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Introduction générale 
 
Les infections bactériennes sont très courantes. Elles peuvent être bénignes comme les 

angines bactérienne (infection de la gorge) ou bien très graves comme les septicémies (infection 
du sang). Pour traiter l’infection bactérienne, il faut utiliser des ant ibiotiques efficaces contre la 
bactérie contaminante. Les infections bactériennes composent la majorité des infections acquises 
à l’hôpital (les infections nosocomiales). Les infections nosocomiales sont un véritable problème 

de santé public car elles touchent des patients déjà malades donc plus faibles. En 2012, plus d’1 

patient sur 20 était touché par une maladie nosocomiale en France [1].  
Actuellement, lors de suspicions d’infections, le traitement est souvent prescrit en con-

sidérant seulement le tableau clinique et non les résultats microbiologiques. En effet, l'identifica-
tion des agents pathogènes présents dans un prélèvement prend de 24 à 72h. Or le traitement doit 
être commencé le plus rapidement possible (particulièrement pour les infections très critiques 
comme celles du sang). Un premier traitement est alors prescrit d’après le tableau clinique. Il 

pourra être ensuite modifié selon les résultats microbiologiques. Pour s’assurer de l’efficacité de 

ce premier traitement, les médecins utilisent souvent une combinaison d’antibiotiques à large 

spectre. Cette façon de procéder permet d’augmenter les chances d’utiliser un antibiotique effi-

cace contre la bactérie présente, et donc les chances de guérison du patient mais elle participe 
grandement à l’augmentation de l’antibiorésistance des bactéries.  

Depuis plusieurs années, différents organismes de suivi de l’utilisation des antibiotiques 

réalisent des guides pour aider le personnel médical à prendre de bonnes décisions et réduire la 
fréquence et le nombre des antibiotiques utilisés. Toutefois, cette réduction reste faible et les 
effets sur l’antibiorésistance sont limités [2]. Pour pouvoir combattre l’antibiorésistance plus ef-

ficacement, les spécialistes de la question considèrent qu’il faudrait avoir accès à des tests d’iden-

tification bactérienne beaucoup plus rapides [3] pour permettre au médecin de réaliser sa pres-
cription en connaissant le microorganisme et/ou ses susceptibilités.  

Certains tests plus rapides et plus précis que les tests d’identification traditionnels sont 

déjà sur le marché, mais leur utilisation est limitée aux laboratoires hospitaliers de pointe à cause 
de leur coût et/ou de la nécessité de personnels hautement qualifiés. Pour apporter des méthodes  
ne présentant pas ces désavantages, de nombreuses pistes sont explorées par la recherche. Cette 
thèse s’intéresse à une voie nouvelle très peu développée jusqu’à présent  : l’identification de 

bactéries par l’analyse électrochimique de leur surnageant de culture. L’électrochimie est un bon 

candidat pour la mise au point de tests rapides. En effet, elle permet des analyses in situ, faciles, 
« label-free » et peu chères dans la plupart des liquides. Son utilisation pour l’identification bac-

térienne est toutefois très récente et peu de travaux ont été effectués sur le sujet. Cette voie d’iden-

tification est envisagée depuis la découverte de molécules donnant de forts signaux redox dans le 
surnageant de bactéries du genre Pseudomonas. 

Cette thèse s’intéresse à l’analyse de surnageants de la bactérie opportuniste Pseudomo-

nas aeruginosa. Cette bactérie était la 4e cause de maladies nosocomiales en Europe en 2011/2012 
[4]. Elle peut infecter tous types d’organes et de tissus (voies respiratoires, sang, tissus car-
diaques, épidermes lésés, voies urinaires, conduits auditifs, tube digestif…). Elle est particuliè-

rement redoutable chez les patients atteints de mucoviscidose. En effet, elle infecte les poumons 
de 70% des patients âgés de plus de 18 ans [5] et est un facteur important de mortalité et de 
morbidité. Après une phase d’infection aigüe, la bactérie s’établi sous forme de biofilms et une 

infection chronique particulièrement difficile à traiter s’installe. Pour limiter et retarder la phase 
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d’infection chronique, il convient d’effectuer un suivi précis et régulier du patient. Ce suivi est 

difficile à effectuer avec les méthodes actuelles. En effet, des lavements de poumons et des ana-
lyses longues sont nécessaires. Certaines équipes s’intéressant à la  détection électrochimique de 
P. aeruginosa espèrent mettre en place des dispositifs pouvant suivre l’activité bactérienne dans 

l’air expiré ou dans les crachats de patients, et ainsi simplifier le suivi.  
Dans ce contexte, deux objectifs principaux ont été définis pour la thèse. Le premier est 

tout d’abord d’évaluer l’intérêt de l’analyse électrochimique de surnageant de milieu de culture 

bactérien dans le but d’identification de la bactérie P. aeruginosa. Le second objectif concerne la 
méthode d’analyse de surnageant et plus particulièrement le matériau et la structure de l’électrode 

de travail utilisée. 
Le Chapitre 1 dresse un état de l’art des méthodes d’identification bactérienne actuelle-

ment sur le marché ou en cours de développement dans les laboratoires de recherche. Puis, il 
présente la stratégie choisie pour l’identification ainsi que la bactérie d’étude de la thèse, P. aeru-

ginosa.  
Le Chapitre 2 aborde la question de l’intérêt de l’analyse de surnageant de culture de P. 

aeruginosa. Les résultats de la caractérisation électrochimique de 4 molécules présentes dans le 
surnageant et pouvant servir de biomarqueurs de la présence de la bactérie seront présentés. Puis, 
l’analyse de surnageants de plusieurs souches cliniques de P. aeruginosa a été effectuée.  

Le Chapitre 3 débute la partie consacrée à l’amélioration de la détection des métabolites 

en travaillant sur le matériau d’électrode. Une électrode réalisée à partir du polymère conducteur 

poly(3,4-éthylènedioxythiophène):poly(styrène sulfonate) (PEDOT:PSS) est caractérisée compa-
rativement à une électrode plus classique de carbone vitreux.  

Le Chapitre 4 s’intéresse à un nouveau moyen d’amplification du signal en réalisant une 

électrode structurée en 3 dimensions à base de PEDOT:PSS. L’idée est d’augmenter le signal à la 
fois en augmentant la surface développée de l’électrode mais aussi en permettant la colonisation 

de l’électrode par des bactéries et en confinant ainsi les molécules produites. Cette électrode est 

fabriquée grâce au procédé biocompatible de lyophilisation. Ce Chapitre décrit toutes les étapes 
et optimisations mises en place pour obtenir une électrode 3D possédant de bonnes propriétés 
pour notre application.  

Le Chapitre 5 s’intéresse à la préparation de l’électrode pour son utilisation en tant que 
matrice pour la croissance des bactéries ainsi qu’aux premières analyses in situ.  
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1.1. Identification de bactéries en microbiologie clinique 

L’identification de bactéries est un enjeu de santé majeur dans de nombreux domaines 

et plus spécialement en microbiologie clinique et dans l’industrie (notamment agro -alimentaire). 
En microbiologie clinique, seules les bactéries pathogènes (c’est-à-dire celles capables 

d’attaquer l’organisme) sont ciblées. Parmi elles, on distingue les bactéries pathogènes spéci-

fiques qui peuvent infecter les sujets sains, des bactéries pathogènes opportunistes qui  se déve-
loppent seulement chez les patients ayant un mécanisme de défense altéré (lésions de la barrière 
cutanée, immunodéficience…). En 2005, il y avait 538 espèces de pathogènes humains bactériens 

répertoriés [6]. 

 

1.1.1. Avant-propos 

1.1.1.1. Détection versus identification 

En microbiologie clinique, deux approches sont possibles : détection et identification. 
La détection de bactéries doit répondre à la question de la présence ou non de bactéries dans un 
échantillon alors que l’identification doit permettre de nommer les espèces présentes dans 

l’échantillon. Les 2 approches n’ont pas la même utilité.  
La détection est utilisée pour la recherche de pathogènes dans un fluide corporel stérile 

(comme le sang ou le liquide céphalo-rachidien). Il y a sur le marché de nombreux automates 
d’hémoculture (culture du sang) dont la fonction est de signaler au plus vite un prélèvement san-

guin non stérile. Le fonctionnement de ces automates est basé sur la détection du CO 2 car cette 
molécule est produite par tous les microorganismes. Une identification est souvent réalisée après 
la détection.  

L’identification consiste à rapprocher un ensemble de marqueurs (morphologiques, mé-

taboliques, génétiques, protéomiques…) de ceux de souches types disponibles dans des tables 
pour nommer la bactérie. Les différentes stratégies les plus communes pour l’identification sont 

présentées dans le paragraphe 1.1.2.  

1.1.1.2. Taxonomie des bactéries  

Les bactéries (Bacteria) sont un domaine du règne Procaryotae. Elles sont subdivisées 
en différents groupes et sous-groupes dont elles partagent des caractéristiques communes : phy-
lum, classe, ordre, famille, genre puis espèce. Par exemple, la bactérie Escherichia coli est classée 
comme suit : 

· phylum : Proteobacteria 
· classe : Gammaproteobacteria 
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· ordre : Enterobacteriales 
· famille : Enterobacteriaceae 
· genre : Escherichia  
· espèce : Escherichia coli 

L’appellation usuelle d’une bactérie (par exemple Escherichia coli) est composée du 
genre de la bactérie (Escherichia) qui peut être abrégé avec son initiale (E.) et de l’espèce (coli).  

Pour définir une espèce de bactérie, la taxonomie utilise le pourcentage d’hybridation 

ADN/ADN et la température de fusion des ADN entre la bactérie à nommer et une bactérie de 
référence de l’espèce. Les étapes suivantes sont réalisées. Tout d’abord, l’ADN est séparé en ses 

deux brins pour les deux bactéries. Les deux échantillons d’ADN simple brin sont ensuite mélan-

gés et le taux de réassemblage des brins (ou taux d’hybridation) est mesuré. Le pourcentage d’hy-

bridation obtenu est le reflet de la similarité génétique entre les bactéries ( Figure 1-1). La taxo-
nomie considère qu’au-delà de 70% de taux d’hybridation et si la température de fusion des ADN 

(c’est-à-dire la température de désassemblage des brins) n’est pas différente de plus de 5°C de 

celle de références, les 2 bactéries sont de la même espèce [7]. Pour des valeurs d’hybridation 

supérieures à 50%, les 2 bactéries sont probablement du même genre [8]. Avec la valeur de 70%, 
la définition d’espèce de bactéries est assez large. Pour certaines bactéries, on parle couramment 

de sous-espèce. Le plus fin niveau de classification est la souche. Deux bactéries d’une même 

souche sont théoriquement des clones (c’est-à-dire qu’elles ont le même génome).  

Figure 1-1 : Utilisation de l’hybridation comme outil de taxinomie, extrait de [8] p236. 

1.1.1.3. Du prélèvement au traitement  

Lorsqu’une infection bactérienne est suspectée, la première étape est le prélèvement du 

fluide ou du tissu suspect (sang, urine, selles, sécrétion bronchique, pus, liquide de ponction…).  
Dans le schéma classique (Figure 1-2), le prélèvement est ensuite étalé sur une boite de 

Pétri dans une étape dite de pré-culture qui permet un isolement des différentes bactéries présentes 
dans le prélèvement. Le diagnostic est ensuite effectué en 3 étapes : 

· Une étape d’orientation : constituée de tests rapides (coloration de Gram, test de 
l’oxydase et de la catalase…), elle permet de classer le pathogènes dans une grande 

famille et de déterminer le protocole d’identification à appliquer.  
· Une étape d’identification : cette étape permet de nommer l’espèce. Les méthodes 

utilisées seront développées dans le paragraphe 1.1.2. 
· Une étape de recherche de susceptibilité aux antibiotiques (antibiogramme) ou toutes 

autres caractérisations utiles au traitement (recherche de la production de certaines 
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toxines par exemple) : ces étapes sont effectuées juste après ou en parallèle de l’étape 

d’identification.  

Figure 1-2 : Schéma des étapes menant à l’identification de bactéries. 

La durée avant de recevoir le résultat microbiologique du prélèvement est généralement 
bien plus longue (24 à 72h) que la durée dans laquelle doit être prise la décision thérapeutique 
(par exemple, moins de 2h dans des cas critiques tels que la sepsis). C’est la raison pour laquelle, 

la décision thérapeutique est prise essentiellement sur le tableau clinique (c’est à dire les symp-

tômes et la situation du patient) et réadaptée, si nécessaire, en fonction des résultats microbiolo-
giques. Souvent une combinaison d’antibiotiques à large spectre est utilisée en attendant les ré-

sultats microbiologiques, pour augmenter les chances de prescrire un antibiotique efficace. Même 
en prenant ces précautions, il a été estimé en 2009 que dans 20% des cas de septicémie (c’est -à-
dire d’infection du sang), le traitement prescrit en première intention est inefficace ce qui conduit 

à une mortalité 5 fois supérieure pour ce groupe de patients [9].  
Pour améliorer cela, il faudrait que la durée entre le prélèvement et les résultats de l’ana-

lyse microbiologique soit plus courte que celle de la prise de décision thérapeutique. Cette der-
nière pourrait alors être optimale : le praticien aurait à sa disposition à la fois le tableau clinique 
et l’identification du pathogène et de ses susceptibilités.  

La première conséquence, à court terme, serait une meilleure survie des patients grâce à 
l’utilisation du bon antibiotique à la bonne dose dès le début du trai tement. A moyen terme, une 
baisse des fréquences d’observation des bactéries résistantes est attendue. En effet, il est reconnu 

que l’utilisation massive d’antibiotiques à large spectre sélectionne les souches résistantes et est 

la cause principale du développement des bactéries résistantes dans les hôpitaux partout dans le 
monde actuellement.  

Bien que l’antibiorésistance soit apparue avant l’utilisation des antibiotiques par 

l’homme [8] (p713), la prise de conscience de sa réalité date des années 70 [10]. Le concept de 
« bon usage » des antibiotiques s’est alors répandu. Des instituts spécialisés sur le suivi de l’usage 

des antibiotiques et de l’antibiorésistance ont été créés aux niveaux national et international (par 
exemple pour l’Europe l’EUCAST pour European Committee On Antimicrobial Susceptibility 

Testing). Ils fournissent des guides de bonnes pratiques pour l’utilisation des antibiotiques selon 

le tableau clinique, ainsi que pour l’identification efficace des pathogènes et l’hygiène hospita-

lière. De plus, des campagnes de prévention destinées au grand public (traditionnellement deman-
deur d’antibiotiques) sont en place. Néanmoins, les chiffres de l’antibiorésistance obtenus après 

la mise en place de ces différentes actions restent décevants  : des baisses de la fréquence d’appa-

rition de bactéries résistantes ont été observés pour certains pathogènes et certaines régions, mais 
des hausses l’ont été pour d’autres. Par exemple, pour  29 pays d’Europe sur la période 2011-2014 
[2], une augmentation des fréquences de Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli résistantes 
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aux céphalosporines de troisième génération a été observée tandis qu’une légère baisse des fré-

quences de Staphylococcus aureus résistant à la méthicilline a été rapportée. Le développement 
de tests d’identification rapide pourrait permettre d’inverser plus nettement la tendance [3].  

Les nouvelles méthodes d’identification bactérienne cherchent à supprimer ou rassem-

bler les étapes après le prélèvement pour réduire le temps total avant identification. Elles  seront 
aussi présentées dans le paragraphe 1.1.2. 

1.1.1.4. Caractéristiques d’une « bonne » méthode d’identification 

Pour qu’une méthode d’indentification donne l’identification juste, il faut qu’elle ait un 

« bon » pouvoir discriminant (c’est-à-dire une grande différence entre le signal donné par diffé-
rentes espèces bactériennes), ainsi qu’un « bon » pouvoir d’identification (c’est-à-dire peu de 
différence sur le signal lorsque les conditions d’analyse varient légèrement  : température, opéra-
teur…).  

La pertinence de l’identification est aussi caractérisée par les notions de sensibilité et de 

spécificité. Une méthode sensible classera positif les échantillons effectivement positif (pas de 
faux négatifs). Une méthode spécifique classera négatif les échantillons effectivement négatif 
(pas de faux positifs).  

Ces prérequis sont indispensables pour parler d’identification. Néanmoins, une méthode 

d’identification développée en laboratoire de recherche sera d’autant plus facilement transposée 

en clinique si elle est (dans l’ordre d’importance) : rapide, simple d’utilisation et peu chère (ou 

moins chère que les méthodes existantes).  

 

1.1.2. Méthodes d’identification de bactéries 

Les méthodes d’identification existantes peuvent être séparées en 3 catégories  : la mé-
thode conventionnelle en place actuellement dans tous les laboratoires de microbiologie clinique, 
les méthodes émergentes présentes dans les laboratoires hospitaliers de pointe et pour finir les 
méthodes au stade de la recherche.  

