N

N

Analyse moléculaire de substances organiques provenant
des céramiques de Berstett
N Tarifa-Mateo, Philippe Schaeffer, Pierre Adam

» To cite this version:

N Tarifa-Mateo, Philippe Schaeffer, Pierre Adam. Analyse moléculaire de substances organiques
provenant des céramiques de Berstett. [Rapport de recherche] UMR 7177. 2021. hal-03547313

HAL Id: hal-03547313
https://hal.science/hal-03547313

Submitted on 28 Jan 2022

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://hal.science/hal-03547313
https://hal.archives-ouvertes.fr

Analyse moléculaire de substances organiques provenant des
céramiques de Berstett

N. Tarifa Mateo, P. Schaeffer, P. Adam
Equipe de Biogéochimie Moléculaire
Institut de Chimie de Strasbourg
Institut Le Bel
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67000 Strasbourg

Nous avons réalisé I'analyse moléculaire par chromatographie gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (GC-MS) des extraits lipidiques de dix échantillons de céramiques qui
ont été échantillonnés au niveau de la partie intérieure des céramiques par un décapage
mécanique (Dremmel) de la surface, sur une profondeur de quelques millimétres. Les
quantités de poudre échantillonnées sont de I'ordre de 0,1 a 3 grammes (Tableau 1).

Masse (g) des Masse (g) des
N° d’ldentification Référence échantillons extraits échantillons extraits
avec BUOH/HCI avec MeOH/H,SO,
TCRO1 16884-TCR-1061-1 0.30 1.13
TCRO02 16884-TCR-1061-9 0.18 0.21
TCRO3 16884-TCR-2032-1 1.06 2.39
TCRO0O4 16884-TCR-2032-9 0.49 0.78
TCRO5 16884-TCR-2204-1 0.46 1.24
TCRO06 16884-TCR-2204-2 0.49 0.8
TCRO7 16884-TCR-2067-14 0.13 0.2
TCRO08 16884-TCR-2067-18 0.46 0.67
TCR09 16884-TCR-2128-10 0.90 1.25
TCR10 16884-TCR-2128-13 0.36 1.04

Tableau 1 : Liste des échantillons analysés et quantités échantillonnées pour les extractions
avec BUOH/HCI et MeOH/H2SOs.

Les poudres de céramiques obtenues par décapage mécanique ont ensuite été extraites
selon deux protocoles différents. Le premier consiste en une extraction avec du méthanol
contenant 2 % d’acide sulfurique. En effet, les travaux réalisés par Correo-Ascensio et
Evershed (2014) sur I'analyse de résidus alimentaires dans les céramiques ont montré que
des rendements d’extraction bien meilleurs pouvaient étre obtenus en utilisant un protocole
d’extraction avec du méthanol en présence d’acide sulfurique (MeOH/H>SO4 2 %) qu’avec une
extraction plus classique avec des solvants organiques du type CH2Clo/MeOH en conditions
non acides. Ces conditions sont supposées permettre I'extraction de matériel organique dans
des pores des céramiques non accessibles avec des solvants organiques non acides. Ce
traitement conduit également a I'hydrolyse des triglycérides, composés de hauts poids
moléculaires non directement analysables par chromatographie gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (GC-MS), pour conduire a la libération d’acides gras sous forme
d’esters méthyliques analysables par GC-MS (Schéma 1). Cette méthode est par ailleurs
compatible avec la détection d’autres substances lipidiques contenues dans les céramiques
ou l'identification de substances utilisées pour enduire les céramiques ou bien les réparer (e.g.
résine, poix, brai de bouleau, ...).
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Schéma 1: (a) Méthylation des acides gras et transestérification des triglycérides en
présence de MeOH/H2SO4 (2 %), (b) Dérivation de I'acide oxalique 1a et de 'acide tartrique
2a lors du traitement avec, successivement, BUOH/HCI et I'anhydride trifluoroacétique.

