
mination des temps moyens de résidence (TMR) par
datation au *C de composés individuels ou des frac-
tions lipidiques apparait comme I’outil de choix indis-
pensable pour déterminer quels sont les marqueurs
ou fractions lipidiques dans les horizons profonds de
sols que I'on peut utiliser de maniere fiable pour des
reconstitutions paléoenvironnementales (e.g. Huang
et al.,, 1996 ; Schwartz et al., 2015). La détermination
de TMR de composés individuels a également été uti-
lisée trés récemment, en paralléle avec la détermina-
tion de la composition des isotopes stables du carbone
(BC/2C), pour I’étude du « turnover » de la matiére
organique des sol dans le cas d’une série d’horizons
de surface de sols du Congo ayant connu le remplace-
ment sur une période de 30 ans d’une végétation ini-
tiale en C3 par une savane constituée principalement
de plantes en C4 (Mendez-Millan et al., 2014).

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés
a I’étude d’une classe de lipides microbiens particu-
liers, les tétraéthers de diglycérol (ou GDGT, pour
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« Glycerol Dialkyl Glycerol Tetraethers », Schouten
et al., 2013), qui sont des marqueurs moléculaires
récemment mis en évidence dans pratiquement tous
les types d’environnements, y compris dans les sols.
Il existe deux classes de GDGT identifiées a ce jour,
a savoir les GDGT isoprénoides (i-GDGT) issus d’ar-
chées (Schouten et al., 2013), et les GDGT ramifiés
(br-GDGT), provenant sans doute d’eubactéries aci-
dophiles (Sinninghe Damsté et al., 2011). L’étude de
leurs distributions en milieu continental, notamment
dans les sols — ou en milieu sédimentaire lacustre
ou de marges continentales ayant connu un apport
provenant de sols —, permet d’en extraire des para-
meétres moléculaires afin de remonter a des informa-
tions (paléo)environnementales tels que le paléopH,
la paléotempérature de I’eau ou de I'air, ou encore la
proportion de matiere organique terrestre vs matiere
organique aquatique (Schouten et al., 2013). Une
interprétation fiable de ces paramétres moléculaires,
plus particulierement en termes d’environnements
anciens, nécessite cependant de connaitre de maniere
précise la période durant laquelle ont été produits les
lipides sur lesquels reposent ces parametres. Plusieurs
questions peuvent, en effet, se poser : les parametres
moléculaires basés sur les GDGT dans des horizons
de sols de surface correspondent-ils nécessairement
a un signal récent ? Ces parametres, mesurés dans
le cas d’horizons de sols profonds, peuvent-ils effec-
tivement étre utilisés pour des reconstitutions de
conditions environnementales du passé (marqueurs
fossiles) ou, au contraire, refletent-t-ils plutdt des
signatures moléculaires récentes provenant d’apports
de la surface ou issus de microorganismes vivants
actuellement en profondeur ? Enfin, dans le cas
des sédiments, les signatures moléculaires des br-
GDGT issues en partie au moins d’une contribution
de matiére organique des sols, sont-elles uniquement
le reflet de populations microbiennes contemporaines
au dépot des sédiments étudiés ou, au contraire, cor-
respondent-elles a des signatures plus anciennes en
fonction de I’intensité des processus d’érosion ayant
amené de la matiere organique d’horizons de sols plus
ou moins profonds et anciens ? Un élément de réponse
a ces différentes interrogations peut étre apporté par
la mesure des TMR de GDGT isolés ou de fractions
de GDGT par datation au radiocarbone. Cependant,
ce type de mesures n’a été effectué qu’a de tres rares
occasions (e.g. Ingalls et al., 2006 ; Shah, et al., 2008 ;
Birkholz et al., 2013), car demandant le déploiement
d’un protocole analytique complexe et chronophage.
En effet, ce protocole d’isolement et de purification
représente un défi analytique dans la mesure ou, d’une
part, les extraits organiques de sols sont généralement
constitués de mélanges lipidiques trés complexes,
dans lesquels coexistent des milliers de composés,
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et, d’autre part, I’'abondance des GDGT dans les sols
est habituellement trés faible. Il s’agit alors de trouver
les conditions de purification appropriées permettant
d’isoler spécifiquement les molécules ciblées a partir
d’une matrice tres complexe. Ceci implique notam-
ment un travail trés méticuleux, et de nombreuses
précautions doivent étre prises afin de minimiser les
risques de contamination via I’introduction de com-
poseés « exogenes » au cours de la manipulation des
échantillons (plastifiants, par exemple, potentielle-
ment introduits lors du transport ou de la purifica-
tion), qui fausseraient les mesures de datation.