1.1.2.1. Méthode conventionnelle  

Cette méthode s’intéresse au métabolisme des bactéries et plus particulièrement à leurs 

interactions avec leur milieu de croissance Elle vise à mettre en évidence par exemple  : 
· les sources d’énergie que la bactérie peut utiliser, en observant s’il y a croissance 

bactérienne en présence de seulement tel ou tel substrat,  
· les voies de dégradation de certains substrats sous certaines conditions de culture 

(activité enzymatique de la bactérie), 
· les substances sécrétées par la bactérie en phase liquide ou en phase gazeuse qui sont 

les produits finaux d’ensemble de réactions métaboliques.  

Historiquement ces différentes caractéristiques étaient testées sur boite de Pétri. Au-
jourd’hui, elles sont testées grâce à des galeries commerciales (Figure 1-3) spécialisées en fonc-
tion de la famille de bactéries à détecter. Ces galeries sont composées de plusieurs petits tubes 
embarquant des réactifs lyophilisés pour tester différents aspects de la biochimie de la bactérie. 
La galerie est inoculée avec une suspension de la bactérie préalablement isolée et cultivée pour 
avoir une biomasse entre 106 et 108 CFU/mL. Après 18 à 24h d’incubation, chaque test peut être 

lu positif ou négatif grâce à des changements de couleur. On trouve sur le marché, par exemple, 
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les Galeries API (bioMérieux), Enterotube II (Becton Dickinson), Micro-ID (Thermo-Scientific). 
Il faut ensuite comparer les résultats obtenus aux bases de données du fabricant pour obtenir 
l’identification. Ces tests peuvent aussi être aussi effectués par des automates qui réalisent tout 

seuls les étapes de remplissage, incubation et lecture des résultats. En out re, les automates d’iden-

tification donnent un résultat plus rapidement que la version manuelle du test. Il y a, par exemple 
sur le marché, les automates Vitek (bioMérieux) et Phoenix (Becton Dickinson).  

Figure 1-3 : Exemple de galeries commerciales pour l’identification (https://com-

mons.wikimedia.org/w/index.php?curid=4877744) 

Outre le désavantage lié à sa durée avant obtention des résultats (culture d’isolement + 

8 à 24h), la fiabilité de cette méthode est parfois critiquée[11]. En effet, la signature obtenue est 
dépendante de l’historique de la souche analysée (conditions de culture). Il peut en résulter un 

écart entre la signature acquise sur une souche cultivée en laboratoire (base de données) et la 
signature acquise sur la souche isolée à partir du patient.  

Pour réduire le temps et le nombre d’étape avant identification, une nouvelle technique 

est de plus en plus développée par les entreprises du diagnostic. Il s’agit de l’utilisation de boite 

de Pétri avec un milieu chromogène. Ces milieux (par exemple chromID chez bioMérieux) con-
tiennent un substrat chromogène qui colore le milieu, lorsqu’il est dégradé par une voie enzyma-

tique choisie. La voie enzymatique de dégradation est choisie pour correspondre seulement à une 
bactérie ou une famille de bactérie particulièrement courante dans le fluide corporel étudié. La 
boite de milieu chromogène peut donc être utilisée comme culture d’isolement et conduire à une 

identification dès cette étape si la bactérie en présence est celle visée par le substrat chromogène. 
Les boites sur le marché sont de plus en plus complexes et permettent d’identifier maintenant 

plusieurs bactéries en incluant plusieurs substrats. Toutefois la durée d’incubation reste longue 

(entre 24 et 48h).  

1.1.2.2. Méthodes émergentes 

Ces méthodes, déjà commercialisées sont de plus en plus présentes dans les laboratoires 
hospitaliers. Elles appartiennent à 3 catégories différentes  : les méthodes génomiques, les mé-
thodes immunologiques et les méthodes spectroscopiques.  

 

1.1.2.2.1. Méthodes génomiques  

Pour ces méthodes, l’identification repose sur la reconnaissance de fragments d’ADN 

ou ARN. Elles sont souvent composées de 4 étapes :  
· Amplification de la biomasse. Le but est d’obtenir quelques microlitres de solutions 

avec au moins 103 CFU/mL. 
· Lyse des cellules et extraction de l’ADN ou ARN.  
· Amplification de brins d’ADN ou ARN. Pour cette étape la réaction en chaîne par 

polymérase (PCR) est très souvent utilisée. Elle permet en moins d’une heure de 
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réaliser plusieurs milliards de copie de brins d’ADN ou ARN. Le principe est d’ef-

fectuer une succession de cycles de transition de température au cours desquels le 
brin est dénaturé puis dupliqué. L’amplification est faite sélectivement  en choisis-
sant des amorces correspondantes aux séquences d’intérêt.  

· Lecture des résultats. Ils peuvent être suivis en temps réel pendant l’étape d’ampli-

fication par fluorescence. L’électrophorèse est ensuite utilisée pour confirmer le 

poids moléculaire de la séquence amplifiée. 

A leur apparition, les techniques de biologie moléculaire ont révolutionné le classement 
des bactéries comme celui des autres organismes. En effet, de nombreuses erreurs de taxonomie 
avaient été faites en se basant seulement sur le phénotype.  

Dans la pratique, les bactéries dont l’identification échoue avec les tests biochimiques 
conventionnels subissent automatiquement une analyse moléculaire. La méthode qui s’est impo-

sée comme universelle [11] est le séquençage d’une partie de l’ARN ribosomial  : l’ARNr 16S. 

Cette partie de l’ARN intervient dans la traduction de l’ARN messager en protéines : il est présent 
en grande quantité chez tous les procaryotes et a de nombreuses régions variables. Les variations 
de cette séquence sont disponibles pour les différentes espèces dans des bases de données. Parfois, 
le séquençage de l’ARN 16S ne suffit pas seul, il faut compléter l’analyse en séquençant des 

parties de l’ADN spécifique à certain genre de bactéries (par exemple, le gène rpoB pour les 
entérobactéries ou sodA pour les streptocoques).  

Des kits de PCR sont vendus pour la détection de certaines catégories de bactéries, par 
exemple ARGENE (bioMérieux), GeneOhm (Becton Dickinson). Les désavantages de ces mé-
thodes sont néanmoins nombreux. En effet, les méthodes génomiques ne permettent pas de sup-
primer les étapes d’orientations car les séquences d’amorce (et donc les kits de PCR) dépendent 

du type de bactéries à identifier. L’étape de croissance de la biomasse prend aussi du temps et 

rallonge le processus d’identification. Les réactifs utilisés sont couteux, notamment à cause de  
l’utilisation massive d’enzymes et un personnel qualifié est nécessaire. Pour répondre à ce dernier 

inconvénient, des automates de PCR sont apparus sur le marché, comme FilmArray (bioMérieux).  
 

1.1.2.2.2. Méthodes immunologiques 

Le principe des méthodes immunologiques est de fixer sur une surface un anticorps qui 
devra reconnaître un ou plusieurs antigènes complémentaires. Ces antigènes complémentaires 
peuvent appartenir à une bactérie, des fragments bactériens ou bien au fluide corporel du patient 
(antigènes issus de la réponse immunitaire). Les anticorps utilisés pour la reconnaissance sont le 
plus souvent issu de la réponse immunitaire d’animaux.  

La détection qui suit la capture peut être réalisée grâce à de nombreuses méthodes  : 
agglutination, précipitation, chromatographie sur bandelettes, tests ELISA… Des automates fonc-

tionnant sur ces principes sont aussi présents sur le marché : VIDAS et Mini-VIDAS (bioMe-
rieux), Tecra Salmonella ELISA (International Bioproducts), et Salmonella Tek ELISA (Organon 
Teknika). 

Comme pour les méthodes précédentes, un enrichissement est souvent nécessaire, ce qui 
rallonge la durée avant identification. De plus, les anticorps utilisés sont chers ce qui augmente 
le coût de la méthode.  
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1.1.2.2.3. Méthodes spectrométriques 

Avec le perfectionnement et la baisse des couts des spectromètres de masse, les mé-
thodes d’identification utilisant ces appareils se développent rapidement [12]. Le principe est 
d’identifier la bactérie en se basant sur sa composition en protéines ou acides gras. La technique 

la plus courante est le MALDI-TOF (pour Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation time-of-

flight-Mass Spectrometry) [13]. Brièvement, comme pour la PCR, après une amplification de la 
biomasse de l’échantillon, les cellules sont lysées et les protéines ou/et les acides gras sont ex-

traits. Ils sont ensuite désorbés et ionisés par un laser puis accélérés dans un champ électrique. 
Les différents fragments de protéines atteignent ensuite un détecteur après un temps, appelé temps 
de vol, qui dépend de leur rapport masse/charge. Un spectre qui forme une empreinte du protéome 
de la bactérie est obtenu. Ces spectres sont ensuite comparés à des bases de données pour réaliser 
l’identification.  

Plusieurs appareils commerciaux basés sur cette technique sont disponibles  : VITEK MS 
(bioMérieux), AccuPRO-ID (Accugenix), MALDI Biotyper (Bruker).  

L’avantage des méthodes spectrométriques réside dans leur puissance d’identification  : 
la sensibilité et la spécificité sont grandes. De plus, le résultat est accessible en quelques minutes 
à partir de la culture d’isolement. Mais, les appareils sont couteux et nécessitent un personnel 

hautement qualifié.  

1.1.2.3. Méthodes explorées par la recherche 

Les méthodes explorées actuellement en recherche sont nombreuses et de natures très 
différentes. Chaque méthode permet d’accéder à différentes caractéristiques de la bactérie qui 

sont tout autant d’éléments d’identifications possibles (biochimie, affinité avec certaines molé-
cules, signature moléculaire…). Les méthodes permettant d’exploiter ses éléments d’identifica-

tion (on parle de méthodes de transduction) sont aussi très variées (optique, électrochimique, 
gravimétrique…). Aucune voie générique n’a été pour l’instant mise en évidence. C’est pourquoi, 

une multitude de voies sont étudiées. Elles peuvent être découpées en 2 catégories, celles portant 
sur : 

· l’augmentation locale de la concentration des bactéries (paragraphe 1.1.2.3.1), 
· de nouvelles stratégies de détection/transduction (paragraphe 1.1.2.3.2).  

 

1.1.2.3.1. Augmentation de la concentration des bactéries  

La plupart des méthodes d’identification nécessite un nombre suffisant de bactéries pour 

fonctionner. Augmenter ce nombre est particulièrement intéressant si la méthode de transduction 
utilisée par la suite implique une surface. Pour cela, la principale stratégie utilisée est la capture 
des bactéries pour forcer leur croissance en 2D plutôt que dans le volume. Cette capture est tra-
ditionnellement réalisée grâce à un anticorps comme présenté dans le paragraphe 1.1.2.2.2 pour 
l’identification immunologique. 

Actuellement, la recherche explore d’autres voies de capture comme l’utilisation de mo-

lécules artificielles (les aptamères par exemple) ou bien l’utilisation de protéines extraites de 

virus bactériens (les bactériophages).  
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1.1.2.3.2. Nouvelles stratégies de détection/transduction 

Les paragraphes ci-dessous présentes quelques une des nouvelles stratégies de détec-
tion/transduction connaissant un grand succès dans la recherche. La littérature étant abondante 
sur le sujet, cette liste n’est pas exhaustive et met l’accent sur les voies de recherche développée 

au Département des Technologies pour la Biologie et la Santé du CEA-LETI.  

Ø Amélioration des méthodes génomiques  

Des recherches sont effectuées pour trouver des protocoles permettant de dupliquer le 
matériel génétique de manière plus rapide et facile que la PCR présentée en 1.1.2.2.1. Par 
exemple, il y a la méthode LAMP pour Loop mediated isothermal amplification [14] ou la mé-
thode RPA pour Recombinase Polymerase Amplification [15] qui s’effectuent, contrairement à la 

PCR, à température constante. L’objectif final est de proposer des méthodes de terrain à bas coût 

qui soient basées sur la génomique. 

Ø Méthodes basées sur l’application de champ physique 

Le principe est d’observer comment la bactérie absorbe, réémet, interfère avec un champ 

physique. Les champs utilisés sont très variés et issus de la science des matériaux  : microscopie 
optique traditionnelle, Raman [16], infrarouge, UV, électrique, magnétique…. 

Certaines de ces méthodes sont destructives, d’autres ne le sont pas selon le type de 

rayonnement et son intensité. Pour les méthodes non destructives, en plus de l’analyse de l’aspect 

de la bactérie isolée ou des colonies à un instant donné, des paramètres cinétiques (vitesse de 
croissance, changement morphologiques…) peuvent aussi être observés.  

Plusieurs approches sont développées dans ce sens dans le Département des Technolo-
gies pour la Biologie et la Santé du CEA-LETI. La microscopie Raman a été utilisée pour suivre 
la croissance de différentes bactéries au cours du temps [17]. La signature obtenue change avec 
l’activité moléculaire de la bactérie. Il a aussi été  montré qu’il est possible de focaliser le signal 

sur une unique bactérie pour en obtenir l’identification [18]. Des techniques de diffusions élas-
tiques de la lumière sont aussi explorées. Elles ont l’avantage de ne pas être aussi dépendantes de 

la composition des milieux de culture que les méthodes Raman, car elles s’intéressent à des pa-

ramètres morphologiques. Il a été montré qu’une identification précoce (au bout de 6h) peut être 
obtenue par cette méthode [19], [20] en travaillant dans l’espace réciproque (Figure 1-4). Ces 
deux techniques sont développées avec de l’imagerie sans lentille pour réduire l’encombrement 

et le cout des dispositifs.  
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Figure 1-4 : Image de la croissance d’une colonie de E. coli dans l’espace direct et dans 

l’espace réciproque, extrait de [19]. 

Ø Analyses de métabolites  

Ces méthodes sont de la même nature que la méthode conventionnelle présentée en 
1.1.2.1. Elles analysent la présence ou l’absence de certaines espèces en solution, ou dans la phase 

gazeuse au-dessus de la culture, en utilisant tout le spectre des méthodes d’analyse moléculaires. 

Plusieurs de ces méthodes sont très sensibles et peuvent donner des résultats plus rapides que la 
méthode colorimétrique conventionnelle des tests biochimiques.  

Lors de l’analyse des molécules présentes en solution ou en phase gazeuse, on s’intéresse 

essentiellement aux molécules sécrétées par la bactérie (son sécrétôme) ainsi qu’à leurs éven-

tuelles réactions chimiques sur d’autres molécules. Cet ensemble de molécules a pour avantage 

d’être spécifique à une souche bactérienne dans une condition de culture [21]. Il y a à la fois des 
molécules produites seulement par une ou quelques espèces et d’autres émises par presque toutes 

les espèces [22]. L’identification est donc basée sur la présence de plusieurs molécules. On parle 

de signature de la bactérie.  
Les méthodes en phase gazeuse sont particulièrement développées car elles permettent 

de s’affranchir de la matrice de croissance qui peut rendre les analyses en liquide plus compli-

quées. Dans cette catégorie, les méthodes de détection les plus ut ilisées sont la chromatographie 
en phase gazeuse couplée à la spectroscopie de masse ou à l’ionisation de flamme et les nez 

électroniques [23]. Ces derniers font l’objet de nombreuses recherches car ils peuvent conduire à 
un dispositif portable, peu cher et applicable à de nombreux domaines autre que l’identification 

de pathogènes. Des recherches sont en cours au sein du Département des Technologies pour la 
Biologie et la Santé du CEA-LETI sur des nez électroniques à base de matrices nano-poreuses à 
grandes surfaces développées permettant la détection de métabolites volatils bactérien par trans-
duction optique directe [24], [25]. Deux voies sont explorées. La première consiste à détecter les 
métabolites bactériens produits naturellement par la bactérie, par exemple le sulfure d’hydrogène 

par Salmonella. La seconde (Figure 1-5) consiste à ajouter au milieu de culture une espèce chi-
mique qui pourra être métabolisée spécifiquement par la bactérie que l’on veut identifier. La mo-

lécule est choisie pour que l’un de ses produits soit volatile et ait une activité optique. Ce produit 
est alors pré-concentré dans une matrice nano-poreuse placée à proximité de la culture. Une dé-
tection optique est ensuite effectuée selon la nature de la molécule. L’exemple de la Figure 1-5 
détecte un changement de spectre d’absorption de la matrice nano -poreuse.  
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Figure 1-5 : Principe de fonctionnement de la détection de bactérie par métabolites vo-

latiles développée au sein du Département des Technologies pour la Biologie et la Santé 

du CEA-LETI, extrait de [24]. 

En phase liquide, les analyses sont principalement basées sur la spectroscopie de masse 
couplée à la chromatographie en phase liquide à haute performance (HPLC pour High Perfor-

mance Liquid Chromatography). Cette méthode n’est pas utilisée à une fin d’identification de 

bactéries mais pour leur étude fondamentale, ce type d’analyse utilisant des appareils couteux et 

du personnel hautement qualifié. Le développement d’autres méthodes d’analyse, facile à utiliser, 

peu cher et pouvant conduire à un dispositif portable pourrait contribuer à faire de la détection de 
métabolites en solution une voie privilégiée pour l’identification. L’électrochimie, la méthode 

choisie pour la thèse, rentre dans cette catégorie.  