Par ailleurs, nous avons réalisé pour chaque échantillon de céramique I'extraction d’'une
autre aliquote de poudre obtenue par décapage de la surface avec une approche permettant
'analyse de composés qui indiquent I'utilisation de la céramique pour la préparation ou le
stockage de boissons fermentées. Ces composés comprennent I'acide oxalique 1a (les
numéros font référence aux structures présentées dans I'’Annexe) qui est considéré comme
un marqueurs de biére (e.g. Michel et al., 1993 ; Wang et al., 2016 ; Perruchini et al., 2018) de
méme que l'acide tartrique 2a, un marqueur pour le vin (Michel et al., 1993 ; Garnier et
Valamoti, 2016) ainsi que d’autres acides carboxyliques comme les acides succinique 3a,
pyruvique 4a, fumarique 5a et pimélique 6a considérés, parfois, comme des marqueurs de
fermentation (e.g. Garnier et Valamoti, 2016 ; Manzano et al., 2016 ; Perruchini et al., 2018)
mais qui peuvent également correspondre a des produits d’oxydation d’acides gras insaturés
(6a). La méthode d’extraction mettant en jeu le méthanol en présence d’acide sulfurique n’est
cependant pas adaptée pour 'analyse de ces composés car elle conduit a la formation d’esters
méthyliques qui, dans le cas de ces acides carboxyliques de bas poids moléculaires, sont trés
volatils et peuvent étre perdus par évaporation lors du protocole mis en ceuvre (évaporation
des solvants sous pression réduite ou sous flux d’argon). C’est pourquoi nous avons substitué
I'extraction avec MeOH/H>SOs (2 %) par une extraction avec un mélange butanol/acide
chlorhydrique (BuOH/HCI) selon un protocole adapté a partir de ceux mis en ceuvre par Kajjout
et al. (2012) et Garnier et Valamoti (2016) pour 'analyse d’acide tartrique par GC-MS. Il s’agit,
a l'aide de ce protocole, d’extraire les acides et diacides carboxyliques et de les transformer
en esters butyliques 1b-6b, composés moins volatils que leurs équivalents sous forme d’esters
méthyliques et qui peuvent étre analysés par GC-MS. Il est important également d’effectuer le
traitement avec BuOH/HCI directement sur la poudre de céramique et non pas sur un extrait
obtenu a l'aide d’'un solvant organique. En effet, les diacides comme l'acide oxalique 1a et
I'acide tartrique 2a forment avec le calcium des sels trés peu solubles (Garnier et Valamoti,
2016). Le traitement acide (BuOH/HCI) conduit a leur transformation tout d’abord en acides
puis en esters qui sont extractibles avec le BUOH (Schéma 1). Enfin, comme I'acide tartrique
2a posséde, par ailleurs, deux fonctions alcools, une étape supplémentaire de dérivation de
ces alcools en trifluoroacétates s’avére indispensable aprés I'étape de butylation pour
transformer ce composé en un dérivé 2¢ analysable par GC-MS (Schéma 1).



1. Protocole d’analyse
Extraction a I'aide de méthanol acidifié

Une aliquote des échantillons de poudre de céramique ont été extraits avec du
méthanol contenant 2 % (v/v) d’acide sulfurique (MeOH/H2SO4 2 %) (4 ml) aprés chauffage
pendant 4 heures a 70 °C. Apres retour a température ambiante, le mélange MeOH/H,SO4
(surnageant) est récupéré par pipetage aprés décantation ou centrifugation et le solide
résiduel est ré-extrait avec du MeOH (2 ml, 2 x). De I'eau (3 ml) est ajoutée a la phase
méthanolique et les lipides sont alors extraits avec du cyclohexane (2 ml; 3 x). Les phases
organiques ainsi obtenues sont mélangées et le solvant éliminé sous flux d’argon. Les extraits
organiques obtenus sont filtrés sur colonne de gel de silice (éluant : acétate d’éthyle, ACOEt).
Les fractions ainsi récupérées sont analysées par GC-MS aprés ajout d’'un standard interne
(n-Cs4 ; 50 pL d’une solution a 24,98 ng/ uL).

Extraction a I'aide de butanol acidifié

Les échantillons sont extraits avec un mélange butanol/acide chlorhydrique (BuOH/HCI,
1.5 N, 2 ml) pendant 4 heures a 90 °C. Aprés retour a température ambiante, le mélange
BuOH/HCI est récupéré par pipetage aprés décantation et le solide résiduel est ré-extrait avec
du dichlorométhane (DCM) (2 ml, 2 x). Les phases organiques ainsi obtenues sont combinées
puis évaporées sous pression réduite. Les extraits sont alors transférés dans des piluliers avec
du DCM et traités avec de I'anhydride trifluoroacétique (100 ul) a température ambiante. Au
bout de 2 h, le solvant et le réactif sont évaporés sous flux d’argon. Les extraits ainsi obtenus
sont ensuite fractionnés sur colonne de gel de silice. Les fractions apolaires éluées avec 3
volumes morts d’'un mélange DCM/AcOEt (8/2) sont analysées par GC-MS.

Analyses par chromatographie gazeuse avec détecteur a ionisation de flamme (GC-FID)

Les analyses par GC-FID ont été effectuées sur un appareil de type Hewlett Packard
HP 6890 Series GC System équipé d’un injecteur on-column et d’'une colonne capillaire HP-5
(30 m x 0,32 mm ; 0,25 pym). Le gaz vecteur utilisé est 'hydrogéne avec un débit constant de
2,5 mL/min. Le programme de température du four pour I'analyse des produits obtenus par
extraction avec MeOH/H2SO4 (2 %) est le suivant : 70 °C (1 min), 70-200 °C (10 °C/min) ; 200-
300 °C (10 °C/min) ; isotherme a 300 °C (20 min). Dans les cas des produits obtenus par
extraction avec BUOH/HCI, le programme de température du four est le suivant : 70 °C (5 min),
70-200 °C (10 °C/min) ; 200-300 °C (10 °C/min) ; isotherme a 300 °C (20 min).