Afin de mieux cerner les facteurs environnemen-
taux susceptibles de controler les distributions des
i- et br-GDGT dans les sols et d’en comprendre les ori-
gines et la dynamique (Loomis et al., 2011 ; Smith et
al., 2012 ; Weijers et al., 2007), notamment en termes
de temps moyen de résidence (TMR) dans les sols,
nous nous sommes intéressés aux GDGT dans le cas
d’échantillons d’un profil de sol provenant du massif
vosgien (prairie du Falimont, massif du Hohneck) et
prélevés a différentes profondeurs. Nous avons étudié,
d’une part, les distributions des GDGT en fonction
de la profondeur dans ce profil de sol par couplage
chromatographie liquide haute performance-spectro-
métrie de masse (HPLC-MS), celles-ci étant a ce jour

encore peu ou mal documentées, notamment dans le
cas d’horizons profonds de sols (Weijers et al., 2006 a,
2007; Yang et al., 2012). Nous avons effectué, d’autre
part, des mesures d’age *C sur ces GDGT, ce qui
constitue, a notre connaissance, une premiere en ce
qui concerne les GDGT d’horizons de sols profonds.

Du fait de la complexité des extraits lipidiques
issus de sols, il s’est avéré nécessaire, pour réaliser
ces datations au *“C, de mettre au point une méthode
de séparation et de purification des i- et br-GDGT a
partir des extraits lipidiques des sols. Cette approche
méthodologique repose sur lacombinaison de fraction-
nements des extraits organiques obtenus a partir des
sols par plusieurs étapes de chromatographie liquide
(CL) sur colonne de silice, chromatographie haute
performance (HPLC) en phase directe et inverse, puis
chromatographie sur couche mince (CCM). Il a ainsi
été possible d’obtenir des fractions purifiées, certes
en quantités faibles (quelques microgrammes), mais
suffisantes pour accéder a des mesures de datation
au “C qui ont été réalisées par spectrométrie AMS
(Accelerated Mass Spectrometry) a partir de I’équi-
pement ultra sensible MICADAS (acronyme (pour
Mini CArbon Dating System) doté d’un réacteur mini-
volume (Ruff et al., 2007) installé a ’ETH de Zirich
(Suisse).

I - PRESENTATION ET PREPARATION DES ECHANTILLONS

1 - Données générales

Les quatre prélevements ont été effectués au
sein du profil de sol du Falimont (Massif VVosgien ;
Schwartz et al., 2015) a des profondeurs s’éche-
lonnant de la surface (0-10 cm) a 50-60 cm. Les
données générales concernant la teneur en carbone
organique et en extrait lipidique des échantillons
sont présentées dans le Tableau 1. Il apparait que
le contenu en carbone organique total (COT) dimi-
nue fortement avec la profondeur passant de 23,5 %

a 0,4%. De méme, les rendements en extraits lipi-
diques par rapport au COT diminuent trés rapi-
dement pour atteindre des quantités de I'ordre de
5 mg/g de COT.

L’analyse par chromatographie gazeuse couplée
a la spectrométrie de masse (GC-MS) montre que
pour ces quatre échantillons, la fraction lipidique
est principalement constituée de molécules issues
de matériel végétal comme les composés linéaires
(n-alcanes, n-alcools, n-acides), les phytostérols et
les triterpénes de végétaux (Bastien et al., 2013).

Tableau 1 - Teneur en carbone organique, extrait lipidique et résultats de datations de fractions organiques du profil de sol du

Falimont (FAL). BP : utilisé pour « Before Present »
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2 - Matériel

Afin de s’affranchir de toute contamination orga-
nique dans nos échantillons (squaléne, cholestérol,
phtalates...), un certain nombre de précautions par-
ticuliéres doivent étre prises. Ainsi, les solvants
sont redistillés avant utilisation et tout le matériel
(silice, coton, verrerie...) est méticuleusement lavé
au dichlorométhane redistillé. En ce qui concerne
les plaques de silice utilisées pour les étapes de puri-
fication par CCM, elles sont préalablement éluées
a l'acétate d’éthyle distillé, séchées a température
ambiante puis réactivées a 120°C a I’étuve pendant
quatre heures.

3 - Extraction et préparation
des extraits lipidiques

Les échantillons de sol (500 g pour le sol de sur-
face, 1 kg pour les sols plus profonds) sont tamisés
(maille 0,45 mm), puis I’extrait organique est obtenu
par extraction avec un mélange méthanol (MeOH)/
chlorure de méthylene (CH,CI,) en proportions 1:1
(v/v, 700 mL, x 2). La premiére extraction est effec-
tuée a I’aide d’ultrasons (15 min) et la deuxiéme par
agitation mécanique. Aprés décantation, la phase
organique est récupérée apres filtration sur célite
(Figure 1).