 

1.1.3. Conclusions sur l’identification bactérienne  

L’identification de bactéries est une vraie problématique de santé publique. Elle a un 

impact à la fois à court terme sur la survie du patient et à plus long terme sur le développement 
de l’antibiorésistance. De nombreuses méthodes ont été ou sont en cours de développement pour 

permettre une identification sensible, spécifique, rapide, peu chère et facile d’utilisation. Le but 

est d’obtenir une méthode qui pourrait être utilisée partout et ainsi avoir un impact sur l’antibio-

résistance. Bien qu’aucune méthode parfaite n’ait encore été trouvée, les moyens d’identification 

explorés sont nombreux et de natures très diverses. Ils devraient probablement à terme permettre 
de répondre à cette problématique en trouvant des moyens d’identification adaptés à toutes les 

situations. 
 

1.2. L’approche de la thèse : l’analyse de surnageants bactériens 

Dans le cadre de cette thèse, une approche originale a été choisie : il s’agit de l’analyse 

électrochimique de surnageants bactériens. Les paragraphes ci -dessous présentent ce qu’est un 

surnageant de culture bactérienne ainsi que les molécules le constituant, puis l’intérêt de l’élec-

trochimie pour cette analyse.  

 

1.2.1. Composition du surnageant d’une culture bactérienne 

On appelle surnageant de culture bactérienne, le liquide dans lequel croît la bactérie. Il 
peut être artificiel. C’est le cas des milieux de culture utilisés en laboratoire de microbiologie. Il 



Chapitre 1 : Etat de l’art des méthodes d’identifications de bactéries et contexte de la thèse  

 

25 

existe de nombreux milieux commerciaux qui peuvent être utilisés immédiatement ou après hy-
dratation (milieu Bouillon Lysogène (LB), Bouillon Trypcase Soja (TSB)…), mais on peut aussi 

fabriquer les milieux soi-même pour pouvoir choisir exactement leurs compositions et orienter 
ainsi la culture. Le surnageant peut aussi être d’origine naturelle. En microbiologie clinique, il 

s’agit des fluides corporels dans lesquelles se sont développées les bactéries. En microbiologique 

industrielle : il peut s’agir de matrices alimentaires, de liquides, de préparations pharmaceu-
tiques…  

Quel que soit la nature du milieu de culture, les éléments ci -dessous doivent être présents 
pour pouvoir permettre une croissance bactérienne : 

· source de carbone et d'énergie (par exemple le glucose), 
· source de potassium et de phosphore (par exemple K2HPO4),  
· source d'azote et de soufre (par exemple (NH4)2SO4), 
· source de magnésium (par exemple MgCl2), 
· source de calcium (par exemple CaCl2),  
· source de fer: (par exemple le citrate de fer),  
· source d'oligo-éléments: sels de Cu, Zn, Co, Ni, B, Ti…  
· source d'eau. 

Un milieu de culture contenant ces éléments est appelé milieu minimum. En pratique, 
les milieux dits « riches » sont plutôt utilisés. Ces milieux ne contiennent plus seulement les élé-
ments chimiques nécessaires à la vie de la bactérie mais aussi de nombreux acides -aminés et 
protéines que la bactérie pourra réutiliser pour ses propres synthèses. Ces milieux riches permet-
tent ainsi une croissance plus rapide des bactéries. Pour obtenir un milieu riche, de la matière 
organique est ajoutée (extrait de levure, sang, œuf, hydrolysat de cœur et de cervelle…).  

La croissance bactérienne est une production de biomasse, par multiplication et/ou par 
grandissement des bactéries. Les phases de croissance bactérienne dans un milieu non renouvelé 
sont présentées dans la Figure 1-6 : 

· phase de latence A : c’est une phase d’adaptation à un nouveau milieu durant laquelle 

les bactéries synthétisent les enzymes nécessaires à extraire les éléments nutritifs du 
milieu. Il n’y a pas de division cellulaire.  

· phase d’accélération : les bactéries commencent à se diviser.  
· phase exponentielle B : le temps qui sépare deux divisions successives (ou temps de 

génération) est minimal. La population de bactérie double à chaque fois que le temps 
de génération est écoulé.  

· phase de décélération : les nutriments du milieu sont plus rares et les déchets sont 
nombreux : le temps de génération commence à diminuer, mais la population de bac-
térie continue à augmenter. 

· phase stationnaire C : le nombre de bactérie n’évolue plus : il y en a autant qui meu-
rent que de nouvelles divisions.  

· phase de déclin D : les bactéries meurent plus rapidement qu’elles ne se divisent à 

cause du manque de nutriments : la population bactérienne diminue.  
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Figure 1-6 : Logarithme du nombre de bactérie au cours du temps lors d’une croissance 

bactérienne dans un milieu non renouvelé.  

Outre les éléments de base du milieu de culture présenté ci -dessus et toutes autres mo-
lécules présentes naturellement dans le surnageant, de nombreux autres composés du surnageant 
de culture son dus à l’action des bactéries. Il peut s’agir à la fois de molécules sécrétées par les 

bactéries, ou de molécules venant de la dégradation d’éléments du surnageant. Ce sont ces com-

posés qui sont intéressants pour l’identification bactérienne car ils sont le reflet du métabolisme 
de la bactérie.  

 

1.2.2. Sécrétôme  

Il s’agit de la partie intéressante du surnageant pour l’identification. Le terme sécrétôme 

regroupe toutes les molécules sécrétées par la bactérie. Ces métabolites peuvent être de différents 
types : des produits de dégradation liés au métabolisme interne des bactéries, des molécules im-
pliquées dans la communication entre individus, des toxines, des facteurs de virulence…  

Ces molécules sont très étudiées par les équipes de biologie fondamentale [26], [21]. 
Leur but principal est de mieux comprendre le fonctionnement des bactéries, et notamment l’im-

portance de chaque gène ou opéron sur les mécanismes de régulation et de pathogénicité. Ces 
études sont classiquement réalisées à l’aide de souches mutantes et des techniques de biologie 

moléculaires : extraction d’ADN et d’ARN, électrophorèse, hybridation fluorescente, chromato-
graphie en phase liquide couplée à la spectrométrie de masse (LC/MS pour Liquid Chromato-

graphy - Mass Spectrometry), chromatographie en phase liquide à haute performance (HPLC pour 
High Performance Liquid Chromatography) … 

 

1.2.3. Quorum sensing 

Une partie des molécules du sécrétôme sont impliquées dans la communication bacté-
rienne. En effet, les chercheurs ont mis en évidence qu’un grand nombre de bactéries sécrètent 

des messagers chimiques (les autoinducteurs ou AIs) leur permettant d’adapter leur comportement 
à leur environnement et à leur population [27]. Cet ensemble de mécanismes de coordination est 
appelé quorum sensing (QS). Son fonctionnement générale pour les bactéries Gram négative est 
de type LuxR/LuxI et est représenté sur la Figure 1-7 et décrit ci-dessous : 

· Durant leur phase de croissance, les bactéries synthétisent de petites molécules  : les 
AIs �.  



Chapitre 1 : Etat de l’art des méthodes d’identifications de bactéries et contexte de la thèse  

 

27 

· Ces dernières sont ensuite sécrétées dans le milieu extracellulaire k. 
· Leur concentration augmente avec la population bactérienne à la fois dans le milieu 

extracellulaire et dans le cytoplasme l.  
· Lorsqu’un certain seuil de concentration est atteint, une réaction a lieu avec un ré-

gulateur transcriptionnel présent dans le cytoplasme des bactéries m.  
· Cette réaction déclenche l’expression de gènes cibles et une auto -induction de la 

production des AIs n. 
· Les gènes cibles s’activent et synthétisent des facteurs de virulence et des métabo-

lites secondaires o.  

De cette manière, les bactéries communiquent entre elles pour mettre en place des stra-
tégies d’attaque et/ou de survie en fonction de leur situation .  

Figure 1-7 : Représentation schématique du fonctionnement du quorum sensing. 

Les AIs peuvent être spécifiques à des bactéries ou des catégories de bactéries. Pour les 
bactéries Gram +, les AIs sont principalement dérivés de petits peptides, pour les Gram -, d’acides 

gras. Les composés régulés par le QS, eux, peuvent être de natures très variées  : de protéines à 
petites molécules. Les AIs ainsi que ces molécules sont de bons candidats pour l’identification  de 
bactéries car elles sont le résultat de chaines réactionnelles faisant intervenir de nombreux gènes 
de la bactérie.  
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1.2.4. Utilisation de l’électrochimie pour l’analyse des surnageants bactériens 

L’utilisation de l’électrochimie pour l’analyse des molécules  sécrétées dans le surna-
geant bactérien est très nouvelle. Elle a démarré après la découverte de plusieurs molécules don-
nant de forts signaux redox dans le surnageant de bactéries du genre Pseudomonas.  

L’électrochimie a de nombreux avantages pour l’identification : c’est une méthode qui 

permet des analyses in situ, rapides et peu chères dans la plupart des milieux. A terme le déve-
loppement d’un dispositif portable permettant des analyses sur le terrain et en temps réel est en-

visageable. Le principal désavantage de l’électrochimie pour cette application est qu’elle adresse 

seulement une petite partie du sécrétôme de la bactérie  : celle électrochimiquement active. L’un 

des buts de la thèse est de montrer que cette partie est suffisamment riche pour obtenir des spectres 
intéressants pouvant conduire à une identification de certaines bactéries.  

Le lecteur pourra trouver une présentation de l’électrochimie et de ses méthodes dans 

l’Annexe 1.  
 

1.3. La bactérie d’intérêt de la thèse : Pseudomonas aeruginosa 

Pour évaluer l’intérêt de la détection électrochimique de molécules du surnageant bac-

térien, la bactérie Pseudomonas aeruginosa a été choisie car elle produit plusieurs molécules 
redox (notamment la toxine pyocyanine). De plus, son importance en microbiologie clinique est 
grande. Ces deux caractéristiques en font un candidat de choix pour notre étude.  

 

1.3.1. Généralités sur Pseudomonas aeruginosa 

Pseudomonas aeruginosa (PA) est un bacille (voir Figure 1-8) à Gram négatif de la 
famille des Pseudomonadaceae. Elle ne produit pas de spores et a une seule flagelle. 

C’est une bactérie ubiquitaire de l'environnement humide, c’est-à-dire qu’elle peut vivre 
dans tous les milieux humides, qu’ils soient vivants ou non. Elle peut être un pathogène pour 

l’homme, le plus souvent de manière opportuniste. 

Figure 1-8 : Image de Pseudomonas aeruginosa par microscope électronique à balayage 

(http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Pseudomonas_aeruginosa_SEM.jpg) 

1.3.1.1. Importance clinique 

PA est l’une des 5 premières causes d’infections nosocomiales en Europe (4 e en 
2011/2012 pour les hôpitaux de soins de courtes durées [4], 5e en 2013 pour ceux de longues 
durées [28]). Elle peut infecter tous les organes et être la cause de nombreuses maladies [2] : 
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pneumonies (notamment acquises sous ventilation mécanique), infections des voies sanguines et 
urinaires, infections cutanées (notamment des plaies des grands brulés), otites externes, infections 
oculaires, surinfections des patients atteints de mucoviscidose... Elle est naturellement multi -ré-
sistante à de nombreux antiseptiques et antibiotiques notamment à cause de l’imperméabilité de 

sa membrane et à ses pompes d’efflux qui transportent les antibiotiques en dehors de la cellul e. 
Seuls quelques antibiotiques peuvent être utilisés : certaines fluoroquinolones, les aminosides, 
certains bêta-lactamines et polymyxines [2]. Environ 10% des souches examinées dans les hôpi-
taux européens en 2014 sont résistantes à un ou plusieurs de ces antibiotiques. 14.9% sont résis-
tantes à au moins 3 groupes d’antibiotiques [2]. C’est donc une bactérie qui est surveillée de très 

près par les autorités sanitaires.  

1.3.1.2. Identification de Pseudomonas aeruginosa en clinique 

Si après les tests d’orientation, une bactérie du  genre Pseudomonas ou une autre bactérie 
qui ne fermente pas le glucose est suspectée, la procédure d’identification conseillée par the Pu-

blic Health England [29] est la suivante :  
· Isolement sur des :  

o milieux de culture sélectifs de Pseudomonas (ou de l’agar classique) avec de 

la cétrimide à 35-37°C pendant 16 à 48h, 
o milieux de culture sélectifs de Burkholderia à 35-37°C pendant 48 à 72h, 
o géloses au sang ou au sang cuit sous 5 à 10% de CO2 à 35-37°C pendant 16 

à 48h, 
o géloses CLED (Cystine Lactose Electrolyte Déficient) ou McConkey à 35-

37°C pendant 16 à 48h. 
· Reconnaissance morphologique (pour PA : pousse sur les milieux sélectifs à Pseu-

domonas avec cétrimides, colonies généralement à bords dentelés, entourées de pig-
ments bleu-vert, fluorescents à la lumière ultraviolette. Odeur de raisin.)  

· Test de l’oxydase (pour PA : positif).  
· Identification de l’espèce basée sur l’ensemble des caractéristiques vues. Eventuel-

lement d’autres tests (utilisation de galeries, de la technique MALDI-TOF ou de la 
PCR) peuvent être faits pour confirmer le diagnostic.  

 Cette procédure prend du temps (entre 1 et 2 jours) et elle est complexe (beaucoup 
d’étapes et de boites de culture), ce qui retarde l’identification.  

1.3.1.3. Thématiques de recherche 

Les thématiques de recherche actuellement développées autour de PA touchent à la fois 
la clinique et l’environnement. En clinique, les recherches s’attachent à la compréhension de plus 

en plus fine du fonctionnement de la bactérie, avec notamment l’étude : 
· du quorum sensing [30], [31], [32], avec comme second objectif de mettre en lumière 

des moyens de l’inhiber (on parle de quorum quenching) [33], [34], 
· des mécanismes de pathogénicité [35], avec notamment des études sur le passage de 

la primo-infection à l’infection chronique chez les patients ayant la mucoviscidose 

[36], [37],   
· des mécanismes de résistances aux antibiotiques [38], 
· des variations de génotype de la bactérie [39], [40].  

En ce qui concerne les sujets environnementaux, les deux principaux sont  :  
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· Les piles à combustible microbiennes [41], [42] : le but est de produire de l’électri-

cité grâce à un biofilm de PA. La recherche s’attache donc principalement à créer 

des souches mutantes de PA produisant plus de courant grâce à la production en plus 
grande quantité de certains métabolites redox.  

· La décontamination des sols (bioremédiation) [43], [44] : le but est d’utiliser PA 

pour détruire certaines molécules carbonées.  

1.3.1.4. Souches fréquemment utilisées dans la littérature 

A l’exception des études impliquant des prélèvements cliniques, toutes les autres études 

sur la bactérie sont réalisées utilisant des souches modèles conservées dans des souchiers. Ces 
souches sont initialement extraites d’isolats cliniques puis conservées à très basse température. 
Leur utilisation permet de comparer les expériences réalisées par plusieurs équipes, une même 
souche ayant normalement le même génome. En pratique, ce n’est pas exactement le cas, la souche 
étant cultivée depuis de nombreuses années, des mutations ont pu apparaitre. Les publications 
étudient et utilisent le plus souvent les deux souches suivantes  : 

· PAO1 (ATCC 15692) : souche sauvage isolée chez un patient grand brulé, c’est la 

souche la plus utilisée dans la littérature, son agressivité est moyenne,  
· PA14 (UBPPC-PA14) : souche sauvage isolée chez un patient grand brulé, elle est 

très agressive [45].  

Des mutants de ces souches sont aussi utilisés pour étudier l’influence de la présence et 

de l’absence de certains gènes. Pour signifier, par exemple, que le gène pqsA a été supprimé chez 
la souche PAO, la souche est identifiée sous le libellé PAO1ΔpqsA.  

 

1.3.2. Molécules sécrétées par Pseudomonas aeruginosa  

Après la présentation générale de PA ci-dessus, les paragraphes suivants s’intéressent 

aux molécules sécrétées par PA dans le but final de choisir certains composés comme cibles pour 
l’analyse électrochimique.  

1.3.2.1. Avant-propos : les systèmes de sécrétions de Pseudomonas aeruginosa 

Un système de sécrétion est un ensemble de protéines assemblées en une structure par-
ticulière permettant de transférer les molécules synthétisées dans la bactérie vers le milieu exté-
rieur (ou surnageant bactérien) au travers de l’enveloppe bactérienne. PA possède de nombreux 

systèmes de sécrétion de différents types [46]. Ils diffèrent par leur structure traversant soit en 
même temps les membranes intérieur et extérieur et le périplasme ou seulement l’une des deux 

membranes. Les molécules sécrétées par chaque système peuvent différer.  

