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Au début de ce projet de thèse, la question de la biodégradabilité du 2-EHN était en suspens car 

aucune étude n’avait été menée pour déterminer quels pouvaient être les critères importants 

présidant à biodégradation de ce composé. Nous étions en lieu de craindre que la biodégradabilité 

du 2-EHN serait difficile pour les raisons suivantes :  

• la rareté dans l'environnement des microorganismes dotés de l'équipement 

enzymatique pour dégrader les composés branchés; 

• la difficulté d’accession des microorganismes à un substrat quelque peu volatil 

(tension de vapeur de 27 Pa à 20°C), 

• et la toxicité d'un substrat, légèrement soluble dans les milieux de culture mais 

cependant largement hydrophobe (log  kO/W = 5,24). 

L'ensemble de ces éléments devait être pris en compte pour définir les conditions de sélection de 

micro-organismes appropriés.  

Pour sélectionner des souches capables de dégrader du 2-EHN, il convenait de disposer 

d'un test de dégradation adapté aux particularités du substrat. Le test de Sturm a été considéré à 

l'origine car il est utilisé couramment pour mesurer la biodégradabilité des produits commerciaux 

(OCDE). Il s'agit d'un test où le composé à tester est soumis à une biomasse cellulaire constituée 

par une boue de station d'épuration (STEP) d'eaux urbaines. La dégradation est alors mesurée par 

la production totale de CO2 piégé en milieu alcalin. Comme l'a noté justement Battersby et al. 

(1999), le test de Sturm n'est applicable qu'aux produits organiques solubles dans l'eau et ayant 

une faible volatilité. Ce test ne convenait donc pas pour le 2-EHN qui est doté d’une solubilité 

restreinte (12, 6 mg.L-1) et d'une tension de vapeur appréciable (27 Pa à 20°C).  

Un autre test, celui défini par la norme NF ISO 14593 d’octobre 2005 sur "l'évaluation en 

milieu aqueux de la biodégradabilité aérobie ultime des composés organiques par analyse du 

carbone inorganique dans des récipients hermétiquement clos"  pouvait être également envisagé, 

puisque le 2-EHN est un composé volatil. Ce test dit "du CO2 dans l'espace de tête" se déroule 

dans une fiole fermée, avec un faible volume de liquide, contenant des microflores de boues de 

station d’épuration urbaine (STEP), et un espace de tête suffisamment grand pour contenir 

Sélection de souches dégradant le 2-EHN 
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l’oxygène nécessaire à la dégradation du substrat. Le temps du test de dégradation est de 28 jours 

et la dégradation du substrat résiduel est évaluée par la mesure du CO2 produit dans l'espace de 

têtede la fiole et du COT (carbone organique total) résiduel dans le milieu. La quantité de substrat 

est de 2 à 40 mg.L-1. Pour appliquer le test du "CO2 dans l'espace de tête" au cas du 2-EHN, il eût 

fallu que le 2-EHN soit d'avantage soluble. Compte tenu de la pression de vapeur saturante et 

d’après la loi des gaz parfaits, 2 mg.L-1 de 2-EHN environ sont contenus à saturation dans la 

phase vapeur à 20°C et de l'ordre de 3 mg.L-1 à 30°C, température à laquelle s'effectuent les tests. 

A saturation, peu de 2-EHN est donc solubilisé et accessible au micro-organisme dans la phase 

aqueuse (12,6 mg.L-1 à 20°C). Dans les conditions du test "CO2 dans l'espace de tête",  les 

quantités de substrat était alors trop faibles pour conduire à des mesures précises du substrat. 

Nous avons donc préféré nous inspirer du test mis au point pour la biodégradabilité des 

gazoles (Penet et al. 2004), celui-ci autorisant de surcroît l'examen des cas où la biodégradation 

du substrat est incomplète et pour lesquels s'accumulent certains métabolites. Afin de prendre en 

compte le caractère inhibiteur probable du substrat, le 2-EHN a été introduit dans le réacteur 

après dissolution dans une phase solvant inerte non métabolisable (non aqueous phase liquid ou 

NAPL, dans la terminologie anglo-saxonne) telle que 2,2,4,4,6,8,8-heptamethylnonane (HMN). 

La phase NAPL sert alors de réservoir pour le substrat hydrophobe et atténue la concentration 

solubilisée dans le milieu. Au fur et à mesure de sa consommation, le substrat est transféré de la 

phase solvant vers le milieu de culture. De la sorte, l'inhibition par excès de concentration de 

substrat a toutes chances d'être levée. 