Le solvant est éliminé a I’évaporateur rota-
tif, conduisant a I'obtention de P’extrait lipidique.
Une difficulté majeure pour cette étude résulte du
fait que, sauf pour le sol de surface, les sols ana-
lysés sont pauvres en matiére organique extractible
(Tableau 1), elle-méme contenant des teneurs tres
faibles en GDGT.

Pour I'analyse qualitative des GDGT par couplage
HPLC-MS, une aliquote de Pextrait organique est
extraite avec un mélange n-hexane-isopropanol 99:1
(v/v) en présence d’ultra-sons. Le surnageant est alors
prélevé, filtré sur une membrane PTFE (0.45 pm, dia-
meétre 30 mm) puis analysé par HPLC-MS (Figure 1)
selon les conditions reportées par Hopmans et al.
(2000).

4 - Hydrolyse des extraits lipidiques

L’extrait organique de chaque horizon de sol, placé
dans un tube a essai en Pyrex, est hydrolysé par ajout
d’une solution d’acide chlorhydrique (1,33N) dans du
méthanol. Le mélange réactionnel est alors chauffé a
120°C pendant une heure. Aprés retour a température
ambiante, le solvant est éliminé sous pression réduite,
conduisant a I'obtention de I'extrait lipidique hydro-
lysé. Les GDGT contenus dans celui-ci sont ensuite
analysés par HPLC-MS selon la méthode décrite pré-
cédemment (Hopmans et al., 2000).

5 - Isolement des n-alcanes

Les n-alcanes sont isolés par fractionnement sur
colonne de silice. L’extrait organique brut, préalable-
ment adsorbé sur silice, est déposé en téte de colonne
et les n-alcanes contenus dans I’échantillon sont élués
avec du cyclohexane. Les n-alcanes sont collectés
dans le premier volume de solvant (volume mort de
la colonne déduit) et leur pureté est controlée par
GC-MS avant datation au **C pour s’assurer de I’ab-
sence de composés autres que les n-alcanes (alcénes,
par exemple).

Figure 1 - Protocole analytique utilisé pour I’obtention d’un extrait lipidique et analyse qualitative des GDGT.
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II - DEVELOPPEMENT D’UN PROTOCOLE ANALYTIQUE D’ISOLEMENT DES GDGTS DANS LES SOLS

Le protocole analytique pour la séparation des
i- et br-GDGT décrit ci-dessous (Figure 2) combine
différentes techniques chromatographiques et a été
appliqué, dans un premier temps, au sol prélevé en pro-
fondeur (40-50 cm), puis a celui de surface ne conte-
nant que des br-GDGT.

1 - Etape 1 : Purification par chromatographie
sur colonne de silice

A lextrait lipidique solubilis¢ dans du CH,CI,
est ajouté de la silice, puis le solvant est éliminé
sous pression réduite pour conduire a I’obtention
d’un solide poudreux contenant I’extrait organique
adsorbé. Celui-ci est alors déposé en téte d’une

colonne de chromatographie liquide (CL) contenant
de la silice comme phase stationnaire. Cette premiere
étape de purification est importante car non seule-
ment elle permet d’éliminer les composantes les plus
apolaires et les plus polaires de I’extrait lipidique,
mais elle permet également de séparer la fraction des
i-GDGT de celle des br-GDGT. En effet, les i-GDGT
sont légérement moins polaires que les br-GDGT, et
sont donc élués avant ces derniers. Aprés plusieurs
essais pour trouver le solvant d’élution le plus appro-
prié pour permettre une bonne séparation entre i- et
br-GDGT, notre choix s’est porté sur un mélange
cyclohexane/acétate d’éthyle (AcOEt) en proportion
4:1 (v/v). Lutilisation d’un tel éluant conduit a I'ob-
tention des i-GDGT qui sont récupérés apres élution
de I’équivalent de 2 volumes morts (le volume mort

Figure 2 - Protocole analytique développé pour I’isolement des i- et br-GDGT dans les extraits lipidiques de sols en vue de
leur datation au “C par AMS MICADAS. Ce protocole comprend I’utilisation de la chromatographie liquide sur colonne, de la
chromatographie liquide haute performance en phase directe, puis en phase inverse et de la chromatographie sur couche mince
(i-GDGT). AcOEt : acétate d’éthyle ; AMS : Spectrométrie de masse avec accélérateur ; APCI : ionisation chimique a pression
atmosphérique ; CCM : chromatographie sur couche mince ; HPLC : chromatographie liquide haute performance ; MS : spec-
trométrie de masse.
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V0 ayant servi a mouiller la silice n’étant pas compris
dans le calcul), tandis que les br-GDGT le sont apres
élution de 4 et 5 volumes morts (étape 1, Figure 2).
Le contenu lipidique de chaque fraction collectée est
contr6lé par HPLC-MS (présence d’i- et br-GDGT)
et par GC-MS (présence d’autres composés lipidiques
comme des stérols). Ainsi, les fractions 2 (i-GDGT)
et 4+5 (br-GDGT) contiennent bien les lipides
ciblés, mais également de trés nombreux composés
interférents (stérols, triterpenes de végétaux), qu’il
s’agit d’éliminer par d’autres techniques chromato-
graphiques, comme la HPLC, en utilisant différents
types de phases stationnaires.