1.3.2.2. Molécules contrôlées par le quorum sensing de Pseudomonas aeruginosa 

PA possède le quorum sensing (QS) le plus étudié actuellement [47]. Il est composé d’au 

moins trois systèmes distincts. Deux sont basés sur des AIs du type N-acylhomosérine lactones 
(AHLs), ce sont les systèmes las et rhl [48]. Le troisième est basé sur les alkyl-quinolones (AQs), 
c’est le système pqs. Ces 3 systèmes ne sont pas indépendants : ils sont inter-régulés. La Figure 
1-9 résume leurs fonctionnements détaillés dans les paragraphes suivants.  
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Figure 1-9 : Schéma simplifié du fonctionnement du quorum sensing de Pseudomonas 

Aeruginosa.  

 

1.3.2.2.1. Systèmes las et rhl, basés sur les N-acylhomosérine lactones 

Les AHLs sont des acides gras liés par une liaison peptidique à des homosérines lac-
tones. Ce type de molécule est très courant chez toutes les bactéries Gram négatif [47]. Chez PA, 
deux jouent le rôle d’AIs majeur : la N-(3-Oxododecanoyl)-L-homosérine lactone (3-OC12-HSL) 
et la N-butyryl-L-Homosérine lactone (C4-HSL). Leur concentration est directement liée à la 
densité bactérienne [47]. Quelques autres AHLs sont détectables a des niveaux plus bas chez PA 
[47]. 

Dans le système las (Figure 1-9, orange), lasI produit directement la 3-OC12-HSL. Cet 
AI va réguler, en déclenchant le transcripteur LasR, la production de plusieurs facteurs de viru-
lence (protéase LasA, élastase LasB, métalloprotéinase alcaline AprA, exotoxine ToxA…) [48] 
[47]. Le déclenchement de LasR va aussi auto induire la production de 3-OC12-HSL. Dans le 
système rhl (Figure 1-9, vert), rhlI synthétise directement C4-HSL qui en se complexant avec 
RhlR va permettre l’activation de la production de  : protéase LasA, élastase LasB, métalloprotéi-
nase alcaline AprA, cyanure d'hydrogène, phénazines, rhamnolipides, sidérophores…, ainsi que 

de C4-HSL [48]. Ces deux systèmes sont organisés hiérarchiquement. Le système las et la pro-
duction de 3-OC12-HSL contrôle directement l’activation de rhlI et rhlR.  

 

1.3.2.2.2. Système pqs, basé sur les alkyl-quinolones 

Ce système a été découvert, après les deux premiers, par McKnight et al. [30] en 2000. 
Une soixantaine d’AQs sont produites par PA [49]. Leur production repose sur l’action de l’opé-

ron pqsABCD qui produit la 2-heptyl-4(1H)-quinolone (HHQ) [47] [36], l’une des deux princi-

pales AQs, produite aussi par d’autres bactéries comme Pseudomonas putida, Burkholderia ce-

nocepacia et Burkholderia pseudomallei [32]. La seconde est la Pseudomonas quinolone signal 
(PQS) qui est propre à PA [31] et produite par l’action de pqsH sur HHQ [47]. 
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Une fois atteint un certain niveau dans le milieu extracellulaire, PQS permet l’activation 

(Figure 1-9, bleu) de PqsR [50] qui déclenche à nouveau l’opéron pqsABCDE mais aussi la pro-
duction de facteurs de virulence (par l’intermédiaire de pqsE) dont les phénazines [35], [51], les 
rhamnolipides, le cyanure d’hydrogène [47], et des métabolites secondaires comme la 2’-aminoa-
cétophénone [36].   

PQS et HHQ semblent avoir le même rôle dans l’auto-induction de leur opéron ainsi que 
dans le déclenchement de la production de facteurs de virulence excepté pour la production de la 
phénazine pyocyanine qui est contrôlée par PQS et non HHQ [47]. PQS semble, de plus, avoir un 
rôle indispensable chez PA pour l’assimilation du fer, grâce à la présence de la fonction OH [52]. 

Le système pqs est placé sous le contrôle des 2 autres systèmes du quorum sensing : 
LasR le régule positivement et RhlR négativement [47]. Il régule lui positivement rhlI.  

 

1.3.2.2.3. Systèmes complémentaires 

De nombreux systèmes de régulation complémentaires ont été découverts chez PA. Il y 
a notamment le système GAC (Global activator of Antibiotic and Cyanide synthesis) qui inter-
vient dans la formation du biofilm dans le cadre de l’infection chronique [47]. Il fonctionne grâce 
à plusieurs sondes transmembranaires dont les actions se complètent et se modulent (GacS, LadS, 
RetS) [47]. Il a un impact sur les systèmes las et rhl qu’il régule en réduisant la production de 

leurs AIs [47].  
 

1.3.2.2.4. Métabolites secondaires et facteurs de virulence 

Ces molécules sont contrôlées par le QS de PA comme explicité ci -dessus. Elles consti-
tuent la réponse de la bactérie à son environnement et à sa population. Certaines de ces molécules 
sont des protéines (protéase LasA, élastase LasB, métalloprotéinase alcaline AprA, exotoxine 
ToxA, AprA, sidérophores…), d’autres sont de petites molécules (cyanure d'hydrogène, phéna-

zines dont pyocyanine, rhamnolipides, la 2’-aminoacétophénone…).   

1.3.2.3. Autres molécules sécrétées 

De nombreuses autres molécules intervenant dans le métabolisme interne de la bactérie 
sont sécrétées sans qu’aient été pour l’instant rapporté une influence dans la communication inter -
bactérienne.  

1.3.2.4. Tableau récapitulatif des molécules sécrétées 

Le Tableau 1-1 ci-dessous résume les principales molécules sécrétées par PA et que l’on 

peut donc trouver dans le surnageant de cultures bactériennes. Dans le cadre de cette thèse, nous 
nous sommes intéressés aux petites molécules organiques qui ont une activité redox.  
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Tableau 1-1 : Molécules sécrétées par PA et leurs caractéristiques d’intérêt . 

Nom Formule chimique Fonctions Redox ? 

3-OC12-HSL Autoinducteur Non 

C4-HSL Autoinducteur Non 

HHQ Autoinducteur Oui 

PQS Autoinducteur Oui 

Protéase A (lasA) Protéine Facteur de virulence Non 

Elastase B (lasB) Protéine Facteur de virulence Non 

Métalloprotéinase al-
caline (aprA) 

Protéine Facteur de virulence Non 

Cyanure d’hydrogène HCN Facteur de virulence Non 

Pyocyanine (PYO) 
Facteur de virulence, 

tampon redox, survie en 
anaérobie 

Oui 

Autres phénazines voir 1.4.2.3 Facteur de virulence, Oui 

Rhamnolipides 
Facteur de virulence, 

surfactants 
Non 

2’-aminoacétophé-
none 

Régulateurs de la viru-
lence 

Oui 

Sidérophores Protéine Extraction du fer 
Oui, si 

complexé 

Sur la base de leur activité redox, les molécules pouvant être retenues dans le cadre de 
la thèse sont : HHQ, PQS, Pyocyanine (PYO) et les autres phénazines, ainsi que la 2’-aminoacé-
tophénone (2-AA). Les autres phénazines que PYO ont été éliminés pour nos études car PYO est 
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la seule disponible commercialement. De plus, elle est spécifiquement produite par PA contraire-
ment à d’autres phénazines. En retenant ces quatre molécules  : HHQ, PQS, PYO et la 2-AA, je 
cible :  

· 3 familles chimiques différentes : les AQs pour HHQ et PQS, les phénazines pour 
PYO et une amine pour la 2-AA, 

· 3 phases de production différentes, HHQ et PQS sont 2 AIs de la bactérie et HHQ 
est le précurseur de PQS, ces 2 molécules en se liant ensuite au transcripteur pqsR 
induisent la production de PYO et de la 2-AA.  

 

1.4. Détection électrochimique de molécules sécrétées par Pseudomonas 

aeruginosa 

Ce paragraphe s’attache à présenter plus en détails les molécules sélectionnées pour la 

thèse. A la fois leur chimie, leur fonction biologique et leurs méthodes de détection (électrochi-
mique ou autres) seront abordés. Concernant la détection électrochimique des molécules, il faut 
noter que beaucoup des publications citées sont sorties après le début de la thèse en octobre 2013, 
et que certains travaux ont donc été réalisés en parallèle.  

 

1.4.1. Pseudomonas Quinolone Signal et 2-heptyl-4-quinolone 

Chimiquement, Pseudomonas Quinolone Signal (PQS) est la 2-heptyl-3-hydroxy-4(1H)-
quinolone. Sa masse molaire est de 259,37g/mol. C’est une molécule peu soluble  : sa solubilité 
dans l’eau distillée à pH 7 est de 1mg/L (3,9µM) et dans le milieu de LB, elle est de 5mg/L 
(19,3µM) [31]. PQS peut être solubilisée par des molécules produites par la bactérie (notamment 
les rhamnolipides) [53].  

HHQ est la 2-heptyl-4(1H)-quinolone. Sa masse molaire est de 243,34g/mol. Sa solubi-
lité n’est pas rapportée mais doit être proche de celle de PQS, car leurs structures chimiques sont 
proches.  

PQS et HHQ sont des espèces acido-basiques [54]. Elles existent sous forme protonée à 
bas pH (forme 5 sur la Figure 1-10) ainsi que sous 2 formes tautomères à plus haut pH (formes 5 
et 6 sur la Figure 1-10). 

Figure 1-10 : Equilibre acidobasique des alkyls-quinolones, extrait de [54]. 

Les pKa de PQS et HHQ simulés grâce au logiciel Marvin 6.8 (ChemAxon software) 
sont regroupés dans la Figure 1-11. Autour de pH 7 (pH physiologique), les 2 molécules sont dans 
la forme notée 5 sur la Figure 1-10. 
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Figure 1-11 : pKa estimés de PQS et HHQ, extrait de [54]. 

1.4.1.1. Biologie 

 

1.4.1.1.1. Souches produisant la 2-heptyl-4(1H)-quinolone et 

Pseudomonas Quinolone Signal 

PQS et HHQ sont produites par Pseudomonas aeruginosa. Pour une utilisation en tant 
que biomarqueurs de la bactérie, il est intéressant de savoir si elles sont aussi produites par 
d’autres souches. 

 PQS n’a pas été détectée chez Pseudomonas putida, Pseudomonas mendocina, Pseudo-

monas aureofaciens, Pseudomonas diminuta, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas syr ingae, 

Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas chlororaphis, Pseudomonas fragi, Pseudomonas pickettii, 

Burkholderia cenocepacia, Burkholderia pseudomallei Burkholderia stabilis, Burkholderia viet-

namiensis, Burkholderia anthina [32]. PQS n’étant donc pas produite par d’autres espèces du 

genre Pseudomonas, ni par d’autres espèces du genre Burkholderia qui lui est proche, PQS est 
probablement produite spécifiquement par PA. 

Pour sa part, HHQ a été détectée par LC/MS chez Pseudomonas putida, Burkholderia 

cenocepacia et Burkholderia pseudomallei [32]. Elle n’a pas été détectée chez Pseudomonas men-

docina, Pseudomonas aureofaciens, Pseudomonas diminuta, Pseudomonas fluorescens, Pseudo-

monas syringae, Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas chlororaphis, Pseudomonas fragi, Pseudo-

monas pickettii, Burkholderia stabilis, Burkholderia vietnamiensis, Burkholderia anthina [32]. 
HHQ n’est donc pas spécifique à PA, mais c’est tout de même un élément important de son sé-

crétôme. De plus, sa présence permet tout de même de restreindre le nombre de bactéries possibles 
à quelques bactéries.   

 

1.4.1.1.2. Fonctions biologiques 

La fonction biologique principale de PQS et HHQ est celle d’AIs du QS et a été expli-

citée dans le paragraphe 1.3.2.2.2. Néanmoins ces molécules ont aussi des rôles secondaires. PQS 
est notamment impliqué dans le contrôle du stress oxydant [55].  

1.4.1.2. Moyens de détection classiques et concentrations in vitro 

De nombreuses méthodes sont rapportées dans la littérature pour la détection et quanti-
fication de HHQ et PQS dans le milieu de culture. Historiquement, les molécules étaient détectées 
par chromatographie sur couches minces [53]. Ensuite, après l’essor de la spectroscopie de masse 

(MS), des méthodes LC/MS se sont généralisées [49]. Elles ont permis une détection plus précise 
des molécules du surnageant et notamment de mettre en lumière que PQS et HHQ sont les 2 
membres majoritaires d’une famille très représentée dans le surnageant de culture  : les alkyls-
quinolones (AQs) [49]. Des informations sur les autres membres de cette famille seront données 
dans le paragraphe 1.4.1.4. Toutes ces méthodes de détection et quantification nécessitent une 
extraction du milieu de culture avant analyse. Un suivi en temps réel n’est donc pas possible. 
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Néanmoins, en effectuant plusieurs prélèvements, les méthodes LC/MS ont permis un 
suivi de la concentration de PQS et HHQ dans le temps. La production de PQS augmente pendant 
la phase exponentielle avant d’atteindre un maximum en début de phase stationnaire, puis elle 
baisse pendant la phase stationnaire (Figure 1-12).  

Figure 1-12 : Evolution de la concentration de PQS en fonction de la densité optique 

pour la souche de Pseudomonas aeruginosa PA14, extrait de [31] 

Les concentrations de HHQ et PQS semblent être très dépendantes de la souche ainsi 
que des conditions de culture. Les concentrations rapportées pour la souche PA14 dans le milieu 
de culture LB vont de 4.5µM pour PQS et 16.5µM pour HHQ à 9h de culture [49], jusqu’à 323 et 

247µM à 8h de culture [54]. 
Il a été rapporté que l’ajout des acides aminés phénylalanine et tyrosine au milieu de 

culture augmente fortement la production de PQS, probablement car ils interviennent en tant que 
précurseur dans les mécanismes de production de PQS [56]. Des milieux avec peu de phosphate 
conduisent au même résultat [57]. La cause serait indirecte : certains gènes régulant positivement 
la production de PQS (phoB) seraient sensibles à la concentration en phosphate.  

1.4.1.3. Détection électrochimique 

Peu d’éléments sont disponibles dans la littérature concernant la détection électrochi-

mique de PQS et HHQ.  
Zhou et al. [58], de l’université de Cork en Irlande, ont travaillé sur la détection par 

voltampérométrie et ampérométrie de PQS et HHQ avec une électrode diamant dopé au bore 
(BDD). Une étude du signal de PQS et HHQ à +0.8V en fonction du pH a été effectuée. Les 
auteurs ont montré que PQS donne à peu près le même signal sur toute la gamme de pH alors que 
le signal de HHQ disparait en dessous de pH 6. Ils se sont donc placés à pH 2 pour le reste des 
expériences pour pouvoir mieux séparer les signaux de PQS et HHQ. Sous ses conditions, ils ont 
montré que PQS donne 2 pics d’oxydation (+0.77V et +1.18V), alors que HHQ n’en donne qu’un 

(+1.47) (Figure 1-13). Ils s’intéressent ensuite à la détection de PQS produit par des bactéries 

incubées 1 jour dans du LB à 37°C après extraction de la phase liquide et acidification pour être 
à pH 2.   
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Figure 1-13 : Voltampérométrie cyclique de PQS et HHQ (référence électrode Ag/AgCl) à 

pH 2, extrait de [58] 

En analysant en voltampérométrie impulsionnelle différentielle (DPV pour Differential 

Pulse Voltammetry) et voltampérométrie cyclique (CV pour Cyclic Voltammetry) le milieu de 
culture de la souche PAO1, Seviour et al., de l’université technologique de Nanyang à Singapour, 

[59] s’aperçoivent qu’une espèce donne un signal vers +0.25V (Figure 1-14). Il s’agit de PQS, 

qu’ils peuvent quantifier à l’aide de la méthode des ajouts dosés après extraction du surnageant 

et dilution au 5e. Suite à une étude de PQS dans le DMSO, les auteurs ont démontré que cette 
espèce est peu réversible et échange 2 électrons. En se basant sur cette information et sur les 
travaux de Haüssler et al. [55] qui ont étudié PQS grâce à des méthodes biologiques, ils postulent 
l’équation de la Figure 1-15 comme équation redox de PQS.  

Figure 1-14 : DPV (vitesse de balayage 5 mV/s) de la souche PAO1 à 20h de culture, ex-

trait de [59]. 

Figure 1-15 : Equation redox de PQS, d’après [55] 
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1.4.1.4. Autres molécules de la même famille 

Une cinquantaine d’autres AQs ont été détectées dans le surnageant de PA grâce à la 

LC /MS [49]. Les plus concentrées sont (Figure 1-16) :  
· 2-hydroxy-2-nonyl-4(1H)-quinolone (C9 PQS), similaire à PQS mais avec une queue 

alkyle de 9 carbones. Les concentrations rapportées sont 11 fois plus faibles que pour 
PQS pour PAO1 [60] et 2 fois plus faible pour PA14 à 9h de culture [49].  