Analyses par chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS)

Les analyses par GC-MS en impact électronique (El, 70eV, balayage de masse allant
de 50 m/z a 700 m/z) ont été réalisées avec un spectrométre de masse triple quadripble TSQ
Quantum (Thermo Scientific) couplé a un chromatographe en phase gazeuse Trace GC Ultra
(Thermo Scientific) équipé d’un injecteur PTV (Programmed Temperature Vaporization) en
mode « simili on column » et d’une colonne de type HP-5 MS (30 m x 0,25 mm; 0,1 ym).
L’ensemble est piloté par un ordinateur a I'aide du logiciel Xcalibur (Thermo Scientific). Le gaz
vecteur utilisé est I'hélium avec un débit constant de 1,1 mL/min. Le méme programme de
température du four que celui utilisé pour les analyses en GC-FID est utilisé.



2. Résultats
2.1 Analyses des extraits obtenus avec MeOH/H2S04 (2 %)
2.1.1. Echantillon TCRO1

La Figure 1 présente le chromatogramme en phase gazeuse des composés obtenus
par extraction de la poudre de céramique TCRO1 avec le mélange MeOH/H2SO4 (2 %). Les
composés prédominants sont des esters méthyliques d’acides gras dont la distribution s’étend
du terme en C14 au terme en Cy. Ces esters ont été formés par estérification par le méthanol
d’acides gras libres dans I'échantillons qui peuvent étre issus de I'hydrolyse d’esters lourds
constituant de cires cuticulaires végétales ou de triglycérides, les constituants principaux des
huiles végétales et graisses animales. lls peuvent également étre issus directement de la
trans-estérification par le méthanol d’esters lourds et de triglycérides intacts encore présents
dans la céramique.

Les termes largement prédominants sont les esters méthyliques des acides palmitique
(7b) et stéarique (8b) qui sont des composés ubiquistes. Il est parfois difficile de se prononcer
sur leur origine sur la seule base des proportions relatives entre ces deux acides. En effet, les
proportions entre ces deux acides gras peuvent évoluer avec le degré d’altération subi par la
matiére organique par rapport a la proportion relative entre ces deux acides dans la substance
grasse dont ils sont issus (e.g. Evershed et al.,, 1991). Des informations supplémentaires
concernant leur origine pourraient étre obtenues par une analyse de leur composition
isotopique du carbone (e.g. Mottram et al., 1999 ; Coppley et al., 2003 ; Craig et al., 2007,
2011).
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Figure 1: Chromatogramme en phase gazeuse (GC-MS, El, 70 eV) des lipides
obtenus par extraction de la céramique TCRO1 avec MeOH/H.SO4 (2 %). #: esters
méthyligues d’acides gras linéaires; <«: esters méthyliques dacides o-(o-
alkylphenyl)alcanoiques; O: esters méthyliques d’acides cyclopentanylalcanoiques ; ®: esters

méthyliques d’acides gras ramifiés.