2 - Etape 2 : Purification par
chromatographie haute performance

Les fractions enrichies en GDGT sont alors puri-
fiées par deux étapes successives de séparation par
HPLC (étape 2, Figure 2), impliquant, dans un pre-
mier temps, une purification avec une phase directe
présentant un greffage de type cyano, puis, dans un
second temps, une séparation avec une phase inverse
de type C18. Alors qu’un protocole analytique perfor-
mant d’analyse par HPLC des GDGT avec une phase
directe est bien décrit dans la littérature (Hopmans
et al., 2000), il n’existe que trés peu d’exemples de
purification de GDGT en phase inverse (Birkholz et
al., 2013). Ces travaux ont donc nécessité en amont le
développement d’une méthode analytique appropriée.
La premiére étape de purification en phase directe est
ainsi réalisée avec une colonne analytique de type
Prevail Cyano (150 x 2,1 mm x 3 pum, Grace Davison
Discovery Sciences, Alltech) en utilisant un gradient
linéaire (Figure 3). Afin de collecter les GDGT ciblés,
une technique de collecte a été mise au point avec un
systéme de dérivation en sortie de colonne permettant
de collecter environ 95% de I’éluant, les 5% restants
étant introduits dans la source du spectrometre de
masse pour détection des composés ciblés (étape 2,
Figure 2). Cette étape permet ainsi de considérable-
ment enrichir les fractions en i-GDGT et br-GDGT,
mais entraine une diminution importante de la quan-

tité de matériel. A titre d’exemple, dans le cas de la
fraction des i-GDGT, en partant de 17 mg de la frac-
tion enrichie en i-GDGT obtenue par chromatogra-
phie liquide (fraction 2, Figure 2), la premiére étape
de purification par HPLC en phase directe résulte en
I’isolement de 900 pg d'une fraction d'i-GDGT.

Quant a la séparation des GDGT en phase inverse,
une phase d’optimisation de la méthode a été réalisée
a partir d’échantillons de sédiments, de sols et d’une
tourbe utilisés comme référence, et contenant des i-
et br-GDGT. Différentes phases mobiles (mélanges
acétone/MeOH ou AcOEt/MeOH en diverses propor-
tions) ont été testées en mode gradient ou isocratique
ainsi que trois phases stationnaires de natures diffé-
rentes — colonnes Zorbax Eclipse XDB-C8 (150 x 4,6
mm, 5 um, Agilent), Zorbax Eclipse C18 (150 x 4,6
mm, 5 um, Agilent) et VYDAC C18 (250 x 4,6 mm,
5 pum). Cette étape a montré des optimisations diffé-
rentes dans le cas des i- et br-GDGT, nous amenant &
choisir pour les deux familles des protocoles distincts.
Concernant I'isolement spécifique des i-GDGT, les
meilleurs résutats ont été obtenus avec une colonne
VYDAC C18 avec un gradient d’élution mettant en
jeu un mélange d’AcOEt et de MeOH (Figure 4). Ces
conditions opératoires nous permettent une bonne
séparation des i-GDGT a des temps de rétention
convenables pour ce qui en est de la collecte (compo-
sés élués entre 10 et 20 minutes).

Par ailleurs, dans le cas des br-GDGT, il sest
avéré que la colonne VYDAC n’était pas adaptée,
dans la mesure ou ces composés, bien que trés bien
séparés, possédaient un temps de rétention bien trop
important, ce qui se traduit par des pics chromatogra-
phiques qui « trainent » (Figure 5a), peu propices a
la collecte. Il est ressorti de nos différents essais que
le protocole analytique le plus adapté pour la puri-
fication des fractions chromatographiques contenant
les br-GDGT comprend I’utilisation d’une colonne
ZORBAX C18 avec un gradient binaire a partir d’un
mélange de MeOH et d’AcOEt (Figure 5). De telles
conditions ne permettent pas, toutefois, la séparation
entre les différents homologues de br-GDGT, qui
apparaissent sous la forme d’un pic unique, qui cor-
respond au pic collecté (Figure 5b).