· 2-nonyl-4-quinolone (NHQ), similaire à HHQ comme la précédente à PQS. Concen-
trations rapportées 3 fois plus faibles que HHQ pour PAO1 [60] et équivalente pour 
PA14 à 9h de culture [49]. 

· 4-hydroxy-2-heptylquinoline N-oxide (HQNO), similaire à HHQ mais avec un oxy-
gène sur le N. Les concentrations rapportées sont 3,5 fois plus élevées que HHQ pour 
PAO1 [60] et 1,5 fois plus faible pour PA14 à 9h de culture [49].  

· 2-nonyl-4-hydroxyquinoline N-oxide (NQNO), similaire à HQNO mais avec une 
queue alkyle de 9 carbones. Les concentrations rapportées sont 1,7 fois plus faibles 
que HQNO pour PAO1[60] et 2,5 fois plus faibles pour PA14 à 9h de culture [49].  

Figure 1-16 : Autres alkyl-quinolone présentes en quantité importante dans le surna-

geant de Pseudomonas aeruginosa.  

 

1.4.2. Pyocyanine 

Pyocyanine (PYO) de son nom chimique 5-Methylphénazin-1-one a comme masse mo-
laire 210,23g/mol. Elle est très soluble dans les solvants organiques : éthanol et DMSO (5g/L soit 
23mM), DMF (2,5g/L soit 12mM). Sa solubilité en milieu aqueux n’est pas rapportée. C’est aussi 

une espèce acido-basique de pKa 4,9 [61], [62].  

Figure 1-17 : Equilibre acido-basique de pyocyanine.  
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1.4.2.1. Biologie 

 

1.4.2.1.1. Souches produisant pyocyanine 

PYO est produite par 95% des souches de PA [63]. Concernant sa production par d’autres 

bactéries, l’équipe de Ohfuji et al. [64] fait référence à une ancienne publication en russe qui 
montrerait que les différentes espèces de la famille Pseudomonas ne produisent pas de PYO con-
trairement à PA. 

 

1.4.2.1.2. Fonctions biologiques 

PYO a de multiples rôles. Au niveau de la bactérie en elle-même, la molécule aurait un 
rôle essentiel dans la survie de PA dans des conditions anaérobiques [65], ainsi qu’un rôle de 

tampon redox dans le milieu intra et extra cellulaire [66]. Bien qu’elle soit un métabolite secon-

daire, PYO a un rôle important dans le QS de PA. En effet, elle contrôle, durant la phase station-
naire de croissance, différents gènes appelés « PYO-stimulation ». Enfin, PYO est une toxine très 
efficace de PA. Elle a un rôle lors des infections aiguës et chroniques, car elle empêche la proli-
fération des lymphocytes, induit l’apoptose des granulocytes neutrophiles [67] et endommage les 
cellules épithéliales [47]. Son mode d’action est complexe. PYO accepte directement les électrons 

de donneurs d’électrons comme NADPH, et génère par la suite des dérivés réactifs de l’oxygène 

(ROS : Reactive oxygen species) comme l’eau oxygénée ou l’ion super oxyde O2- qui a leur tour 
attaquent les espèces redox de la cellule, et la soumettent à un stress oxydatif [68]. Le stress 
oxydatif a aussi des effets sur le système de régulation du Ca2+ : d’importantes quantités sont 

relarguées provenant des réserves de la cellule [68]. Or Ca2+ est important pour réguler le méca-
nisme de transport des ions de la cellule, la production de mucus ainsi que l’activité des cils des 

cellules épithéliales dans le cas d’infection pulmonaire [68]. Certaines études montrent que le 
PYO agit directement au niveau du transport en vésicule de l’ATP ce qui cause une multitude de 

perturbation de la cellule [68]. 
 

1.4.2.1.3. Moyens de détection classiques et concentrations in vitro de 

pyocyanine  

La détection et quantification de PYO est faite soit par des méthodes de chromatographie 
associées ou non à la spectroscopie de masse, soit plus simplement par spectroscopie d’absorption 

moléculaire après extraction dans HCl ou dans le méthanol [64] ou directement dans le milieu de 
culture [69].  

Le profil de concentration de PYO au cours de la culture est similaire à celui de PQS 
discuté dans le paragraphe 1.4.1.2. La détection commence en fin de phase exponentielle, la con-
centration se stabilise en phase stationnaire (Figure 1-18). D’autres publications rapportent une 

baisse de la concentration de PYO au lieu d’une stabilisation [70]. Les concentrations rapportées 
dans la littérature varient, comme pour PQS et HHQ, beaucoup selon les souches et les conditions 
de culture. Pour la souche PAO1, des valeurs allant de 6µM [71] à 60µM [72] sont rapportées 
après 10h de culture. Il semble néanmoins reconnu que la souche PA14 produit plus de PYO que 
PAO1 [71], [73] 
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Figure 1-18 : Production de PYO (par HPLC) et densité bactérienne pour les souches 

PAO1 et PA14 au cours de la culture, extrait de [71].  

L’influence du milieu de culture sur la production de PYO est documentée. Ainsi, des 
milieux permettant une production maximale de PYO ont été mis au point (par exemple le King’A 

broth [74] ou le Ingram and Blackwood broth [64]). Les milieux avec peu de phosphate donne 
plus de PQS mais aussi de PYO [57]. A contrario, s’il n’y a pas ou peu de fer dans le milieu, une 
baisse de production de PYO est enregistrée [65], comme dans le milieu minimal MOPS (milieu 
de culture peu chargé en sel contenant tampon du 3-(N-Morpholino)-propanesulfonique acide).   

1.4.2.2. Détection électrochimique 

Contrairement à HHQ et PQS, PYO est très étudiée en électrochimie. La première pu-
blication concernant PYO est celle de Friedhem et al. [61] en 1931. Elle détermine par titration 
électrochimique le potentiel de la réaction redox en fonction du pH (Figure 1-19). Au-dessus du 
pKa de PYO, une seule réaction redox est rapportée. Celle-ci met en jeu des H+ car son potentiel 
dépend du pH. En dessous du pKa, il y a 2 réactions redox, l’une mettant en jeu un proton et 

l’autre non.   

Figure 1-19 : Relation pH-potentiel redox pour PYO par rapport à une électrode au calo-

mel saturée, extrait de [61] 

Il faut ensuite attendre 1996, pour que Vukomanovic et al. [75] détectent pour la pre-
mière fois PYO par voltampérométrie par re-dissolution dans le surnagent de PA et relancent 
l’intérêt porté à la molécule. Entre temps, seule une étude de la molécule dans l’acétonitrile en 

réduction apparait dans la littérature [62]. L’équation redox de PYO a été déterminée récemment, 
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en 2008, par l’équipe de Wang et al. [76]. PYO échange 2 électrons et 2 protons comme indiqué 
dans la Figure 1-20 ci-dessous.  

Figure 1-20 : Réaction redox de pyocyanine. 

L’étude de PYO comme biomarqueur de PA ne connait un grand engouement que depuis 

très récemment en 2009 avec l’étude de Bukelman et al. [77]. Dans celle-ci, la molécule est suivie 
en DPV sur une l’électrode en graphite au cours de la culture après inoculation de PAO1 à OD 600 
0,015 dans du LB (Figure 1-21). L’équipe rapporte alors que PYO est la seule molécule détectable 

en CV dans le surnageant entre -0.6 et +0.7 V.  

Figure 1-21 : DPV au cours de la culture de PAO1 dans du LB : a) 220 min, b) 409 min, 

c) 478 min, d) 530 min, e) 560 min, f) 621 min, g) 655 min de culture, extrait de [77]. 

Un an après, Sharp et al. [78] rapportent que PYO subit une seconde oxydoréduction à 
haut potentiel qui conduit à une irréversibilité des cycles (Figure 1-22). Néanmoins, lorsque le 
balayage s’arrête avant le potentiel de cette seconde oxydation, PYO est très réversible. La réac-

tion à haut potentiel est interprétée comme une oxydation phénolique qui conduit à la polyméri-
sation de la molécule à la surface de l’électrode.  

Figure 1-22 : CV de PYO sur différentes fenêtres de balayage, extrait de [78].  
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Les publications parues ensuite suivent 2 voies différentes : explorer le potentiel de PYO 
comme biomarqueur de PA ou utiliser l’électrochimie pour mieux comprendre où et quand PYO 

est produit par la bactérie.  
Les travaux utilisant l’électrochimie pour localiser la production de PYO commencent 

en 2011 avec l’équipe de Koley et al. [79], de l’université du Texas à Austin, qui ont suivi le 

gradient de concentration PYO au-dessus d’un biofilm de PA grâce à une microélectrode. Ils ont 

pu ainsi déterminer son état redox en fonction de la localisation : loin du biofilm, il y a la forme 
oxydée majoritairement, près du biofilm, la forme réduite (Figure 1-23a). Avec la même tech-
nique, cette équipe a étudié la communication entre 2 micro-colonies de PA, l’une qui peut pro-

duire PYO mais pas ses précurseurs et l’autre qui produit seulement les précurseurs [80]. La 
diffusion des précurseurs permet finalement la production de PYO par la micro-colonie qui ne les 
a pas. Cette idée d’image localisée de la production a ensuite été reprise dans les articles de Bellin 
et al., de Columbia University, en 2014 [81] et 2016 [82]. Dans ces articles, les auteurs dévelop-
pent une puce CMOS pouvant faire une image de la concentration de PYO (Figure 1-23b) et 
d’autres phénazines localisées dans l’espace (60 pixels [81] puis 1824 [82]). Ils arrivent de cette 
manière à cartographier la production des phénazines, certaines étant détectées sur toute la surface 
de la colonie comme PYO (Figure 1-23b), d’autres seulement sur le pourtour. 

Figure 1-23 : a. Etat d’oxydation de PYO selon la distance de mesure au-dessus d’un 

biofilm de PA [79] ; b. Concentration de PYO dans un biofilm de PA à 30h de culture 

[82]  

Les travaux concernant l’utilisation de PYO comme biomarqueurs de PA viennent 

presque tous du groupe du professeur Goluche à Northeastern University. Ainsi, ils ont commencé 
par vérifier en 2014 [83] que la détection de PYO était possible dans différents fluides biologiques 
sains (sang, urine, crachat, lavage bronchique : Figure 1-24 a). La limite de détection obtenue est 
autour de 0,1µM selon les fluides. Dans ce même article, ils ont aussi vérifié que les bactéries E. 

coli, S. aureus, S. epidermis, et B. cereus ne produisent pas d’autres espèces redox pouvant donner 

lieu à un pic à un potentiel proche de celui de PYO, et ainsi être un interférent pour la détection 
de PYO. Dans une autre puplication, la même équipe a essayé d’optimiser le milieu de culture de 

PA en ajoutant des acides aminés pour accélérer la croissance de PA et donc la production de 
PYO afin de détecter la bactérie plus rapidement [84]. Ils ont montré que dans un milieu de crois-
sance riche (le TSB), l’ajout d’acides aminés ne permet pas de réduire le temps avant la détection 

de PYO mais seulement d’augmenter sa concentration. Le temps avant la détection de PYO 
semble dépendre seulement de la quantité de cellule de l’inoculum du départ. Ce fait n’est pas 
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surprenant car PYO n’est produit que quand les bactéries sont assez nombreuses pour mettre en 

place une stratégie d’attaque. La première étude clinique a auss i été réalisée par cette équipe en 
2016 [85] : l’exsudat de 12 patients ayant une plaie ouverte  a été analysé. Pour chaque échantillon, 
deux méthodes sont confrontées pour évaluer la présence de PA. La première, qui joue le rôle de 
méthode de référence, est l’analyse génomique de la séquence ARN 16S. La seconde est la re-

cherche par électrochimie de la présence de PYO. PYO est évalué comme présent si un pic d’au 

moins 0,03µA est détecté dans le voltammograme de l’exsudat. Un exemple de voltammograme 

obtenu en voltampérométrie à signaux carrés de potentiel (SWV pour Square Wave Voltammetry) 
pour un échantillon classé positif est présenté dans la Figure 1-24b. Pour cette première étude, 
une sensibilité de 71% et une spécificité de 57% ont été obtenues.  

Figure 1-24 : a. SWV avant et après inoculation (0h et 24h) de PA14 dans du lavage 

bronchique sain [84] ; b. SWV d’exsudat de plaie de patient contenant PA [85] 

1.4.2.3. Autres molécules de la même famille 

PYO n’est pas la seule phénazine produite par PA. Sa voie métabolique de production 

ainsi que les autres molécules en résultant sont présentées sur la Figure 1-25. L’acide phénazine-
1-carboxylique (PCA) est dérivé de l’acide chorismique par l’action de l’opéron PhzA -G. Il est 
le précurseur commun de la phénazine-1-carboxamide (PCN), de la 1-hydroxyphénazine (1-
OHPHZ) et de l’acide 5-methylphénazine-1-carboxylique (5-MCA), par l’action respective de 

PhzH, PhzS et PhzM. C’est la 5-MCA qui va donner PYO par l’action de PhzS et la 2-amino-6-
carboxy-10-methylphenazinium bétaïne (Aeruginosin A) par l’action de l’ammoniac  [86].  
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Figure 1-25 : Production par Pseudomonas aeruginosa de PYO et de sa famille, adapté 

de [47] et de [87]. 

Toutes ces molécules ont une activité redox, elles échangent 2 électrons et 2 protons 
comme PYO [76], [81], [87]. Le Tableau 1-2 regroupe leurs propriétés.   

Tableau 1-2 : Propriétés des autres phénazines produites par PA 

Nom Couleur E0 vs Ag/AgCl à pH 7 (mV) Produit par 

PCA 
 

jaune -316 [76] 
PA 

Pseudomonas fluorescens 

Pseudomonas aureofaciens 

PCN vert -340 [76] 
PA 

Pseudomonas chlororaphis 

1-OHPHZ vert -274 [76] 
PA 

Pseudomonas fluorescens 

5-MCA rouge ? -105 [81] PA 

Aeruginosin A rouge -344 [87] PA 

Les productions de PCA, PCN et 5-MCA ont été étudiées en détails par Bellin et al. en 
2014 [81] et 2016 [82], de Columbia University. Ils obtiennent les concentrations de ces molé-
cules dans le biofilm de la même manière que présentée dans le paragraphe 1.4.2.2 pour PYO. 
Lors de l’étude de la souche PA14, les auteurs ont montré que seules la 5-MCA et PYO sont 
présentes en quantité suffisante pour être détectées (Figure 1-26). Leur répartition dans le biofilm 
est équivalente : légèrement moins concentrée au centre que sur les bords. En utilisant plusieurs 
mutants phzM de cette même souche, ils ont pu mettre en évidence la production de PCA et PCN. 
Pour OHPHZ et Aeruginosin A, seule l’électrochimie en solution modèle a été étudiée.  
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Figure 1-26 : Concentration de 5-MCA, PCA et PYO dans un biofilm de PA à 30h de cul-

ture [82]  

 

1.4.3. 2’-aminoacétophénone 

La 2’-aminoacétophénone est un petit composé aromatique volatil de masse molaire de 
135,16g/mol. Elle donne une odeur de raisin lors de la croissance de PA. 

1.4.3.1. Biologie 

 

1.4.3.1.1. Souches produisant la 2’-aminoacétophénone 

Une production de 2-AA a été rapportée pour 20 souches de PA [88], mais aussi pour 
Burkholderia thailandensis [36] et dans de faibles quantités (pM) pour certaines souches de S. 

aureus et E. coli [88]. Les bactéries H. influenzae, L. pneumophila, M. multivorans, P. fluores-

cens, B. multivorans, S. pneumoniae et A. fumigatus [88] ainsi que P. cepacia, P. maltophilia, E. 

cloacae [89] n’en produisent pas. Comme HHQ, la 2-AA n’est pas spécifiquement produit par PA 
mais fait tout de même partie de la signature électrochimique de la bactérie.  

 

1.4.3.1.2. Fonctions biologiques 

La 2-AA est détectée dans l’air au-dessus des cultures de PA du fait de sa pression de 
vapeur saturante importante. C’est un dérivé du tryptophane, dont la production est contrôlée par 

le facteur de transcription pqsR [36]. Son effet le plus remarquable est de rendre PA mieux toléré 
par l’hôte qui lui survit plus longtemps [37]. D’autre part, elle permet le passage d’une infection 

aiguë à une infection chronique [36]. Pour cela, la 2-AA réduit l’activation des effecteurs du 

système immunitaire de l’hôte [37], baisse l’activation de l’opéron pqsABCD, et réduit la produc-
tion de HHQ et PQS et des facteurs de virulence associés [36].  

1.4.3.2. Moyens de détection classiques et concentrations in vitro 

Comme pour les molécules précédentes, le moyen de détection classique est la LC/MS. 
Comme attendu, la production de 2-AA suit celle de PQS et HHQ [36]. Elle apparait en début de 
phase stationnaire (Figure 1-27). 