La fraction analysée contient également d’autres acides gras plus spécifiques comme les
acides -(o-alkylphényl)alcanoiques ici principalement basés sur des squelettes
hydrocarbonés en C+s (9a), qui sont des produits de cyclisation d’acides gras linéaires tri-
insaturés (e.g. Hansel et al., 2004 ; Craig et al., 2007 , 2011; Lucquin et al., 2016) abondants
dans les graisses d’animaux aquatiques, notamment, mais dont la formation nécessite
néanmoins une étape de chauffage comme, par exemple, lors de la cuisson d’aliments (e.g.
Hansel et al., 2004). Cependant, si les acides w-(o-alkylphényl)alcanoiques sont issus de la
cuisson de viande d’animaux aquatiques, ils comprennent généralement des homologues
allant de C+¢, a C22(e.g. Hansel et al., 2004 ; Craig et al., 2007 , 2011; Lucquin et al., 2016) or,
ici, leur distribution semble limitée aux termes en C4s avec une contribution en traces des
termes en Cy. Par ailleurs, lorsque ces composés sont issus de la transformation de lipides
d’animaux aquatiques, ils sont généralement accompagnés par une contribution significative
d’acide phytanique (10a) (e.g. Hansel et al., 2004 ; Craig et al., 2007 ; Lucquin et al., 2016).
Ce compose n’est présent ici qu’a I'état de trace. Alternativement, I'acide phytanique 10a peut
également étre trouvé en quantités relatives plus mesurées dans la graisse de ruminants
(Lucquin et al., 2016). Chez les ruminants, I'acide phytanique est formé par transformation du
phytol 11, qui correspond a la chaine latérale des chlorophylles, par des microorganismes
vivant dans le rumen de I'animal. On peut donc proposer sur la base de ces observations que
les acides gras trouvés dans la céramique TCRO1 ne soient pas issus de lipides d’organismes
aquatiques mais plutdt d’'une autre source de lipides contenant des acides gras insaturés en
C1s. Ces composés pourraient conduire par cyclisation et aromatisation a la formation lors de
la cuisson des acides w-(0-alkylphényl)alcanoiques 9a trouvés dans cette céramique (e.g.
Sébédio et Grandgirard, 1989 ; Christie et Dobson, 2000). A cet égard, il est également
intéressant de noter la présence dans cette céramique d’acides cyclopentanealcanoiques 12a
qui ont été identifiés, par ailleurs, dans des huiles végétales riches en acides gras
(poly)insaturés ayant subi un stress thermique important (e.g. Sébédio et Grandgirard, 1989 ;
Sébédio et al., 1989 ; Dobson et al., 1996). Cependant, Christie et Dobson (2000) ont proposé
que les dérivés cyclopentanealcanoiques saturés 12a pourraient étre issus de la cyclisation
d’acides gras monoinsaturés induite thermiquement. On ne peut donc pas exclure que la
substance grasse a l'origine de ces composés puisse étre une graisse sous-cutanée animale
qui contient également des acides gras insaturés, bien qu’en quantités relativement plus
faibles que dans le cas d’huiles végétales. A cet égard, on peut noter également que I'extrait
de I'échantillon TCRO1 ne contient que peu d’acides gras au-dela de C+s, ce qui conduit a
envisager I'hypothése d'une origine animale partielle, voire principale, pour les résidus
organiques dans la céramique. En effet, dans le cas de substances végétales, la présence
d’homologues supérieurs a prédominance paire serait attendue.

Enfin, les traces d’acide phytanique 10a mises en évidence pourraient, comme mentionné
plus haut, provenir d’une contribution de graisse de ruminants (Lucquin et al.,, 2016) aux
résidus organiques dans la céramique. Toutefois, les faibles quantités de ce composé ainsi
que la présence d’acides gras ramifiés en C1s et C47 (composés qui sont généralement trouvés
dans les graisses sous-cutanées des ruminants et qui proviennent de l'activité microbienne
dans le rumen (Dudd et al., 1999 ; Evershed, 1993 ; Drieu, 2017)) conduisent également a
envisager une contribution de graisse d’animaux monogastriques comme le porc. Il en est de
méme de la prédominance relative de I'ester en Ci 7b par rapport a celui en Cq 8b (e.g.
Romanus et al., 2007 ; Han et al., 2021). L’analyse de leur composition isotopique du carbone
permettrait de trancher entre ces hypothéses ou d’évaluer I'importance respective de ces deux
types de contributions (e.g. Mottram et al., 1999 ; Coppley et al., 2003 ; Craig et al., 2007,
2011).



Pour conclure, la céramique TCRO1 pourrait avoir servi a la cuisson de viande (ruminants
et animaux monogastriques) avec, éventuellement, une contribution d’origine végétale riche
en acides gras insaturés peut-étre a 'origine des acides w-(0-alkylphényl)alcanoiques 9a. En
ce qui concerne le mode de cuisson, il s’agirait donc ici d’'une cuisson a forte température de
type friture plutét que qu’'une cuisson a plus basse température de type mijotage. Il est
possible, enfin, que de la graisse animale ait été utilisée non pas en tant qu’aliment, mais lors
de la fabrication de la céramique, comprenant une étape de traitement a chaud de la surface
de la céramique aprés cuisson (Drieu, 2017), ce qui pourrait également rendre compte de la
présence de marqueurs de chauffe intense.