A l'aide du test défini pour le 2-EHN, les premiers essais de biodégradation ont été effectués en 

utilisant des microflores de STEP urbaines, puis en utilisant des microflores de raffineries. Les 

tests ont été étendus à des souches pures de collection qui étaient connues pour leur capacité de 

dégradation des hydrocarbures. Comme nous le verrons, certains micro-organismes présentent 

une capacité de dégradation intéressante.  
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2 Dégradation du 2-EHN par M. austroafricanum  IFP 2173 
 

Comme le montrent les précédents résultats, il est difficile d’isoler des souches capables 

de dégrader le 2-EHN. Parmi les 18 souches pures hydrocarbonoclastes seules certaines 

souches de M. austroafricanum testées sont capables de dégrader le 2-EHN sans toutefois le 

minéraliser totalement. M. austroafricanum IFP 2173 a pour particularité de dégrader le 2-

EHN sans phase solvant (HMN). C'est la raison pour laquelle nous avons entrepris l'étude 

cinétique de la dégradation du 2-EHN avec cette souche.  

2.1 Cinétique de la dégradation du 2-EHN par M. aus troafricanum 
IFP 2173 
Afin de caractériser la dégradation du 2-EHN par M. austroafricanum IFP 2173, 

diverses études cinétiques de dégradation ont été mises en œuvre. Pour ce faire, des mesures 

de la dégradation, rapides globales et indirectes, ont été effectuées. Elles concernent la 

production de CO2 ou de la consommation de dioxygène. 

2.1.1 Influence du substrat de préculture 
Avant chaque test de biodégradation, chaque souche est cultivée sur MMSYE avec 2.5 g.L-1 

de Tween 80 (Polysorbate 80 CAS: 9005-65-6). Cette source de carbone amphiphile évite la 

formation de flocks au cours de la préculture. A titre de comparaison, d'autres sources de 

carbone ont été testées comme substrat de préculture. Il s'agit du succinate de disodium (4 

g.L-1) choisi car il est directement dégradé en l'absence de voie anaplérotique et ne nécessite 

théoriquement pas d'induction enzymatique particulière pour son utilisation en tant que source 

de carbone. L'acétate de sodium (4 g.L-1) est aussi une source de carbone facilement 

métabolisable pour les bactéries du groupe CMN. L'iso-octane ou 2,2,4-triméthylpentane (500 

mg.L-1) est un substrat particulier que la souche M. austroafricanum IFP 2173 est capable de 

dégrader en induisant à cette occasion un cytochrome P450. Le glycérol (500mg.L-1) est aussi 

une source de carbone simple mais nécessitant la présence de certaines enzymes 

(déshydrogénases). A l'issue de ces précultures contenant différentes sources de carbone, des 

tests de biodégradation du 2-EHN ont été mis en place et la cinétique de production de CO2 a 

été mesurée (Figure 4.1). 
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Figure 4.1: Cinétique dégradation du 2-EHN par M. austroafricanum IFP 2173 en présence 
de HMN : Influence du substrat de préculture 
 

Le succinate, l'acétate et le Tween80 sont des sources de carbone adéquates pour les 

précultures de M. austroafricanum IFP 2173 et assurent une dégradation convenable du 2-

EHN. Le tableau 4.1 rassemble les performances finales des tests de biodégradation effectués 

avec ces précultures. 

 

Tableau 4.1: Influence du substrat de préculture sur les performances finales de 
biodégradation du 2-EHN par M. austroafricanum IFP 2173  

Substrat 
de 

préculture 

Vitesse maximale 
de dégradation 

(µmole CO2/jour) 

Taux de 
recouvrement 
abiotique (%) 

Taux de 
dégradation 

(%) 

Rendement de 
minéralisation 

(%) 

Tween 80 8.9 72 
99 

(+/- 1) 
31 

(+/- 7) 
Acétate de 

sodium 
10.1 71 

94 
(+/- 4) 

37 
(+/- 6) 

Succinate de 
di-sodium 

8.6 71 
93 

(+/- 2) 
37 

(+/- 16) 

Glycérol 12.4 70 
92 

(+/- 2) 
50 

(+/- 1) 

Iso-octane 12.2 70 
97 

(+/- 3) 
51 

(+/- 3) 

 
Les taux de dégradation avoisinent les 100% après 28 jours avec les précultures sur iso-octane 

et Tween 80. Avec préculture sur glycérol, la croissance est plus lente. Le taux de 

minéralisation du 2-EHN est de 50% pour les précultures sur glycérol et isooctane. Il est 
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d'environ 35% sur Tween80, acétate et succinate. Lorsque M. austroafricanum IFP 2173 est 

précultivée sur iso-octane, l'induction du cytochrome P450 ou du système Alk (Solano-Serena 

et al. 2004)  pourrait être à l'origine de l'amélioration d'activité qui est constatée pour la 

dégradation du 2-EHN.  