Chapitre 1 : Etat de l’art des méthodes d’identifications de bactéries et contexte de la thèse  

 

46 

Figure 1-27 : Evolution de la concentration de PQS, HHQ et 2-AA comparée à l'évolution 

de la densité optique, extrait de [36] 

La concentration mesurée de 2-AA dépend beaucoup de la composition du milieu de 
culture [89] (Figure 1-28). Elle peut être optimisée, notamment par l’ajout de tryptophane, son 

précurseur direct [89]. Le milieu très classique LB semble mener à peu de production de 2-AA 
[36]. 

Figure 1-28 : Production de 2-AA dans divers milieux avec ajout ou non de tryptophane, 

extrait de [89] 

1.4.3.3. Détection électrochimique 

Deux publications traitent de l’électrochimie de la 2-AA. Tout d’abord, Stratan et al. en 
2004 [90] ont relevé les oxydations et réductions de la 2-AA dans 0,2M de HCl avec une électrode 
de carbone vitreux. Au cours de la mesure, il y a polycondensation. Lors du premier cycle, il y a 
seulement une oxydation à +1,20V. Ensuite d’autres pics sont rapportés. Les  pics d’oxydation 

sont à : +0,62V, +0,70V et +1,18V et les pics de réductions à +0,17V et +0,02V. Plus tard, Metters 
et al. [91] ont étudié l’espèce sur carbone vitreux, diamant dopé au bore et platine (Figure 1-29) 
dans le but de faire de la détection de PA dans le souffle des patients ayant la mucoviscidose. Le 
comportement de polycondensation est confirmé. 



Chapitre 1 : Etat de l’art des méthodes d’identifications de bactéries et contexte de la thèse  

 

47 

Figure 1-29 : Voltampérométrie cyclique de la 2’-aminoacétophenone 60mM, extrait de 

[91].  

 

1.4.4. Détections simultanées de molécules de plusieurs familles 

Avant le début de cette thèse, aucune publication concernant la détection simultanée de 
plusieurs molécules sécrétées par une bactérie n’était parue. Depuis, 2 publications sont parues 

en plus de celles tirées du travail de cette thèse. La première est celle de l’équipe de Seviour et 

al., de l’université technologique de Nanyang à Singapour, [59]. Les auteurs analyses en DPV (-
0,7/+0,5V) des cultures de PAO1 au cours de la croissance des bactéries. L’analyse est effectuée 

au cours de la culture (0, 5, 10, 15 et 20h) et in situ. Les voltampérogrammes obtenus (Figure 
1-30a) montrent 3 pics majeurs : PYO vers -0,21V ; PQS vers +0,25V et un troisième pic, non 
étudié car non présent lorsque le surnageant de culture est filtré, vers +0,11V. Les concentrations 
de PYO et PQS sont estimées, après dilution par 5 du surnageant, par la méthode des ajouts dosés. 
La concentration de PYO et de PQS augmente pendant les 20h de l’expérience. La seconde pu-

blication est de l’équipe de l’université de Cork en Irlande. Dans cette publication [92], les auteurs 
détectent PYO, PQS et HHQ produit par la souche PA14 avec une électrode de diamant dopé au 
bore par SWV (-0,35V/+1,5V). Leur détection n’est pas in situ : ils extraient les molécules d’in-

térêt par double extraction (liquide-liquide avec de l’acétate d’éthyle acidifié avec de l’acide acé-

tique et solide-liquide), puis ils les remettent en solution dans un mélange de tampon acétate à 
pH 5.0 et d’acétonitrile à 20%. Après cette préparation, les 3 molécules sont b ien détectées (Fi-
gure 1-30b). La concentration de HHQ est forte au début de l’expérience puis décroit après 6h de 

culture. Les concentrations de PQS et PYO augmentent plus tard et restent croissantes pendant 
les 8h de culture. Ces évolutions sont cohérentes avec celles déjà rapportées par des méthodes 
classiques.  
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Figure 1-30 : a. Voltampérogrammes par DPV obtenus au cours de la croissance de 

PAO1 (0, 5, 10, 15, 20h), extrait de [59] ; b. Voltampérogrammes par SWV après ex-

traction des molécules du surnageant de culture de PA14 à 5, 6, 7 et 8h, extrait de [92].  

 

1.5. Les objectifs de la thèse  

Le premier objectif de la thèse est de répondre à la question de l’intérêt de l’analyse 

électrochimique de surnageant de culture de PA dans une visée d’identification de la bactérie. 

Pour cela, 4 molécules, très différentes en termes de famille chimique mais aussi de rôles biolo-
giques et de moment de production ont été sélectionnées. Ces molécules ont été étudiées de ma-
nière complète d’un point de vue électrochimique dans des solutions modèles. Ces résultats seront 

présentés dans le Chapitre 2. Ce même chapitre présente aussi l’analyse de surnageant de plusieurs 
souches de PA. Suites à ces expériences, nous avons exploré une voie devant permettre une meil-
leure détection de ces molécules dans le surnageant. Cette voie utilise le polymère conducteur 
poly(3,4-éthylènedioxythiophène):poly(styrène sulfonate) (PEDOT:PSS) comme électrode de 
travail. Ce polymère est connu pour amplifier le signal de molécules organiques. La détection des 
métabolites de PA ainsi que l’analyse de son surnageant avec une électrode de PEDOT:PSS sont 

présentés dans le Chapitre 3. Le Chapitre 4 s’intéresse à la mise en forme du PEDOT:PSS en une 

électrode 3D macroporeuse. L’idée est d’amplifier encore la détection en augmentant la surface 

d’échange de l’électrode mais aussi en confinant les bactéries dans l’électrode . Le Chapitre 4 
présente les résultats sur la fabrication de l’électrode 3D, l’optimisation de sa composition et la 

détection d’espèces redox. Le Chapitre 5, pour sa part, explore les étapes permettant de passer de 

cette électrode macroporeuse qui détecte les espèces redox en solution modèle à un dispositif 
intégré permettant la croissance de bactéries à l’intérieur de l’électrode ainsi qu’une détection in 

vitro. 
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CHAPITRE 2 

Electrochimie sur carbone 
vitreux de métabolites de P. 
aeruginosa et analyse de 
surnageants de culture 
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Chapitre 2 Electrochimie sur carbone vitreux 

de métabolites de P. aeruginosa et 

analyse de surnageants de culture 
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2.1. Contexte de l’étude électrochimique 

Comme nous l’avons vu précédemment dans le Chapitre 1, la bactérie Pseudomonas 

aeruginosa (PA) sécrète de nombreuses molécules. Parmi celles-ci, plusieurs ont un comporte-
ment redox et peuvent ainsi être détectées par électrochimie. Excepté la toxine Pyocyanine (PYO), 
leur comportement redox a peu été étudié. De plus, pour plusieurs de ces molécules aucune réac-
tion redox n’est rapportée dans la littérature. Le premier objectif du travail de cette thèse a été de 

caractériser de manière approfondie les 4 molécules sélectionnées dans le Chapitre 1. Pour ces 
analyses électrochimiques, une électrode classique a été choisie  : l’électrode de carbone vitreux 

(GC pour Glassy Carbon). Cette électrode, très bien caractérisée en électrochimie, possède une 
bonne réponse électrochimique sur une large gamme de potentiel. De plus, le carbone favorise 
l’adsorption des espèces organiques à cause de la présence de cycles carbonés ce qui peut aider à 
la détection de certaines des espèces choisies. 
 

2.2. Electrochimie sur carbone vitreux des 4 métabolites sélectionnés  

 

2.2.1. Avant-propos 

Pour bien caractériser les 4 espèces sélectionnées, nous avons commencé par les étudier 
de manière approfondie en solutions modèles. L’étude a été réalisée, tout d’abord, dans un solvant 

aprotique, l’acétonitrile. L’étude du comportement des espèces en absence de proton permet de 

séparer les réactions d’oxydoréduction présentes pour proposer plus facilement les mécanismes 

redox mis en jeu. L’acétonitrile est choisi pour sa grande fenêtre électrochimique, qui permet des 
analyses sur une large gamme de potentiel.  
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La seconde étape a été d’étudier ces mêmes espèces dans des solutions salines. Pour les 

études à pH physiologique, un tampon phosphate salin commercial (le PBS pour Phosphate Buffer 

Saline) a été utilisé. Pour les analyses à d’autres pH, des tampons ont été ajoutés à une solution 

aqueuse de 171mM de NaCl. Cette concentration correspond à 10g/L de sel, ce qui est utilisé dans 
le milieu de culture bactérien classique LB-Miller.  

Le paragraphe ci-dessous regroupe les principaux résultats obtenus. Ces résultats ont été 
acceptés par la revue Electroanalysis.  

 

2.2.2. Résultats principaux : publication n°1 

Electrochemical characterizations of four 

main redox-metabolites of Pseudomonas 

aeruginosa  
Julie Oziat,a,b Maxime Gougis,a George G. Malliaras,b Pascal Mailley,a* 

a CEA, Leti, MINATEC Campus, F-38054 Grenoble, France. 
b Department of Bioelectronics, Ecole Nationale Supérieure des Mines de Saint -Etienne, F-13541 Gardanne, France. 
* e-mail: pascal.mailley@cea.fr 

Abstract 

Bacterial identification is of first importance in clinic nowadays. For few years, electro-
chemistry appears as a reliable route for characterizations outside of laboratories. Nowadays, 
researchers mainly focus on the opportunistic pathogen Pseudomonas aeruginosa because of its 
production of the Pyocyanin toxin which has an electrochemical case study behavior. Other P. 

aeruginosa secreted molecules are also studied in a lesser extent. This work deals with the sys-
tematic electrochemical characterizations in aprotic and protic solvents of 4 main metabolites of 
this bacterium in the view of multispecies detection of P. aeruginosa. We report here the behavior 
of the 2-Heptyl-4(1H)-quinolone (HHQ), Pseudomonas Quinolone Signal (PQS), Pyocyanin 
(PYO) and the 2'-aminoacetophenone (2-AA). All the mentioned species are clearly visible by 
using electrochemical techniques (cyclic and square wave voltammetries). The 2 most suitable 
species for electrochemical detection appear to be PQS and PYO because of their detection at low 
potential. 

Introduction 

Pseudomonas aeruginosa is a gram-negative bacterium that focuses tremendous atten-
tion these last decades. Indeed, such opportunistic human pathogen is one of the major microor-
ganism responsible for nosocomial infections in Europe [28]. Patients in intensive care units or 
suffering from burning, cancer or immunodeficiency present high risk of P. aeruginosa infection. 
For example, it infects chronically more than 70% of cystic fibrosis patients who are over eighteen  



Chapitre 2 : Electrochimie sur carbone vitreux de métabolites de P. aeruginosa et analyse de surnageants de culture 

 

52 

[5]. In addition to its pathogenicity, P. aeruginosa exhibits high intrinsic and acquired resistance 
to antibiotic making its eradication complicated.  

According to the aforementioned statement, some works were dedicated to the early de-
tection of P. aeruginosa using complex biochemical and/or physicochemical methods (see [93], 
[94] for example or recent works). However, P. aeruginosa was longer known as “Bacillus pyo-

cyaneus” due to its ability at producing the colored metabolite pyocyanin (PYO). Indeed, PYO 

represents an ideal biomarker since, it is specifically secreted by P. aeruginosa [64] and 98% of 
P. aeruginosa strains secrete this molecule (according to [95] that has reported study made on 
835 clinical samples). Thereby, PYO was early used as colorimetric indicator of P. aeruginosa 
presence in bacterial cultures [96]. Interestingly, PYO is also a redox active compound [61] and 
its electrochemistry was first implemented to characterize the presence of P. aeruginosa in bac-
terial culture by Vukomanovic et al. in 1996 [75]. Away from PYO, P. aeruginosa (as all bacteria) 
secrete a range of (bio)molecules in their culture medium. These (bio)molecules include compo-
nents of the bacterial quorum sensing (QS), virulence factors or small metabolites issued from 
bacterial function. 

QS molecules rely on small biomolecular species including organic molecules such as 
Pseudomonas Quinolone Signal (PQS), lipids such as rhamnolipids or small proteins. The afore-
mentioned species, also known as autoinducers, are secreted by the bacterium within the culture 
media during growth and act as communication/regulation entities. The latter are specific from 
the bacterial machinery and play an important role on the development and the regulation of the 
bacterial colony [27], [97]. Thereby, many works are dedicated to their detection in bacterial 
supernatant using analytical methods such as LC-MS [49], [36], [60], [70] and to the understand-
ing of their impact on bacterial growth. 

P. aeruginosa also generates secondary metabolites in the culture supernatant including 
virulence factors (such as PYO) and small molecules (such as the 2’-aminoacetophenone). These 

small molecular units are strongly involved in the pathogenicity of the bacteria but also play a 
secondary role on the bacterial regulation machinery. 

As already mentioned for PYO, electrochemistry could be used for the characterization 
of molecular species secreted by the bacterium. Indeed, if PYO remains the main studied redox 
probe, other molecular species present an electrochemical activity.  

First of all, phenazine derivatives from PYO family were already reported including 
phenazine-1-carboxamide, phenazine-1-carboxylic acid, 5-methylphenazine-1-carboxylic acid 
[81] and 1-hydroxyphenazine [42]. Away from phenazine family, two alkyl-quinolones, 2-hep-
tyl-4(1H)-quinolone (HHQ) and Pseudomonas Quinolone Signal (PQS), that are part of the main 
P. aeruginosa autoinducers [32], can be detected in the bacterial culture supernatant [58]. Some 
articles also report the presence of secreted species including 2’-aminoacetophenone (2 -AA), a 
highly volatile metabolite which gives PYO grape-smell [91] and (2-hydroxyphenyl)-thiazole-4-
carbaldehyde, a molecule recently identified in the P. aeruginosa QS for its role under time of 
stress [98].  

However, even if these molecules were already electrochemically detected, their elec-
trochemical behavior, except PYO, is only partially known. Thereby, this contribution aims at 
fully characterize model species of the secretome in the view of using electrochemistry as a quan-
titative analysis tool for bacterial contain. Four molecules that were already identified in P. ae-

ruginosa secretome (Figure 2-1) were chosen including HHQ (autoinducer), PQS (autoinducer), 
PYO (virulence factor) and 2-AA (small metabolite).  
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Accurate electrochemical detection of P. aeruginosa requires the detection of more than 
one biomarker (e.g. PYO) to obtain reliable bacterial identification. Thereby such an identifica-
tion necessitates the electrochemical co-detection of all the biomarkers of interest [59], [99], [92] 
and further their complete electrochemical characterizations . 

Figure 2-1: The four Pseudomonas aeruginosa metabolites studied in this work. 

Experimental 

Chemicals and reagents 

All the chemicals and reagents were purchased from Sigma-Aldrich with the highest 
purity grade and used without any further purification. Stock solutions of 2-Heptyl-4-quinolone 
(HHQ) 10mM, Pseudomonas quinolone signal (PQS) 12.7mM, Pyocyanin (PYO) 8mM and 
2’-aminoacetophenone (2-AA) 40mM were prepared in acetonitrile (ACN), aliquoted and stored 
in freezer (-20°C). Diluted solutions were prepared through dilution of stock solutions in adequate 
media: ACN containing 0.1M Tetraethylammonium Tetrafluoroborate (TEABF 4) as electrolyte 
or PBS solution. For measurements at different pH, buffers were all prepared with ultra -purified 
water (Milli-Q system) containing NaCl (10mg/mL) and buffer reagents. These buffers are com-
posed according to the pH scale: pH 2 to 5 mixtures of acetic acid and sodium acetate; pH 5 to 8 
mixtures of sodium phosphate dibasic and sodium phosphate monobasic; pH 8 to 10 mixtures of 
borax and hydrochloric acid or sodium hydroxide.  

 Molecular simulations of the tautomeric forms of organic species were made with the 
Calculator Plugins of MarvinSketch software (Marvin 14.7.28, 2014, ChemAxon). 

Electrochemical measurements 

All electrochemical measurements were made with a home-made three-electrode Teflon 
cell. Working electrodes were Glassy Carbon (GC) electrode (1mm diameter). Reference elec-
trodes were non-aqueous reference system (Ag/Ag+) in organic media, and classical Ag/AgCl 
electrode ([KCl] 3M) for aqueous measurements. Counter electrode was a platinum foil.  

Working electrodes were polished between each measurement series with a 1µm dia-
mond paste (RadioSpares). Then, they were rinsed with ultra-purified water, ethanol and ultra-
purified water once again. All electrochemical measurements were performed with a µAUTOLAB 
III potentiostat (Autolab Bv, The Netherlands) equipped by Nova 1.10 software using either cy-
clic (CV) or square wave (SWV) voltammetries. In ACN, prior to each measurement campaign, 
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the reference electrode was calibrated according to the ferrocenemethanol (FcMeOH) half -wave 
potential using CV. Potential without further indication are referred to the Ag/AgCl reference 
system.  