2.1.2. Echantillons TCR02, TCR06 et TCR10

Les distributions des composés obtenus par extraction de la poudre de céramique
TCRO02, TCRO06 et TCR10 avec le mélange MeOH/H>SO4 (2 %) (Figures 2, 3, 4) sont trés
semblables et sont caractérisées par la présence d’acide érucique (acide gras monoinsaturé
en Cy) 13a et d’acides diterpéniques 14a-17a a cdté des composés prédominants que sont
les esters méthyliques d’acides gras dont la distribution s’étend du terme en C14 au terme en
C24 (TCRO2, TCRO06) ou en Cy (TCR10). La prédominance de I'ester méthylique de 'acide
stéarique 8a par rapport a celui de l'acide palmitique 7a ainsi que la contribution limitée
d’esters au-dela de C4s est compatible avec une origine principalement animale pour les
substances grasses dont ces composés sont issus (Evershed et al., 1997 ; Romanus et al.,
2007 ; Han et al., 2021 ; Drieu, 2017). Cette origine ne peut cependant étre précisée plus en
détail en 'absence de données isotopiques du carbone (e.g. Mottram et al., 1999 ; Coppley et
al., 2003 ; Craig et al., 2007, 2011). Cependant, on peut proposer que la contribution animale
aux substances grasses dont sont issus les composés 7a et 8a provienne plutdt d’animaux
monogastriques que de ruminants. En effet, la présence de I'ester méthylique de l'acide
phytanique 10a, qui peut étre interprétée comme la marque de graisses de ruminants (Craig
et al., 2007 ; Lucquin et al., 2016), n’a pas été observée.
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Figure 2 : Chromatogramme en phase gazeuse (GC-MS, El, 70 eV) des lipides
obtenus par extraction de la céramique TCR02 avec MeOH/H.SO4 (2 %). #: esters
méthyliques d’acides gras linéaires ; O: esters méthyliques d’acides gras insaturés ; %: esters
méthyliques d’acides diterpéniques ; ®: esters méthyliques d’acides gras ramifiés. Sl :
standard interne.
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Figure 3 : Chromatogramme en phase gazeuse (GC-MS, El, 70 eV) des lipides
obtenus par extraction de la céramique TCR06 avec MeOH/H.SO4 (2 %). #: esters
méthyliques d’acides gras linéaires ; O: esters méthyliques d’acides gras insaturés ; <: esters
méthyliques d’acides diterpéniques; ®: esters méthyliques d’acides gras ramifiés. Sl :
standard interne.
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Figure 4 : Chromatogramme en phase gazeuse (GC-MS, El, 70 eV) des lipides
obtenus par extraction de la céramique TCR10 avec MeOH/H,SOs (2 %). ®: esters
méthyliques d’acides gras linéaires ; O: esters méthyliques d’acides gras insaturés ; <: esters
méthyliques d’acides diterpéniques. Sl : standard interne.



Par ailleurs, la contribution des acides ramifiés a nombre impair de carbone (C+5 et C17)
que l'on trouve également dans les graisses de ruminants et qui provient de l'activité
microbienne dans le rumen (Evershed, 1993, Dudd et al., 1999 ; Drieu, 2017) reste plutét faible
(TCRO2, Figure 2 ; TCRO06, Figure 3) voire quasi-absente (TCR10, Figure 4). Enfin, ces
acides peuvent également provenir des microorganismes dans les sols (Dudd et al., 1998,
Drieu, 2017) ou les céramiques ont été trouvées.

L’acide érucique 13a qui a été mis en évidence dans ces trois céramiques est un acide
gras abondant dans les huiles provenant de graines de Brassicacées (e.g. Mukherdjee et
Kiwitt, 1984) et a été trouvé en contexte archéologique notamment dans le cas de lampes (e.g.
Colombini et al., 2005a, b ; Mitkidou et al., 2008 ; Romanus et al., 2008). Il ne s’agit sans doute
pas d’'une contribution majeure aux substances grasses imprégnées sur la surface de ces
céramiques car, dans le cas des huiles de Brassicacées, I'acide gras saturé en C+s (7a) devrait,
en effet, étre plus important que I'acide gras saturé en Cis (8a) (e.g. Mukherdjee et Kiwitt,
1984, Sharafi et al., 2015) bien que, comme évoqué plus haut, les proportions entre ces deux
acides gras puissent évoluer en fonction du degré d’altération subi par la matiére organique
(e.g. Evershed et al., 1991). Si les acides en C1s insaturés et I'acide érucique 13a sont parfois
les acides gras prédominants dans les huiles de Brassicacées (e.g. Mukherdjee et Kiwitt, 1984,
Sharafi et al.,, 2015), leur importance limitée ici par rapport aux acides saturés pourrait
également s’expliquer par leur sensibilité aux processus d’altération (oxydation).

Ces trois échantillons sont également caractérisés par la présence de composés de
type acides diterpéniques de la série de I'abiétane (14a-16a) et du pimarane (17a) indiquant
une contribution organique provenant de Pinacées (e.g. Evershed et al., 1985 ; Colombini et
al., 2003, Connan et Nissenbaum, 2003 ; Bailly, 2017 ; Bailly et al, 2016). L’absence de
diterpénes aromatiques comme le réténe 18 et de composés mono- et diaromatiques
apparentés (19, 20, respectivement) indique que la substance issue de Pinacées n’a pas subi
un stress thermique important et pourrait donc correspondre a de la résine plutét qu’a de la
poix, ce dernier étant dugoudron obtenu par chauffage de bois de conifére (e.g. Evershed et
al., 1985 ; Colombini et al., 2003 ; Connan et Nissenbaum, 2003 ; Bailly et al., 2016). Dans le
cas de céramiques, les résines de Pinacées peuvent avoir été utilisées pour étanchéifier la
céramique (Rageot et al., 2016 ; Drieu, 2017), pour aromatiser les aliments ou les substances
préparés ou stockés dans les céramiques ou pour favoriser leur conservation (Garnier et al.,
2003 ; Colombini et al., 2005b ; Mitkidou et al., 2008 ;Drieu, 2017).