2.1.2 Influence du mode d'apport du 2-EHN 
L'influence du mode d'apport du substrat a été testée par respirométrie. Dans les essais 

standards, le milieu de culture contient 0,05% (v/v) de 2-EHN, additionné de 5% de HMN 

(v/v). Une autre phase réservoir inerte a été testée, il s'agit de l'huile de silicone (47V20, 

Prolabo). Par ailleurs, la souche M. austroafricanum IFP 2173 est capable de croissance en 

l'absence de HMN. Nous avons suivi la dégradation du 2-EHN à 30°C par mesure de l'O2 

consommé en présence de 5% d'HMN, en présence de 5% d'huile de silicone et sans phase 

solvant (Figure 4.2). 

La dégradation du 2-EHN est légèrement améliorée par le remplacement du HMN par l'huile 

de silicone. La consommation finale d'O2 est légèrement augmentée. Cependant, la vitesse 

maximale de biodégradation n'est pas modifiée. L'huile de silicone semble assurer une 

meilleure disponibilité du substrat pour le micro-organisme. 

En l'absence de phase solvant, la croissance de M. austroafricanum IFP 2173 est possible à 

30°C. La croissance est cependant plus lente (µ = 0,3 jour-1) et la quantité finale d'O2 

consommé est aussi moins importante.  

 
Figure 4.2: Influence de la nature de la phase solvant sur la dégradation du 2-EHN par M. 
austroafricanum IFP 2173. 
 



RESULTATS  – 2. DEGRADATION DU 2-EHN PAR M. AUSTROAFRICANUM IFP 2173 

 - 96 - 

2.1.3 Influence de la température 
La cinétique de consommation d'O2 par M. austroafricanum IFP 2173 a été testée à 20°C et à 

30°C en présence de HMN, en conditions standard (Figure 4.3). 

 
Figure 4.3: Cinétiques de consommation d'O2 par M. austroafricanum IFP 2173 : Influence 
de la température 
 
La consommation d'O2 à 30°C est plus rapide qu'à 20°C. En revanche, la quantité finale d'O2 

consommée est plus forte à 20°C qu'à 30°C. A 30°C, la tension de vapeur du 2-EHN est plus 

élevée (27 Pa à 20°C contre 42 Pa environ à 30°C). Pour une température plus forte, il y a 

plus de 2-EHN dans la phase vapeur, qui n'est pas immédiatement disponible pour le 

microorganisme. 

Le Tableau 4.2 représente  les paramètres de croissance calculés pour les différents systèmes. 

Tableau 4.2 : Variations des conditions de culture sur 2-EHN de M. austroafricanum IFP 
2173 

Systèmes testés 
Vitesse max de 

consommation d'O2 
(mmole/jour) 

Consommation 
d'O2 maximale 
expérimentale 

(mmoles) 

Quantité de 2-
EHN résiduel 

(mg.L-1) 

avec HMN à 20°C 3.1 3.5 1 
avec huile de silicone à 20°C 3.5 3 0 

sans solvant à 20°C NC* NC* 270‡ 
avec HMN à 30°C 5.3 4.5 0 

avec huile de silicone à 30°C 5.8 5 0 
sans solvant à 30°C 0,3 2.6 0* 

* NC: absence de croissance  
‡ : L'extraction du 2-EHN est partielle en l'absence de HMN. 

Quelle que soit la température du test, les cinétiques de consommation d'O2 sont légèrement 

plus rapides en présence d'huile de silicone qu'en présence de HMN. Quel que soit le solvant 

utilisé la consommation d'O2 est plus rapide à 30°C qu'à 20°C. Alors que la croissance est 

possible à 30°C en l'absence de solvant, elle ne l'est plus à 20°C.  
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Ces résultats soulignent le fait que le 2-EHN est biodégradable dans des conditions 

particulières de température et de mode d'apport du substrat. 