Results and Discussion  

Electrochemical characterization of the redox metabolites 

The four metabolites studied here (HHQ, PQS, PYO and 2-AA) are known as part of P. 

aeruginosa secretome and were studied in depth in the view of deeper understanding for efficient 
electrochemical sensing of P. aeruginosa. However, if PYO was rather well studied, the electro-
chemical characterization of the 3 other metabolites is less known and requires complementary 
studies to use them as electrochemical biomarkers of P. aeruginosa. By the way, the herein work 
describes the electrochemical characterization of the four selected metabolites following a recur-
rent electrochemical protocol including first voltammetric characterization of the metabolite in 
aqueous media and aprotic solvent and secondly the study of the effect of the surrounding pH on 
the metabolite electrochemical response. The former electrochemical characterization allows at 
providing clear electrochemical redox mechanism for further identification of the detected me-
tabolite in bacterial supernatant while the latter assay would allow at predicting the redox poten-
tial of the studied species according to the evolution of the pH generated by bacterial colonization. 
These characterizations are completed by the study of the impact of each metabolite concentration 
on their voltamperometric response amplitude to draw the associated calibration curves . 

Electrochemical behavior of 2-Heptyl-4-quinolone (HHQ) 

The cyclic voltammetry (CV) of HHQ in neutral PBS aqueous media (Figure 2-4a) shows 
only one purely irreversible oxidation wave at high potential around +0.99V over the first CV 
scan. This electrochemical behavior is consistent with reported first experiments on HHQ [58], 
[92] whereas they observed the oxidation wave at a rather higher potential of +1 .351V (pH 5). 
This large difference in potential could be explained by the nature of the electrode material: boron 
doped diamond which is known to generate slight over-potential especially when partially oxi-
dized in surface [100]. 

The evolution of the oxidation peak amplitude with the scan rate shows a linear increase 
with the square root dependency indicating a purely diffusional process without adsorpt ion of 
HHQ on the electrode surface (data not shown). Otherwise, on GC electrode, the observed oxida-
tion peak hugely decreases (-83%) in intensity over the second CV scan. This behavior suggests 
that the irreversible oxidation of HHQ generates strong surface fooling due either to the direct 
precipitation of the generated species, either to more complex dimerization/polymerization pro-
cess.  

Since electrochemical measurements are strongly influenced by the solution pH (and in 
the view of bacterial detection, this pH evolved with bacterial growth), we studied the influence 
of pH using square wave voltammetry (SWV). Thus, SWV of HHQ (50µM) was made on a large 
pH range, from 3.4 to 10.42 (Figure 2-4b). The oxidation peak of HHQ shifts in potential accord-
ing to pH with a linear behavior on all the pH tested range. The slope of the regression curve is -
57.6 ± 3.6 mV/pH unit and is consistent with a Nernstian behavior ( -59mV at 25°C) for a redox 
reaction that implied as many protons as electrons. 
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To better understand the molecular behavior of HHQ under oxidation, we performed CV 
in ACN. Indeed, since ACN is aprotic, experiments in this media were made to separate each 
electron exchange according to the applied potential. Only one oxidation peak was found near 
+1.2V vs FcMeOH (insert Figure 2-4a) which suggests the exchange of one electron. Thereby, 
according to the molecule shape, we made the hypothesis of an oxidation reaction in aqueous 
media that involves the exchange of one electron and one proton on the aromatic nitrogen  (see 
Figure 2-2). The electrochemical oxidation of HHQ would produce a radical species which is 
chemically active and may undergo further chemical coupling and electrode fouling. Otherwise 
one can noticed that a resonance can be observed on the position of the radical, according to 
molecular simulations, the oxygen radical species being the main component  (see Figure 2-3). 

Figure 2-2: Postulated HHQ redox reaction. 

Figure 2-3: Simulated tautomeric equilibrium of HHQ oxide form. 

Figure 2-4: a. Two first cycles of Cyclic voltammetries (50mV/s) of 50µM HHQ in PBS on 

GC working electrode; Insert: Cyclic voltammetries (50mV/s) of 1mM HHQ in ACN with 

0.1M TEABF4 on GC working electrode; b. Square wave voltammetries (step 5mV, ampli-

tude 10mV, frequency 2Hz) of 50µM HHQ in NaCl 171mM and pH buffer on GC working 

electrode; Insert: Extracted peak potential vs pH. 

Electrochemical behavior of Pseudomonas quinolone signal (PQS) 

CV of PQS (100µM) in neutral PBS aqueous solution (Figure 2-7a) shows one redox 
system with an oxidation peak at +0.233V coupled to a reduction wave at +0.178V. The oxidation 
peak intensity of PQS shows a non-linear dependency with the square root of the scan rate nor 
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with the scan rate, suggesting a slight adsorption behavior of the molecule at the electrode surface 
(data not shown). Oxidation and reduction peaks diverge in potential quickly when the scan rate 
increases (data not shown). This phenomenon strongly suggests that PQS sustains quasi-reversi-
ble redox reaction. Otherwise, the ratio of reduction to oxidation peak intensities equal to 0.53 at 
50mV/s indicates that the reaction is not fully reversible thus suggesting chemical coupling of the 
oxidation product leading to the formation of a non-reducible species. Such hypothesis is rein-
forced by the decrease of the reduction peak amplitude with CV scan rate until the complete 
disappearance of the reduction wave for scan rates lower than 10mV/s. Otherwise, both oxidation 
and reduction peak intensities fall between the first and 5 th CV scan. As already observed for 
HHQ, this comportment is consistent with electrode-surface fooling due to the precipitation of 
PQS oxidation products. These observations are consistent with the works of Seviour et al. [59] 
who have already reported an oxidation peak at similar potential for PQS and electrode poisoning 
in DMSO. On the other hand, Buzid et al. [92] have reported the presence of three oxidation 
waves for PQS at + 0.759 V, + 1.103 V and + 1.590 V at pH 5 on boron doped diamond electrodes. 
As already reported for HHQ, the first wave may correspond to the one observed at GC electrodes 
with a potential decay due to the different pH and the different electrode material.  

 When pushing SWV incursion potential toward higher oxidation values on GC elec-
trode, a complex set of four non-reversible oxidation waves become visible (Figure 2-16, supple-
mentary) between +0.45 and +1.1 V that may correspond to the other systems observed by Buzid 
et al. This behavior suggests that oxidized PQS goes through a series of complex electrochemical 
reactions. However, the repetition of these experiments shows that these peaks follow poorly 
reproducible behavior since shapes and intensities of each peak tend to change at each experiment. 
Due to this instability and also the high potential of detection close to the solvent wall, we pursued 
the electrochemical characterization of PQS only on the basis of the first quasi-reversible redox 
wave.  

The evolution of the first oxidation peak potential of PQS with pH was studied over 2.87 
to 10 pH range (Figure 2-7b). A linear dependence with pH was recorded with a slope 
of -66.3 ± 1.3 mV/pH unit slightly superior to the expected Nernstian behavior of -59mV/pH unit 
for redox reaction exchanging the same number of protons and electrons. According to  PQS mo-
lecular structure and on the basis of their biochemical characterization, Hausler et al.  [55] postu-
lated an electrochemical reaction involving the exchange of two electrons and two protons re-
spectively on the hydroxyl group in position 3 and on the aromatic nitrogen in position 1  (Figure 
2-5). 

Figure 2-5: Postulated redox reaction of PQS from [55]. 

To validate the aforementioned postulated reaction, we made CV in ACN (Figure 2-7c). 
Surprisingly, whereas two separated quasi reversible waves are expected, three reversible redox 
systems (at +0.41 / +0.10V vs FcMeOH for the first couple, +0.77 / +0.53V vs FcMeOH for the 
second and +1.24 / 1.05V vs FcMeOH for the third one) are visible on the CV. This result seems 
at first sight incoherent. However, molecular simulations suggest the existence of PQS tautomeric 
structures corresponding to the two following resonant forms (Figure 2-6). 
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Figure 2-6: Tautomeric forms of PQS. 

This resonant behavior shows clearly that there are three possible redox reactions asso-
ciated to the two OH functions and to the aromatic nitrogen corresponding to the final exchange 
of 2 electrons and 2 protons. This observation should corroborate the redox behavior of PQS 
proposed by Hausler et al. [55].  

Figure 2-7: a. Cyclic voltammetries (50mV/s) of 100µM PQS in buffered NaCl 171mM 

(pH 7.0) on GC working electrode; b. Cyclic voltammetries (50mV/s) of 30µM PQS in 

NaCl 171mM and pH buffer on GC working electrode; Insert: Extracted oxidation peak 

potential according pH, each point corresponding to the mean value of the 3 experi-

ments; c. Cyclic voltammetries (50mV/s) of PQS 1mM in ACN with 0.1M TEABF4 on GC 

working electrode. 

Electrochemical behavior of Pyocyanin (PYO) 

Conversely to the two-previous species, PYO redox behavior was more deeply studied 
in previous works reported in the literature [62], [77], [78].  

Figure 2-12a displays the electrochemical response of PYO (100 µM) obtained by CV 
(50 mV/s) in buffered aqueous NaCl solution at pH 5.6. The obtained voltammograms exhibits 
two well defined redox waves including one reversible system (ox1/red1) centered at -0.16 V and 
a purely irreversible oxidation wave (ox2) at a higher potential of +0.8V. When several cycles 
are made on the first reversible system (ox1/red1, Figure 2-12b), its voltammetric response shows 
nice reversibility over the 10 first cycles. By drawing the evolution of the peak current with the 
scan rate, we observed a pure diffusional comportment highlighted by the linear evolution of the 
peak current with the square root of the scan rate (data not shown). Otherwise, peak to peak 
potential difference (ΔEp PYO) was measured over the 10 first scans (Figure 2-12b) exhibiting an 
average value of 27 ± 2mV. This value is consistent with the theoretical value of 28mV obtained 
for purely reversible 2 electrons systems at 25°C. Our results are in accordance with previous 
works reported in the literature [77], [78], that report the reversible reaction (see Figure 2-8) 
which involves 2 electrons and two protons. This electrochemical behavior is also supported by 
the voltamperometric response of PYO in ACN that exhibits on GC electrode two irreversible 
oxidation waves ox1 and ox1’ (Figure 2-17, supplementary) and by early results issued from [62]. 
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Figure 2-8: Redox reaction of pyocyanin ox1/red1 couple from [77]. 

By pushing potential scanning over the second oxidation wave (ox2), the oxidation peak 
amplitude of the first reversible system rapidly drops (Figure 2-12a). Indeed, the oxidation peak 
sustains a quick decrease of its intensity of 32% after four cycles, then the amplitude stabilizes 
leading to the appearance of a new oxidation shoulder at higher potential of +0.03V. Conversely, 
the reduction wave amplitude remains stable. The irreversible wave ox2 sustains a severe decrease 
over the four first scans thus remaining more or less stable until the 10 th cycle. When oxidation 
potentials larger than +0.85V are reached, the molecule sustain phenolic oxidation leading to its 
electropolymerization at the electrode surface [78] (see Figure 2-9). This phenolic oxidation pro-
cess is also visible into the ACN voltammogram of PYO with the existence of a shoulder on the 
solvent front at a potential of +1.68V vs FcMeOH (Figure 2-17, supplementary). This is also 
supported in Sharp et al. article [78] by the rise of the ox1/red1 system upon cycling in water 
based media. This behavior corresponds to the accumulation of a PYO redox active polymer that 
is able to grow and exchange electrons owing to the reversible system ox1/red1. However, this is 
clearly not the case in the herein described work (Figure 2-12a) where we observed a decrease of 
the ox1 peak accompanied by the appearance of the aforementioned oxidation shoulder without 
any increase of the accumulated charge along cycling. In terms of film growth, the former behav-
ior suggests that, in our working condition, electropolymerization of the PYO polymer is limited 
probably due to the PYO concentration, the pH conditions and the electrode material. Concerning 
the appearance of the aforementioned shoulder, it is interesting to notice that in [78] this shoulder 
also appears. This behavior may be related to a difference of redox activity between the two 
oxidation sites of PYO due to polymer internal microenvironment and conformation. 

Figure 2-9: Redox reaction of poly(pyocyanin) after polymerization due to phenolic oxi-

dation of the molecule at high potentials from [78]. 

The evolution of PYO redox potential with pH was carried out for pH ranging from 1.5 
to 10.3. The voltamperometric responses of PYO recorded over the pH range 5.5 to 10.3 remain 
similar to the one recorded at pH 5.6 exhibiting one nicely reversible system (Figure 2-12b and 
c). In the aforementioned pH range, the oxidation peaks potential shifts following a linear behav-
ior (r = -0.998) with a slope of -54.5 ± 1.2mV/pH unit (Figure 2-12d). This value is close to the 
theoretical one given by the Nernst law of -59mV at 25°C for an exchange of two protons and 
two electrons and close to previously reported values (-55.1mV/pH unit [92]).  

For pHs lower than 5, one can see some change in the solution color that moves from 
blue to red. This behavior has been already observed by Friedheim et al . [61] and was attributed 
to PYO acidity (see Figure 2-10) that involves one H+ exchange at a pKa of 4.9 [62]. 
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Figure 2-10: Acid base equilibrium of pyocyanin from [62] and [61]. 

At pHs smaller than PYO pKa, the redox system (ox1/red1) associated to the reversible 
(2e-, 2H+) exchange of PYO splits gradually with pH into two peaks as shown in Figure 2-12c. 
This behavior starts with a clearly visible peak broadening at pH 4.4 as displayed on the CV of 
Figure 2-12c leading to complete peak splitting at pH 1.5. The evolution of both peak amplitudes 
with the scan rate show that the two electrochemically generated species remains in solution with 
a purely diffusional behavior (data not shown). Below PYO pK a, the potential of the highest oxi-
dation peak is pH-dependent with a likely similar slope than above PYO pK a (Figure 2-12d) con-
sistent with a 1 electron, 1 proton reaction. Conversely, the lowest one does not evolve with pH 
suggesting a pure electron transfer. These results totally match Friedheim et al. ones [61] that 
were obtained thanks to potentiometric titration experiments. Otherwise, by testing the influence 
of the scan rate at all tested pH down to 5, the low potential redox system, that involves pure  
electronic transfer, remains purely reversible whereas the second one exhibits a quasi -reversible 
behavior probably due to the chemical proton exchange. These results allow us to propose the 
following electrochemical mechanism (see Figure 2-11) for pHs lower than the pKa value. 

Figure 2-11: Postulated redox reactions of pyocyanin acid form (pKa = 4.9). 
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Figure 2-12: a. and b. Repetitive cyclic voltammetries (100mV/s) of 100µM PYO in 

171mM NaCl aqueous solution at pH 5.6 (phosphate buffer) on GC working electrode; c. 

Comparison of cyclic voltammetries (100mV/s) of 1mM PYO in 171mM NaCl aqueous so-

lution at different pH with GC working electrode; d. PYO oxidation peak potential ac-

cording pH for 1 or 0.1mM PYO aqueous solutions with 171mM NaCl and pH buffer on GC 

working electrode, species color information from [61]. 

 Electrochemical behavior of 2’-Acetaminophenon (2-AA) 

The voltamperometric characterization of 2-AA (2mM) was carried out in neutral PBS 
solution on GC electrode. The CV (Figure 2-14a) shows one strong irreversible oxidation peak at 
high potential near +0.95V. The same behavior was obtained on Pt electrode (data not shown) 
and was also reported by Metters et al. [91] on this electrode material. However, the amplitude of 
the recorded peak rapidly decreases with scanning. These phenomena strongly suggest the fouling 
of the electrode surface by the 2-AA oxidation product through the formation of a thin imperme-
able organic layer.  

Otherwise, the first oxidation leads to the appearance of new secondary redox systems 
over the first backward and second cycles. These peaks are visible on Figure 2-14a, but quickly 
disappear. To better see them, one cycle is performed until the half wave potential +0,82V after 
that cycles are stopped at +0.6V (Figure 2-14b). With this experiment, we clearly see one main 
oxidation peak near +0.36V and several small oxidation or reduction peaks at lower potentials 
(see arrows on Figure 2-14b). Metters et al. [91] also observed a couple of redox peaks at these 
potentials on screen printed carbon electrodes.  
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Mechanism is probably much similar to the one of aniline shown in (Figure 2-13). 

Figure 2-13: Postulated reaction for the 2-AA. 

Figure 2-14: a. Cyclic voltammetries (50mV/s) of 2mM 2-AA in PBS with GC working 

electrode; b. Cyclic voltammetries (50mV/s) of 2mM 2-AA in PBS on GC working elec-

trode after one cycle reaching +0.92V. 