2.1.3. Echantillons TCR03 et TCR05

Dans le cas de I'échantillon TCRO03, les rendements d’extraction avec MeOH/H>SO4 (2
%) ont été trés faibles et un composé principal correspondant a une contamination industrielle
a été mis en évidence dans le chromatogramme en phase gazeuse de la fraction extraite de
I’échantillon (non présenté). Les autres produits présents en traces correspondent également
a des contaminations. Dans le cas de I'’échantillon TCRO05, la quantité d’extrait obtenue est
trop faible pour pouvoir étre analysée par GC.



2.1.4. EchantillonsTCR04 et TCR09

Les chromatogrammes en phase gazeuse des extraits obtenus avec MeOH/H,SO;4 (2
%) des échantillons TCR04 et TCRO9 sont présentés sur les Figures 5 et 6. lls montrent la
présence presqu’exclusive des esters méthyliques des acides palmitique 7a et stéarique 8a
avec une prédominance du terme en Cig ainsi qu'une faible contribution d’acides
monoinsaturés en Cis et d’acides gras saturés au-dela de Cy. Ces observations orientent
plutét vers une graisse animale sous-cutanée comme origine principale des résidus
organiques trouvés dans ces céramiques (Evershed et al., 1991 ; Drieu, 2017). On peut noter
également la présence en trace de l'acide phytanique 10a qui a souvent été associé a des
lipides issus d’organismes aquatiques (e.g. Hansel et al., 2004 ; Craig et al., 2007 ; Lucquin et
al.,, 2016). Cependant, comme mentionné plus haut, en I'absence d’autres acides
carboxyliques spécifiques comme les acides w-(0-alkylphenyl)alcanoiques (e.g. 9a), I'acide
phytanique 10a peut s’interpréter comme un marqueur de graisse de ruminants (e.g. Lucquin
et al., 2016). Il en est de méme des acides ramifiés en C1s5 et C47 que I'on trouve également
dans les graisses de ruminants (Dudd et al., 1999 ; Evershed, 1993, Drieu, 2017) mais qui
peuvent également étre issus de l'activité microbienne dans les sols (Dudd et al., 1998, Drieu,
2017). Quant a I'ester méthylique de I'acide déhydroabiétique 14a, il pourrait provenir, comme
cela a été mentionné dans le cas des échantillons TCR02, TCRO06, et TCR10, d'un traitement
d’étanchéification de la surface de la céramique par de la résine de conifére ou d’un ajout
devant favoriser la conservation du contenu de la céramique ou dans un but d’aromatisation
(Drieu, 2017). Cependant, il n’a été trouvé qu’en trace et pourrait également provenir de la
matiére organique du sol environnant (e.g. Trendel et al., 2010).
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Figure 5: Chromatogramme en phase gazeuse (GC-MS, EIl, 70 eV) des lipides
obtenus par extraction de la céramique TCR04 avec MeOH/H.SO4 (2 %). ®: esters
méthyliques d’acides gras linéaires; [O: esters méthyliques d’acides gras insaturés; @:
esters méthyliques d’acides gras ramifiés.
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Figure 6 : Chromatogramme en phase gazeuse (GC-MS, El, 70 eV) des lipides
obtenus par extraction de la céramique TCR9 avec MeOH/H,SO4 (2 %). ®: esters méthyliques
d’acides gras linéaires; O: esters méthyliques d’acides gras insaturés; <*: esters méthyliques
d’acides diterpéniques; ®: esters méthyliques d’acides gras ramifiés. Sl : standard interne.