Figure 3 - Exemple de I’isolement des i-GDGT par deux étapes de purification HPLC. Chromatogrammes HPLC (TIC, phase
directe) a) de la fraction chromatographique F2 isolée par chromatographie liquide ; b) de la fraction des i-GDGT aprés purifi-
cation par HPLC en phase directe ; c) de la fraction des i-GDGT aprés purification par HPLC en phase inverse. TIC : Courant
d’ions total. Colonne HPLC Prevail Cyano Grace Davison Discovery Sciences (Alltech) (150 x 2,1 mm x 3 um), gradient : iso-
propanol dans I”hexane 0,5% a 1,3% en 20 min, puis de 1,3% a 5% en 5 min, débit 1 ml/min.
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Figure 4 - Chromatogrammes HPLC (ions extraits [M+H]* 1302,5+1300,5+1298,5+1296,5.+1292,5) montrant la séparation des
i-GDGT en fonction de différentes conditions d’analyse avec une colonne de type VYDAC C18.

Figure 5 - Chromatogrammes HPLC (ions extraits [M+H]* 1036,0+1022,0) montrant la séparation des br-GDGT sur : a) Colonne
HPLC Vydac C18 (250 mm x 4,6 mm x 5 um), gradient : AcOEt/MeOH 55/45 a 90/10 en 25 min, puis palier isocratique (5 min),
deébit 1 ml/min ; b) Colonne HPLC Zorbax CI18 SB Agilent (150 mm x 4,6 mm x 5 um), gradient : AcOEt/MeOH 30/70 a 65/35 en

15 min, puis de 65/35 & 80/20 en 10 min, débit 1 ml/min.

Une derniére étape de purification peut étre envi-
sagée selon le degré de pureté obtenu apres la puri-
fication par HPLC, ce degré de pureté étant controlé
par HPLC-MS et par GC-MS. Ainsi, cette derniere
étape de « nettoyage » est effectuée par CCM, qui va
notamment permettre d’éliminer les contaminations
potentiellement introduites consécutivement a I'uti-
lisation d’importants volumes de solvants lors de la
collecte par HPLC, ces solvants étant ensuite évapo-
rés a sec (ce qui a pour conséquence de concentrer les
impuretés des solvants). Dans notre cas, cette derniere
phase de purification a été réalisée apres isolement par
HPLC des i-GDGT. La fraction collectée aprés puri-
fication par HPLC est dissoute dans du CH,CL,, puis
déposée sur une plaque preparative de SiO, d’épais-
seur 0,25 mm. Un composé de référence (GDGT-O0;
Figure 6), isolé a partir de I’'archée Methanobacterium
thermoautotrophicum (P. Schaeffer, résultats non
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publiés) est dépose sur les marges de la plaque afin
de délimiter la zone d’intérét ou auront migré les
GDGT. L¢élution des composés est assurée a I’aide d’un
mélange CH,CI,/AcOEt (9:1) et le produit de réfé-
rence est révélé au moyen d’acide phosphomolybdique
dans de I’éthanol (GDGT-0 : Rf de 0,69). La zone de Rf
choisie, dans laquelle les i-GDGT cibles ont été élués,
est récupérée (Figure 6). Une filtration sur une courte
colonne de silice (éluant : AcOEt) permet alors d’obte-
nir la fraction des i-GDGT qui, apres évaporation du
solvant, sera préte pour les mesures de datation au #C
par spectrométrie de masse AMS MICADAS. Dans le
cas des br-GDGT, nous n’avons pas eu recours a cette
derniére étape de purification, mais celle-ci est tout a
fait transposable a cette famille de composés. 1l serait
toutefois utile de disposer de composés de référence
adéquats pour délimiter au mieux la zone de Rf des
br-GDGT a récupérer.
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Figure 6 - Derniere étape de purification des i-GDGTs par chromatographie sur couche mince en vue de leur datation par spec-

trométrie de masse AMS MICADAS.

III - DISTRIBUTION ET DATATION PAR AMS DES GDGT

1 - Distribution des GDGT
dans le profil de sol du Falimont

L’analyse par HPLC-MS des distributions de
GDGT provenant des extraits lipidiques des quatre
échantillons du profil de sol révele d’importantes dif-
férences en fonction de la profondeur (Figure 7). Seule
la famille des br-GDGT est détectée dans I’échantil-
lon de surface et est prédominante par rapport aux
i-GDGT dans I’échantillon a 20-30 cm, alors que