2.2 Étude préliminaire de la voie de dégradation 

2.2.1 Étude du système d'attaque du substrat  
Afin de caractériser l'étape initiale de dégradation du 2-EHN, nous avons examiné 

l'action des inhibiteurs des mono-oxygénases. Les tests de dégradation du 2-EHN ont été 

réalisés en présence de pentyne ou d'azoles (Tableau 4.3). 

Tableau 4.3: Action des inhibiteurs de mono-oxygénases sur la dégradation du 2-EHN 

Inhibiteur 
Consommation du 

substrata (%) 
Croissanceb  

(DO600) 
 Rendement de 

minéralisation (%) 
Présence 

d'intermédiaire c 

Pentyne 0 0 - - 
Clotrimazole 94 0,45 94 ++ 
Methimazole 93 0,36 93 ++ 
Metronidazole 85 0,40 85 ++ 

Econazole 94 0,10 94 ++ 
Miconazole 80 0,14 79 ++ 

Ketoconazole 73 0,20 73 ++ 
a : par rapport au témoin abiotique 
b: en tenant compte de l'absorption du témoin endogène. 
c: abscence (-) ou présence (+) de la 4-éthyl dihydrofuran-2(3H)-one. 

La pentyne est un alcyne en C5. C'est un substrat suicide des mono-oxygénases. Le 2-EHN 

n'est pas dégradé lorsque de la pentyne est introduite dans le milieu (400 mg.L-1). L'inhibition 

de la dégradation du 2-EHN par la pentyne montre donc l'intervention d'une mono-oxygénase, 

vraisemblablement au niveau de l'attaque initiale du substrat. 

Les azoles sont des inhibiteurs possibles des cytochromes P450. Leur utilisation à raison de 

10 mg.L-1 n'empêche pas la dégradation du 2-EHN par M. austroafricanum IFP 2173. La 

dégradation du 2-EHN pourrait donc impliquer une mono-oxygénase de type non hémique. 

Les fortes valeurs de rendement de minéralisation s’expliquent par le fait que la souche IFP 

2173 a utilisé le DMSO, qui a servi à diluer les azoles, comme source de carbone. 

2.2.2 Utilisation du 2-EHN comme source d'azote 
Un milieu MMSYE sans azote ni ammoniaque a été testé afin de savoir si le 2-EHN pouvait 

servir de source d'azote pour M. austroafricanum IFP 2173 (Tableau 4.4). 

Tableau 4.4: Utilisation du 2-EHN comme source d'azote 

Conditions de culture Taux de 
dégradation (%) 

Rendement de 
minéralisation (%) 

Recouvrement 
abiotique (%) 

avec HMN, avec NH4
+  99 (+/-1) 20 (+/-4) 72 

avec NH4
+ 99 (+/-1) 20 (+/-6) ND* 

avec HMN sans NH4
+ 98 (+/-1) 21 (+/-6) 80 

sans HMN, sans NH4
+ 98 (+/-1) 13 (+/-1) ND* 

ND* : Le calcul du taux de recouvrement abiotique en l'absence de HMN n'est pas possible en raison de la 
forte tension de vapeur du 2-EHN. 
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Même en l'absence de NH4
+, le 2-EHN est dégradé totalement dans conditions testées. Ainsi, 

le groupement nitrate du 2-EHN semble pouvoir servir de source d'azote pour le micro-

organisme.  

2.2.3 Dégradation du 2-éthylhexanol et de l'acide 2 -éthylhexanoïque 
Afin de comprendre si la dégradation du 2-EHNest susceptible de passer par le 2-éthylhexanol 

puis à l'acide 2-éthylhexanoïque, la dégradation de ces deux intermédiaires potentiels a été 

testée (Tableau 4.5). 

 

Tableau4.5: Dégradation du 2-éthylhexanol et de l'acide 2 éthylhexanoïque par M. 
austroafricanum IFP 2173 

Substrat 
Taux de 

dégradation (%)* 
Rendement de 

minéralisation (%)* 

2-éthylhexanol 100 (+/-0) 10,6 (+/-11) 

acide 2-éthylhexanoïque 40 (+/-0) 23 (+/- 20) 

2-EHN 99 (+/- 1) 31 (+/- 7) 

* : Les essais ont été réalisés en triplicates pendant 28 jours. 