2.1.5. EchantillonTCRO7

Les composés principaux obtenus par extraction avec MeOH/H>SO, (2 %) sont des
esters méthyliques d’acides gras linéaires dont la distribution s’étend du terme en C14 au terme
en Cao (Figure 7). Les termes largement prédominants sont les esters méthyliques des acides
palmitique 7a et stéarique 8a avec une prédominance importante du palmitate de méthyle 7b
par rapport au stéarate de méthyle 8b, ce qui conduit a envisager une origine végétale pour
ces composés (Dubois et al., 2007 ; Drieu et al., 2017). Cette hypothése est renforcée par la
présence en proportions significatives d’esters d’acides gras insaturés en Cis et C1g(Dubois et
al., 2007 ; Drieu et al., 2007) et de I'ester méthylique de 'acide érucique 13a qui est considéré
comme un marqueur d’huiles de Brassicacées (e.g. Mukherdjee et Kiwitt, 1984, Sharafi et al.,
2015). Un contribution d’origine végétale est, par ailleurs, également signalée par la présence
d’acides gras plus lourds en C24-C3o issus de cires végétales (e.g. Gulz et al., 1994).
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Figure 7 : Chromatogramme en phase gazeuse (GC-MS, EIl, 70 eV) des lipides
obtenus par extraction de la céramique TCR0O7 avec MeOH/H.SOs4 (2 %). ®: esters
méthyliques d’acides gras linéaires; OO0 : esters méthyliques d’acides gras insaturés. Sl :
standard interne.

2.1.6. Echantillon TCR08

L’échantillon TCRO8 présente des similitudes avec I'échantillon TCRO7. En effet, les
composés principaux obtenus par extraction avec MeOH/H.SO.s (2 %) sont des esters
méthyliques d’acides gras linéaires dont la distribution, un peu moins étendue que dans le cas
de I'échantillon TRCO7, va du terme en C14 au terme en Cz¢ (Figure 8). Une contribution d’huile
d’origine végétale peut donc également étre proposée dans ce cas et repose, en particulier,
sur: (1) la prédominance importante du palmitate de méthyle 7b par rapport au stéarate de
méthyle 8b (Dubois et al., 2007 ; Drieu et al., 2017), (2) la présence en proportions
significatives d’esters d’acides insaturés en Cis et C4s (Dubois et al., 2007 ; Drieu et al., 2007)
et de I'ester méthylique de I'acide érucique (13b), un marqueur d’huiles de Brassicacées (e.g.
Mukherdjee et Kiwitt, 1984, Sharafi et al., 2015), (3) la présence d’acides gras plus lourds en
C22-C2s qui pourraient étre issus de cires végétales (e.g. Gllz et al., 1994).

Cependant, l'extrait de [I'échantilon TCRO8 contient également de nombreux esters
méthyliques d’acides gras d’origine microbienne. Il s’agit par exemple d’esters de I'acide 10-
méthylstéarique 21a (acide tuberculostéarique), d’acides gras monocycliques en C49 portant
un cyclopropane 22a et 23a (acide dehydrosterculique et acide lactobacillique,
respectivement) et des acides gras ramifiés en Cis et C47. On peut trouver les acides gras
ramifiés en Cis et Cqi7 dans la graisse ou le lait de ruminants ou ils sont issus de
microorganismes se développant dans le rumen de ces animaux (Evershed, 1993 ; Dudd et
al., 1999 ; Vlaeminck et al., 2006. Drieu, 2017), mais ils peuvent également provenir de
microorganismes actifs dans les sols et sédiments (e.g. Boon et al., 1977 ; Dudd et al., 1998).
De méme, les acides cyclopropaniques 22a et 23a ont été détectés dans des produits laitiers
(Cagliani et al., 2014). lls sont alors issus de I'ensilage utilisé pour nourrir les bovidés. |l s’agit



en effet de lipides de bactéries impliquées dans la fermentation (e.g. bactéries lactiques ;
Montanari et al., 2010; Cagliani et al., 2014) qui peuvent également jouer un rble dans la
préparation d’aliments fermentés. Enfin, I'acide tuberculostéarique 21a est caractéristique des
actinomycétes qui sont des bactéries que l'on trouve essentiellement dans les sols
(Macnaughton et O’'Donnell, 1994).

La présence de ces marqueurs bactériens pourrait signifier que la céramique a contenu un
aliment ou une substance vraisemblablement d’origine végétale qui a fermenté de maniere
intentionnelle ou, plus simplement, qui a été corrompue par des microorganismes. On ne peut
cependant pas exclure que cette empreinte moléculaire ait été héritée du sol environnant.

7b gb
TCRO8 C‘16 o
100
1007 8b
(0]
90 C‘18 21b ’HV:\QJ\
C OCH
80! c C?]B* 29 6 13b 1 3
) 17— | 0
S 704 L]
o . 22b L OMe
2 o0 J of | [\ 23 ° 7
= AU == 21b
O 50 14 16 18 o)
‘O
-‘é 40; Sl /HG\/A\@;lLOCH3
2 30 e 22b
= 0
204 AApL
L] Cos 4 5 OR
10; . L 23b
0 = . — .
10 30 35 40

Temps de rétention (min)

Figure 8 : Chromatogramme en phase gazeuse (GC-MS, El, 70 eV) des lipides
obtenus par extraction de la céramique TCR08 avec MeOH/H,SOs (2 %). ®: esters
méthyliques d’acides gras linéaires ; [0 : esters méthyliques d’acides gras insaturés ; ®
esters méthyliques d’acides gras ramifiés. Sl : standard interne.