I’'abondance relative des i-GDGT augmente significa-
tivement avec la profondeur (40-50 cm et 50-60 cm).
Dans la mesure ou I’'absence d’i-GDGT en surface
pourrait étre due a I’existence d’une population active
d’archées produisant essentiellement des GDGT pos-
sédant des groupements polaires (appelés IPLs, pour
« intact polar lipids ») non analysés par le protocole
utilisé dans notre cas, nous avons effectué un traite-
ment acide (HCI/MeOH) afin de convertir ces éven-
tuels IPLs en i-GDGT (Lipp et al., 2008). Toutefois,
cette hydrolyse n’a pas permis de libérer d’i-GDGT,

Figure 7 - Distribution des GDGT obtenus par HPLC-MS dans le cas d’un profil de sol du Falimont. Echantillon de surface
a 0-10 cm (a), 20-30 cm (b), 40-50 cm (c) et 50-60 cm (d). Les composés sont détectés au moyen de leur ion [M+H]* avec une
source APCI (I, m/z 1302,5 ; Il, m/z 1300,5 ; 111, m/z 1298,5 ; 1V, m/z 1296,5 ; V, m/z 1292,5 ; VI, m/z 1050,0 ; VII, m/z 1036,0 ;

VI, m/z 1022,0).
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ce qui exclut a priori la présence d’archées dans
I’horizon de surface. En revanche, nous ne pouvons
déterminer, a ce stade, si les i-GDGT détectés plus
en profondeur correspondent plutét a une signature
de GDGT ancienne préservée dans les horizons de sol
profonds, ou plutot a une population active vivant en
profondeur, voire a une combinaison de ces deux pos-
sibilités. Ce point et des éléments de réponse seront
détaillés dans les paragraphes suivants.

Par ailleurs, d’aprés la littérature, les distributions
des GDGT dans les différents types de sols et de sédi-
ments permettent de remonter a des paramétres envi-
ronnementaux, comme le pH, la température moyenne
annuelle de I'air, ou encore la proportion de matiere
organique marine/lacustre vs terrestre (cf. Schouten
et al., 2013 et références citées). Cette derniere, basée
sur la proportion relative des i- et br-GDGT, repose
sur le fait que les i-GDGT sont majoritairement repré-
sentés en milieu aquatique, alors que les br-GDGT
sont principalement retrouvés en milieu terrestre
(sols, tourbiéres ; Weijers et al., 2006 b; Huguet et al.,
2010). Dans notre cas, ou la proportion de ces deux
familles varie en fonction de la profondeur dans un
profil de sol, il apparait que des études supplémen-
taires sont clairement nécessaires afin de mieux com-
prendre I’évolution des distributions des GDGT, dans
les horizons de sols profonds, notamment au travers de
I’étude de leur TMR. On peut, en effet, se demander si
les GDGT trouvés en profondeur correspondent a une
signature moléculaire fossile — et dans ce cas I’évolu-
tion de leur distribution avec la profondeur pourrait
refléter une évolution des conditions environnemen-
tales en surface au cours du temps — ou, au contraire,
s’ils sont issus d’organismes vivant dans les horizons
profonds. Les différences de distributions liées a la
profondeur refléteraient alors les différences entre les
conditions environnementales prévalant dans les dif-
férents horizons dans lesquels les microorganismes a
I'origine des GDGT se sont développés. Il est possible
enfin que la situation réelle soit intermédiaire entre
ces deux extrémes. La détermination des TMR des
GDGT peut donc contribuer a apporter des éléments
de réponse a ces questions.