Le 2-éthylhexanol est complètement dégradé alors que l'acide 2-éthylhexanoïque ne l'est 

qu'incomplètement. Pour le 2-éthylhexanol, le rendement de minéralisation est de 10,6 % 

seulement, ce qui signifie que des métabolites se sont probablement accumulés. Si l'on 

examine le chromatogramme final de dégradation du 2-éthylhexanol, on repère un 

intermédiaire de dégradation (dénommé provisoirement "intermédiaire X") ainsi que l'acide 2-

éthylhexanoïque (Figure 4.4 B). En tant que substrat, l'acide 2-éthylhexanoïque est dégradé à 

40% et minéralisé à 23%, ce qui laisse supposer que ce dernier est dégradé plus 

extensivement mais très lentement. La figure 4.4 A met en évidence que l'intermédiaire X ne 

s'accumule pas. Signalons que dans la littérature, l'acide 2-éthylhexanoïque est parfois 

considéré comme toxique pour les micro-organismes (Nalli et al., 2002).  
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Figures 4.4: Chromatogrammes obtenus après la dégradation par M. austroafricanum IFP 
2173 de: A: L'acide 2-éthylhexanoïque, B: Le 2-éthylhexanol 
Les pics non identifiés sont la cis- et trans-décaline utilisée comme standard interns pour le 
dosage du 2-EHN résiduel. 
D'après ces résultats, la dégradation du 2-EHN est susceptible passer par le 2-éthylhexanol. 

On assiste à l'accumulation de l'intermédiaire X, mais pas à celle de celle de l'acide 2-

éthylhexanoïque. 

2.2.4 Essais de dérivatisation de l'intermédiaire a ccumulé 
Afin de déterminer sa structure, l'intermédiaire X a été estérifié puis silylé. L'estérification 

permet de savoir s'il y a un acide carboxylique dans la molécule inconnue. Un groupement 

méthyle se fixe sur le groupement R–COOH libre pour former un groupement R-COO-CH3 

qui se traduit par un déplacement de pic en CPG.. Ensuite, on effectue une silylation qui 

permet de fixer un groupement Si-(CH3)3 sur les groupements R-OH formant ainsi un 

groupement R-O-Si-(CH3)3. Ces transformations chimiques ont été effectuées sur le milieu de 

culture où le 2-EHN a été dégradé, c'est-à-dire soit sur le milieu lyophilisé soit sur 

l'intermédiaire extrait par un solvant. Les conditions d'analyse testées et leurs résultats 

figurent dans le Tableau 4.6. 
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L'intermédiaire X n'a pas pu être dérivé dans ces conditions. Les méthodes d'estérification et 

de silylation ont été validées avec des produits standards (alcools et acides carboxyliques). 

Aucune dérivation n'a été réussie sur l'intermédiaire X 

 

Tableau 4.6: Essais de synthèses de dérivés  sur l'intermédiaire de dégaradtion. 
Traitement de l'intermédiaire Estérification* Silyl ation* Résultats 

Filtré puis lyophilisé - Selon Matériel et Méthodes Pas de dérivé 
Filtré puis lyophilisé En milieu acide Selon Matériel et Méthodes Pas de dérivé 

Saponifié puis Lyophilisé En milieu acide Selon Matériel et Méthodes Pas de dérivé 
MTBE évaporé sous N2 En milieu acide - Pas de dérivé 

MTBE En milieu acide Selon Matériel et Méthodes Pas de dérivé 
Cyclohexane En milieu alcalin - Pas de dérivé 
Cyclohexane  - Selon Matériel et Méthodes Pas de dérivé 
Cyclohexane  Par du diazométhane - Pas de dérivé 

*Le protocole expérimental est détaillé dans la partie matériel et méthodes. 

 

L'ensemble de ces résultats font partie des essais préliminaires qui ont pour objectif de 

comprendre la voie de dégradation du 2-EHN par M. austroafricanum IFP 2173. Ils ne sont 

pas présentés dans l’article n°2 "Catabolism of 2-ethyhexyl nitrate by M. austroafricanum IFP 

2173", même si certaines observations y sont citées.  

L'article présente certains aspects cinétiques de la voie de dégradation du 2-EHN ainsi que 

l’identification de l'intermédiaire X (qui n’aurait pu aboutir sans le travail d’analyse de Lucien 

Kerhoas et la synthèse de la molécule par Martine Lettere à l’INRA de Versailles).  
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2.3 Voie catabolique du 2-EHN 
 
ARTICLE 2  ACCEPTE DANS APPLIED ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, LE 12 

AOUT 2008. 
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Elodie Nicolau1, Lucien Kerhoas2, Martine Lettere2, Yves Jouanneau3, Rémy Marchal1 
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Grenoble, France. 
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