2.2. Analyses des extraits obtenus avec BUOH/HCI

L’'analyse des extraits obtenus avec BUOH/HCI a généralement conduit a des
distributions d’acides gras similaires a celles obtenues par extraction avec MeOH/H»SO4 (2
%), les acides étant cette fois analysés sous forme d’esters butyliques. Tout au plus peut-on
noter la présence de dérivés d’acides gras a chaines plus courtes (jusqu’en Cg) ainsi que de
diacides vraisemblablement issus de la dégradation d’acides gras insaturés, la présence de la
chaine butyle rendant ces composés moins volatils que leurs analogues méthylés. Ce
protocole n’a donc pas permis de mettre en évidence de marqueurs de boissons fermentées
comme l'acide oxalique 1a (biere) ou I'acide tartrique 2a (vin), comme cela avait été
initialement envisagé.



3. Conclusion

L’analyse d’échantillons provenant de dix céramiques trouvées a Berstett a permis de
mettre en évidence principalement des contributions de substances grasses d’origine animale,
végétale ou microbienne en proportions variables selon les échantillons sauf dans les
échantillons TCR03 et TCRO5 ou les quantités d’extraits obtenues étaient trop faibles pour
permettre leur analyse. La présence de marqueurs de résine de Pinacées a également pu étre
mise en évidence dans quatre céramiques. Cing typologies moléculaires différentes ont ainsi
pu étre dégagées.

1. TCRO1

La distribution des acides gras linéaires conduit a proposer une origine animale
partielle, voire principale, pour les substances grasses résiduelles. Sila présence d’acide
phytanique indique clairement une petite contribution provenant de graisse de ruminants, les
faibles proportions de cet acide ainsi que des acides ramifiés en C45 et C47 conduisent a
proposer que la contribution provenant d’animaux monogastriques est prédominante.
Compte tenu de la présence de marqueurs caractéristiques de substances grasses ayant subi
un stress thermique (acides gras portant un cycle aromatique ou en cyclopentane), la
céramique TCRO1 pourrait donc avoir servi pour la cuisson de viande (ruminants et animaux
monogastriques) avec, éventuellement, une contribution d’aliments d’origine végétale
riches en acides gras insaturés selon un mode de cuisson a haute température, de type
friture. Il est possible enfin que de la graisse animale ait été utilisée pour le traitement a
chaud de la surface de la céramique aprés cuisson lors de sa préparation, ce qui pourrait
également rendre compte de la présence de marqueurs de chauffe intense.

2. TCR02, TCRO6, TCR10

Les distributions des acides gras semblent indiquer une origine principalement
animale (animaux monogastriques) pour les résidus organiques dans ces trois céramiques.
Une contribution d’origine végétale est également envisagée en raison de la détection
d’acide érucique, un marqueur d’huile de Brassicacées, et d’acides gras au-dela de Cy en
faibles quantités. Ces trois céramiques sont également caractérisées par la présence de
composés diterpéniques issus de résines de Pinacées qui peuvent avoir été utilisées pour
étanchéifier les céramiques, pour aromatiser les aliments ou les substances préparés ou
stockés dans les céramiques ou pour favoriser leur conservation

3. TCRO4, TCRO09

La prédominance de l'acide stéarique, la présence d’acide phytanique ainsi qu’une
faible contribution d’acides gras insaturés en Cig et d’acides gras au-dela de Cy oriente vers
une graisse sous-cutanée de ruminants comme origine principale des résidus organiques
trouvés dans ces deux céramiques.

4. TCRO7

L’extrait obtenu a partir de cet échantillon présente une distribution d’acides gras
caractérisée par la présence en proportions significatives d’acides insaturés en Cis et Cys,
d’acide érucique (un marqueur de Brassicacées), ainsi que d’acides gras plus lourds (e.g. Cas-



Cs0). C’est pourquoi, une origine végétale a été attribuée aux substances grasses détectée
dans la céramique.

5. TCRO8

La distribution des acides gras linéaires présents dans cet échantillon présente des
similitudes avec celle mis en évidence dans le cas de I'échantillon TCRO7. Les résidus
organiques dans cette céramique comprennent donc vraisemblablement une composante
végeétale. L'abondance et la variété des acides gras microbiens détectés par ailleurs permet
de proposer que la céramique a contenu un aliment ou une substance d’origine végétale
qui a fermenté de maniére intentionnelle ou qui a été corrompu par des
microorganismes. On ne peut pas exclure que cette empreinte moléculaire ait été héritée du
sol environnant.

Enfin, 'analyse des extraits obtenus avec BUOH/HCI n’a pas permis de mettre en
évidence des marqueurs de boissons fermentées comme I'acide oxalique (biere) ou I'acide
tartrique (vin).
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