2 - Datation des GDGT par AMS
a - Méthode de datation

La méthode de datation au carbone 14 qui a été mise
au point par Libby dans les années 1950 (Libby et al.,
1949; Libby, 1960) repose sur la mesure de comptage
de la radioactivité résiduelle du carbone (“C) dans de
la matiére organique, cette radioactivité pouvant étre
reliée a I’age absolu du matériel organique biologique
par une loi de décroissance radioactive tenant compte
de la demi vie du *C qui est de 5730 ans (Libby et al.,
1949; Libby, 1960). En effet, tout étre vivant assimile
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par sa respiration ou son alimentation, de maniere
continue, du radiocarbone lors des processus de fixa-
tion du carbone (biomasse), ce #C étant issu de la
réaction entre un neutron cosmique et une molécule
d’azote atmosphérique (**N). Ensuite, a la mort de
I’'organisme, ce processus d’assimilation du radiocar-
bone cesse et le 1“C se désintegre lentement en suivant
cette loi de décroissance radioactive. Cette technique
de datation, qui révolutionna le domaine de I'archéo-
logie, permet de dater des objets entre - 50000 ans et
1950, période ou les essais nucléaires en haute atmos-
phére ont profondément modifié les teneurs en “C
atmosphérique (Reimer et al., 2004). Cette méthode
de datation « classique » nécessite toutefois I’utilisa-
tion de calibrations afin de pallier les variations de
la teneur en *“C atmosphérique qui ont eu lieu dans
le passé (Fontugne, 2004). Une limitation majeure
liee a cette technique vient de la tres faible abon-
dance naturelle de I’isotope radioactif **C (un atome
de **C pour 1.10*> atomes de 2C), ce qui implique de
travailler a partir d’une grande quantité d’échantillon,
de I'ordre du gramme de carbone, pour effectuer une
mesure de datation par comptage de la radioactivité
résiduelle (comptage P et scintillation liquide). Pour
pallier ce probleme d’échantillonnage, une technique
de datation novatrice a été développée, vers la fin des
années 1970, associant un accélérateur de particules
a un spectrometre de masse et permettant de séparer
et détecter les différents isotopes d’un méme atome
(Muller, 1977). Cette technique, dite de spectrométrie
de masse avec accélérateur (AMS, pour Accelerator
Mass Spectrometry), permet ainsi d’évaluer de maniere
directe la teneur en *C au sein d’un échantillon avec
une bien meilleure sensibilité (absence de comptage
de désintégration). Au cours des dernieres décennies,
la sensibilité de cette méthode n’a cessé d’étre accrue,
avec notamment le développement de réacteurs de
graphitisation/oxydation adaptés a I'introduction de
trés petits volumes (Ruff et al., 2007). Dans le cadre
de nos travaux, nous avons ainsi eu acces au spectro-
meétre de masse MICADAS équipé d’un périphérique
d’introduction des gaz pour de tres petits volumes, qui
est I'instrument de ce type le plus sensible au monde
actuellement, et qui permet d’effectuer des mesures
de datation d’échantillons en quantités de I'ordre de
la dizaine de microgrammes (Figure 8). Il convient de
noter ici que I’équipement en soi permettrait méme de
descendre a des quantités inférieures de carbone, mais
a des teneurs si basses se pose le probleme critique
de Iintroduction inévitable de contaminations lors de
la manipulation de I’échantillon. Les parametres liés
a I'instrumentation et aux mesures de datation sont
décrits par Birkholz et al. (2013).

b - Résultats et discussion

En ce qui concerne les mesures de datation des
GDGT (Tableau 1), il ressort de nos travaux que les
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Figure 8 - a) Périphérique d’introduction des gaz (CO,) pour de trés petits volumes (modifié d’aprés Ruff et al., 2007) ;
b) Principe de fonctionnement du spectrometre de masse AMS MICADAS (modifié d’apreés Suter, 2008).

br-GDGT présents a une profondeur de 40-50 cm
(échantillon FAL 3) sont en moyenne plus agés que
ceux de surface puisqu’ils présentent un TMR de
1543+ 147 ans BP, contre 165+205 BP en surface.
Nous pouvons voir ici que les incertitudes sont rela-
tivement importantes, notamment dans le cas des
horizons de surface du sol, ce qui peut étre attribué
a la faible quantité de matériel mesuré. Quant aux
i-GDGT, isolés uniquement dans le cas de I’échantillon
FAL 3, ceux-ci présentent un TMR identique a celui
des br-GDGT du méme échantillon (1527 £115 BP).
Ces valeurs sont a comparer avec celles obtenues
pour la matiere organique totale, pour I’extrait lipi-
dique (valeurs négatives donc age moderne en surface
vs 3159+ 35 BP pour FAL 3), ou encore de la fraction
des n-alcanes isolée de ces quatre échantillons de sols
(dge moderne en surface, puis croissant avec la pro-
fondeur). Dans le cas des n-alcanes dans nos échan-
tillons, principalement issus de cires cuticulaires de
végeétaux, cette fraction est généralement considérée
comme réfractaire a la dégradation, et semble bien
dans les horizons profonds étre originaire d’apports
végétaux majoritairement anciens ayant été préser-
vés. Les GDGT, quant a eux, présentent en profon-
deur un TMR nettement plus faible que I’ensemble de
la composante organique de ce sol, quels que soient
les compartiments considérés.

Les TMR mesurés pour les GDGT en profondeur
sont difficiles a expliquer mais plusieurs hypothéses
qui ne s’excluent pas mutuellement pourraient étre
proposées. Ainsi, on peut envisager que la signa-
ture moléculaire en profondeur provient des bac-
téries/archées, connues pour étre capables de se
développer sur des substrats organiques simples (i.e.,
en C1-C3; Weijers et al., 2010 ; Tourna et al., 2011),
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vivant en profondeur et utilisant une source organique
constituée d’un mélange de matériel récent et fossile
(matériel récent apporté en profondeur par lessivage et
bioturbation). Une autre hypothese, moins probable,
concernant les GDGT en profondeur, serait qu’ils pro-
viennent d’'un mélange de GDGT issus de populations
anciennes (de méme TMR que les n-alcanes corres-
pondants?), et d’une population plus récente prove-
nant de la surface (mais cette explication ne convient
pas pour les i-GDGT) ou vivant en profondeur mais
utilisant des substrats organiques simples, comme
mentionné plus haut, issus de matériel récent et fos-
sile. Ces différentes contributions conduiraient ainsi a
un age « moyen » pour les GDGT.

ATl’inverse, dans I’horizon de surface, les différents
compartiments de la matiere organique sont, assez
logiqguement, d’age moderne, alors que les br-GDGT
sont agés d’environ 200 ans BP. Il se pourrait donc,
en ce qui concerne les br-GDGT en surface, que les
bactéries dont ils découlent utilisent un mélange de
matiere organique récente et ancienne comme source
de carbone, le matériel ancien pouvant étre apporté en
surface par bioturbation ou encore que le « turnover »
de ces composés n’est pas aussi rapide que celui des
autres marqueurs lipidiques, tout au moins dans le sol
du Falimont. Il en résulterait que les parameétres envi-
ronnementaux déduits des distributions de GDGT
dans des horizons de surface pourraient, dans certains
cas de sols, correspondre a des valeurs moyennées sur
des périodes assez importantes. Ceci aurait également
une influence sur les parametres moléculaires basés
sur les GDGT obtenus a partir de sédiments ayant
recu des apports de matiere organique de sols et sur
leur interprétation (décalage en temps par rapport a
I’empreinte moléculaire issus du milieu aquatique).
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CONCLUSION

Un protocole analytique pour I’isolement spéci-
fique, a partir d’échantillons de sol, des tétraéthers
de diglycérol isoprénoides (i-GDGT) et ramifiés
(br-GDGT), composés d’origine microbienne, a été
développé et optimisé dans le but de procéder a leur
datation au *C. Ce protocole, qui combine plusieurs
techniques chromatographiques, permet d’isoler les i-
et br-GDGT présents en quantités tres faibles dans une
matrice complexe constituée par la matiére organique
des sols, et pourra étre utilisé par la suite plus géné-
ralement pour I’étude (datation) des GDGT dans tout
type d’«environnement» (milieux marins, lacustres,
sols, tourbiéres). La datation au *“C de ces deux séries
de composés dans deux échantillons issus d’un profil
de sol, I’'un de surface, I’autre en profondeur (40-50 cm)
indique des TMR identiques pour les i- et br-GDGT
en profondeur, TMR qui sont différents de ceux de la
matiere organique globale et des différents comparti-
ments de celle-ci, y compris les extraits lipidiques et
les n-alcanes. Ceci suggére soit que ces lipides pro-
viennent de microorganismes utilisant une source de
carbone constituée d’un mélange de matiére organique
récente et ancienne, a moins qu’ils ne proviennent
d’une population microbienne constituée d’une com-
posante ancienne et d’une population plus récente. Il
ressort de ce résultat que les distributions des GDGT
en profondeur sont difficiles a interpréter, et en tout
cas ne peuvent étre interprétées simplement en termes
de parameétres moléculaires paléoenvironnementaux

archivés dans les horizons profonds. En effet, il est
difficile d’exclure la possibilité que les GDGT dans
les horizons profonds soient issus, au moins en partie,
de populations actuelles ou assez récentes vivant en
profondeur dans des conditions différentes de celles
se développant en surface. D’autre part, comme le
TMR des br-GDGT en surface est plus élevé que celui
des autres constituants lipidiques (ces derniers étant
clairement modernes), la signature moléculaire des
br-GDGT en surface peut correspondre a un signal
intégré sur une période de temps relativement impor-
tante. Ces observations remettent donc en question la
pertinence de I'utilisation de (paléo)proxies basés sur
la distribution des GDGT dans le cas des sols, ou, tout
au moins, incitent a la prudence dans I'interprétation
des distributions de GDGT issus de sols dans le cadre
de reconstitutions (paléo)environnementales. Ces
observations montrent également clairement la néces-
sité d’études supplémentaires, notamment basées sur la
détermination des TMR des GDGT si I'on vise a une
interprétation plus fiable des distributions de ces com-
posés en termes de (paléo)environnement. En dehors
de proposer un protocole d’isolement des GDGT, ces
travaux mettent en avant le potentiel que représente
la datation de composeés individuels en biogéochimie,
donnant désormais acces a leurs temps moyens de
résidence, ce qui demande toutefois la mise en ceuvre
de méthodes analytiques complexes et généralement
chronophages.
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