 Electroanalytical results and discussion  

Figure 2-15 summarizes the CV of the four-studied species. All the species react at very 
different potential, except HHQ and 2-AA which have close oxidation potentials with a peak to 
peak difference of nearly 0.2V. This low potential separation makes their differentiation quite 
difficult. Moreover, their oxidation potentials are highly anodic. Thereby HHQ and 2 -AA oxida-
tion peaks may be partially hindered by water electrolysis and would be difficult but s till detect-
able and quantifiable in PBS. Bacterium culture media are formulated owing to the mixing of lot 
of chemical and biochemical species to allow growth. Some of these additives may interfere with 
the electrochemical detection of both target species at high potential which could make their de-
tection more difficult in real conditions. For 2-AA, the existence of identifiable secondary species 
at lower potential might be a solution to perform their quantification in supernatant. For HHQ, 
the unique possibility is to increase the pH of the supernatant to extract the peak from the back-
ground, but this method requires the buffering of the culture solution thus suppressing the ad-
vantage of electrochemistry for real time QS monitoring. We must insist in the fact that PYO and 
PQS are the only specific species to P. aeruginosa. Thereby their low potential detection and 
well-separated oxidation peaks show the potential of using electrochemistry as an easy and valu-
able tool for detection and quantification of the QS.  

The respective peak amplitudes of each four target molecules are also very different. 
PYO and HHQ peak amplitudes are very intense compared to PQS and 2-AA ones. This behavior 
relies on different parameters including the number of exchanged electrons, the reversibility of 
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the redox behavior or the diffusivity of the specie. The quantification of each species requires the 
drawing of a calibration curve in different pH conditions.  

The calibration curves of the 4 metabolites were recorded for concentration ranges that 
are consistent with real concentrations reported on literature [49], [36], [60], [70] and are dis-
played on Figure 2-15. All these curves are made in triplicate using SWV and optimal frequency 
for each metabolite. For each species, a linear behavior was found with a good correlation coef-
ficient. Standard deviation for each concentration are good for PYO and 2-AA, correct for HHQ 
but mediocre for PQS due to the low solubility of this species. Nevertheless, Figure 2-15 shows 
the good analytical comportment of the target species thus opening the way for further bacterial 
detection in supernatant media. 

Figure 2-15: Central figure: Cyclic voltammetries (50mV/s) of 100µM of: 2-Heptyl-4-

quinolone (HHQ), Pseudomonas quinolone signal (PQS), Pyocyanin (PYO) and 2’-amino-

acetophenone (2AA) in PBS on GC working electrode. Around: calibration curve of the 4 

metabolites make in SWV (step 5mV, amplitude 10mV, frequency on the figure) using 

optimal parameters and triplicate experiments. 

 Conclusions 

The electrochemical study of four electrochemical active metabolites of the bacter ium 
Pseudomonas aeruginosa was carried out (2-Heptyl-4-quinolone (HHQ), Pseudomonas Quino-
lone Signal (PQS), Pyocyanin (PYO) and 2'-aminoacetophenone (2-AA)). Experiments in the 
aprotic solvent ACN allows the confirmation of HHQ and PQS redox reaction. HHQ and 2-AA 
undergo irreversible redox reactions at high potentials near the solvent front. For 2 -AA, the elec-
trooxidation reaction is coupled to a strong fouling and generates adducts that can undergo iden-
tifiable secondary electrochemical reactions. Peaks linked with these reactions are detectable be-
low the solvent front thus making these adducts possible markers of 2-AA presence. PQS and 
PYO redox reactions are respectively partially-reversible and reversible and occur at low potential 
that make these two molecules good candidates for biomarkers of P. aeruginosa presence. More-
over, these 2 molecules are specifically produce by this bacterium. All the species exhibit linear 
behavior in all the studied concentration range which fit with concentration ranges cl assically 
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observed in culture conditions. Such behavior opens the way for further direct detection of P. 

aeruginosa secretome in bacteria supernatant. 
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Supplementary information 

Figure 2-16: Square wave voltammetries (step 5mV, amplitude 10mV, frequency 2Hz) of 

100µM PQS in PBS. Working electrode: glassy carbon, reference electrode: Ag/AgCl. 

Figure 2-17: First scans of cyclic voltammetries (100mV/s) of pyocyanin 1mM in ACN 

with 0.1M TEABF4 on GC working electrode. 
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2.2.3. Résultats complémentaires sur la détection de PQS 

D’autres résultats intéressants ont été obtenus concernant l’étude de la molécule PQS 

mais n’ont pas été inclus dans la publication en raison de leur importance moindre. Les para-
graphes ci-dessous les détaillent. 

2.2.3.1. Solubilité de PQS 

La longue chaine alkyle de PQS rend sa solubilisation difficile. Dans la littérature, la 
solubilité trouvée est de seulement 4µM dans l’eau distillée et de 19µM dans le milieu de culture 
LB [31]. Ces valeurs sont faibles par rapport aux concentrations de PQS attendues en conditions 
réelles de culture : jusqu’à 323µM pour PA14 dans du LB après 8h de culture à 37°C  [54]. En 
milieu de culture, ces valeurs sont atteintes car PQS est solubilisé par des protéines produites par 
la cellule (notamment les rhamnolipides) [53]. 

Lors de nos expériences, pour ne pas complexifier le milieu, nous avons choisi de ne pas 
rajouter d’adjuvant. La solubilité de PQS dans le PBS doit probablement être intermédiaire entre 

celle de l’eau distillée et celle du milieu LB. Lorsque la concentration de PQS dépasse de beau-

coup la limite de solubilité, un précipité est observé. Concernant l’analyse électrochimique, la 
formation du précipité se traduit par l’apparition de nombreux pics redox supplémentaires (Figure 
2-18) par rapport au signal de PQS une fois le précipité décanté. Il faut donc rester dans des 
concentrations proches de la solubilité de PQS pour avoir une mesure électrochimique propre et 
représentative.  

Figure 2-18 : Détection comparative en DPV de PQS 1mM en présence ou non de préci-

pité. 

Au cours de nos mesures, un manque de répétabilité sur la taille du pic de PQS sur GC 
a été observé (cf les barres d’erreurs allant jusqu’à 40% de la Figure 2-15) malgré les précautions 
prises pour réaliser la gamme de concentration. Pour mieux caractériser ce manque de répétabilité 
et comprendre son origine, plusieurs expériences ont été réalisées.  

Pour la première, 40mL de solution contenant du PBS et 30µM de PQS a été préparée. 
Cette solution a été répartie dans plusieurs béchers en Téflon. Des mesures ont été réalisées avec 
une électrode GC (polie avant chaque mesure) après différentes durées suivant la préparation de 
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la solution. Les voltampérogrammes obtenus montrent que l’intensité du pic de PQS varie consi-

dérablement à chaque mesure (Figure 2-19). Toutefois, une décroissance globale est observée au 
cours du temps après la préparation de la solution. Au bout de 2h, l’intensité du pic de PQS est 

divisée par 3 à 4 par rapport à l’intensité initiale. Cette expérience met en avant un phénomène 

lent de vieillissement de la solution lié à la précipitation de PQS et/ou son adsorption sur les 
éléments de la cellule électrochimique. Il faut donc ne pas trop attendre avant d’utiliser la solution 

de PQS.  

Figure 2-19 : Variation de l’intensité du pic d’oxydation de PQS mesuré en CV en fonc-

tion du temps après préparation de la solution.  

Pour la seconde expérience, deux types de détection ont été réalisées sur des solutions 
de PQS 30µM :  

· La première est composée de la séquence suivante : polissage/nettoyage de l’élec-

trode, mesure, polissage/nettoyage de l’électrode, mesure immédiate.  
· La seconde est : polissage/nettoyage de l’électrode, mesure, attente 5 min, mesure. 

Cette expérience a été réalisée en triplicata.  
Pour la 1ère séquence, la mesure réalisée après le polissage a une intensité inférieure à la 

1ère mesure (-35 ± 10%). L’état de la surface de l’électrode de GC ainsi que le temps d’attente en 

solution avant la mesure semblent prépondérants pour l’intensité du pic de PQS. Cela n’est pas 

étonnant, une adsorption partielle de PQS ayant été mis en avant par l’analyse de la dépendance 

de la réponse en fonction de la vitesse de balayage. Juste après l’étape de polissage/nettoyage, la 

surface de l’électrode est moins favorable à cette adsorption partielle que lorsque le polissage 
nettoyage a été effectué plus tôt avant la mesure.  

Pour la 2nd séquence, la mesure réalisée après le temps d’attente de 5min donne un pic 

plus intense que la 1ère mesure (+55 ± 10%). Ce résultat est a comparé avec les résultats obtenus 
en CV classique dans le paragraphe 2.3.2 qui montraient que lorsque 2 cycles de CV sont enchai-
nés, le pic obtenu pour le 2e cycle est très peu intense. Ce manque d’intensité a été attribué à 

l’oxydation de PQS partiellement irréversible ainsi qu’à la lenteur de diffusion/adsorption. En 

effet, après l’oxydation, des sous-produits sont formés et une partie d’entre eux est probablement 
adsorbés à la surface de l’électrode ce qui restreint son accès  aux nouvelles molécules. De plus, 
les CV s’enchainant, les nouvelles molécules ont peu de temps pour diffuser et venir s’adsorber 

à la surface. En attendant 5 min avant de réaliser une nouvelle détection, on laisse plus de temps 
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pour cette diffusion/adsorption et plus de temps aux sous-produits de l’oxydation de se décoller 

de la surface et ainsi de libérer de la surface active. C’est pour ces raison qu’en enchainant les 

CV le pic est moins intense qu’en laissant du temps entre.  
Toutefois, ces phénomènes complexes compliquent la mesure quantitative de PQS. Nous 

pensons que ce type de phénomène est la cause de la variabilité de l’intensité de l’expérience 

précédente. Les durées entre nettoyage/polissage, mise en place de l’électrode dans la solution et 

mesure n’ayant pas été contrôlées.  

2.2.3.2. Influence du pré-équilibrage sur la mesure de PQS 

Le but de cette expérience est d’étudier l’influence du pré-équilibrage sur l’intensité du 

pic de PQS. Pour cela des SWV sont réalisées avec une électrode GC dans une solution de PQS 
100µM après différents temps de pré-équilibrage soit au potentiel de circuit ouvert (OCP pour 
Open Circuit Potential) soit à -0,2V. Ce potentiel a été choisi car il correspondant au potentiel de 
début du voltampérogramme. L’électrode de GC reste dans la solution pendant toute la durée de 

l’expérience, pour éviter de changer la surface de l’électrode par le polissage/nettoyage.  
Le pré-équilibrage à l’OCP correspond au même type d’expériences que celle réalisée 

dans le paragraphe précédent mais avec différents temps d’attente entre chaque mesure (dans 

l’ordre : 0, 30, 60, 120, 360s). Les résultats obtenus sont différents de ceux de l’expérience pré-

cédente : la taille du pic diminue légèrement au cours des pré-équilibrages (Figure 2-20). L’en-

chainement des détections ne laisse pas assez de temps au phénomène de diffusion/adsorption des 
molécules oxydées et réduites pour obtenir une détection plus intense que celle obtenue pour la 
première détection. Ce résultat est celui attendu pour les temps d’attente courts, mais il est au 1 er 
abord surprenant pour les temps d’attente longs, l’expérience du paragraphe précédent ayant mon-
tré qu’un pic plus intense est obtenu après 5min d’attente. Toutefois le passé de l’électrode est 

différent dans les 2 cas : pour l’expérience du paragraphe précédent une seule détection est réali-

sée avant l’attente de 5 min alors qu’ici l’attente de 360s intervient après 4 mesures rapprochées. 

Ce résultat confirme la prépondérance des temps et des mesures sur la mesure suivante.   
Un pré-équilibrage à -0,2V a aussi été testé dans les mêmes conditions. Le résultat ob-

tenu est très différent. La taille du pic augmente linéairement avec la durée du pré-équilibrage 
(Figure 2-20). Il est donc possible de charger l’électrode en PQS, plus rapidement que le charge-
ment naturel à l’OCP, en plaçant celle-ci à un potentiel négatif. Cette stratégie pourra être mise 
en place pour amplifier le signal. Ce résultat est à priori surprenant. Un potentiel négatif est ap-
pliqué à l’électrode, ce qui peut avoir comme effet d’attirer les espèces cationiques. Or PQS dans 

son état réduit est neutre et est clairement attiré à l’électrode à -0.2V. Cela est probablement dû 
à une polarisation de la molécule de PQS qui doit s’orienter dans le champ électrique de manière 

avantageant le transfert électronique, ce qui n’est pas le cas lorsqu’aucun champ n’est imposé.  
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Figure 2-20 : Intensité du pic (SWV 1Hz) de PQS en fonction du temps et du type de 

pré-équilibrage. 

 

2.2.4. Conclusion générale de l’étude électrochimique 

Grâce à ces expériences, nous connaissons en profondeur les réponses électrochimiques 
des 4 molécules sur l’électrode GC. Ces réponses sont très différentes et devraient permettre de 

séparer facilement les contributions des différentes molécules dans des mélanges plus complexes. 
La technique électrochimique retenue pour la détection des espèces est la SWV. Elle donne une 
forte intensité de signal pour toutes les espèces et amplifie les réponses redox réversibles. De 
plus, elle permet de soustraire efficacement le courant de fond.  
 

2.3. Analyse électrochimique de surnageants de culture de Pseudomonas 

aeruginosa  

 

2.3.1. Introduction de l’analyse des surnageants  

Après l’étude des 4 métabolites en solution modèle, l’étape suivante a été leur détection 
dans des solutions réelles. Nous avons choisi de le faire dans le surnageant de culture bactérienne. 
Le surnageant, mélange de milieu de culture de composition complexe et de sécrétions bacté-
riennes, est un milieu riche qui peut par des effets de matrice changer certains des paramètres de 
détection des molécules. Toutefois, il est important de noter que la détection dans ce milieu ne 
reflète pas celle qui aurait lieu dans un fluide corporel. Certains de ces fluides sont de composition 
plus simple, d’autres plus complexe, mais contrairement aux milieux de cultures commerciaux, 

ils peuvent présenter une grande variabilité de composition inter -individus et au cours du temps. 
De nombreux milieu de culture bactériens sont utilisés en microbiologie. Pour cette ex-

périence, nous voulions être dans les conditions classiques des laboratoires de microbiologie. 
Nous avons donc choisi une culture dans le milieu riche Bouillon Lysogène (LB) Miller : il est 
composé de chlorure de sodium (10g/L), d’extrait de levure (5g/L) et de peptone (10g/L). 

Le surnageant de la souche classique présentée dans le Chapitre 1, PAO1, a été étudié 
en premier lieu. Cette analyse a été confrontée à celle de son mutant isogénique PAO1DpqsA. 
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Puis 3 autres souches sauvages qui différent de PAO1 en termes de concentrations et de nature 
des espèces sécrétées ont été analysées. Les résultats de ces études sont en cours de soumission 
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Abstract 

During infections, fast identification of the microorganisms is critical to improve patient 
treatment and to better manage antibiotics use. Electrochemistry exhibits several advantages for 
rapid diagnostic: it enables easy, cheap and in situ analysis of redox molecules in most liquids. 
In this work, several culture supernatants of different Pseudomonas aeruginosa strains (including 
PAO1 and its isogenic mutant PAO1DpqsA, PA14, PAK and CHA) were analyzed by square wave 
voltammetry on glassy carbon electrode during the bacterial growth. Obtained voltammograms 
were complex: they exhibited several redox peaks with current maxima depending studied bacte-
rium and growth. Among them the well-known redox toxin Pyocyanin (PYO) and the autoinducer 
Pseudomonas Quinolone Signal (PQS) could be observed. The others peaks were observed here 
for the first time and their corresponding chemicals had not been identified yet. All the peaks and 
their current maximum established a kind of “electrochemical ID-card” of the studied strain. This 

“ID-card” was strain-dependent which suggested possible identification of the bacterium at the 
strain level. 

Introduction 

 Detection of pathogenic bacteria is of main importance in clinical diagnostics, food 
processing or water quality management. Reference methods for their detection remain either 
time-consuming such as classical cultures on Petri dishes or complex as PCR-based detection 
strategies. Early in situ real-time detection would enable rapid treatment to avoid proliferation, 
further possible contamination of humans or animals and better antibiotic management leading to 
substantial societal and economical gains [3]. Tremendous attention has been focused on bacterial 
sensing with the development in the last decades of (bio)sensors to selectively detect and quantify 
their presence in different media including water, food, biological fluids (serum, whole blood, 
saliva, urine) or pharmaceutical products. Diverse biosensing strategies were proposed including 
microgravimetry, electrochemical impedance spectroscopy or surface plasmon resonance. All 
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these strategies require the use of a bioreceptor with a modification of surface properties (includ-
ing inertial mass, viscoelastic properties, mass transfer or refractive index) while intercepting 
bacteria of interest. However, bacteria are known to secrete a wide range of smal l (bio)molecules 
involved in or/and issued from their communication process, metabolism or virulence  [27]. 
Thereby, an in situ detection of these complex molecular cocktails represents an elegant alterna-
tive to detect and further characterize bacteria in media of interest wi thout any requirement for 
surface functionalization with expensive bioreceptors. 

Bacterial secretome is widely studied for different pathogenic bacteria including Pseu-

domonas aeruginosa [26], [21]. These studies are mainly focused on the identification of the 
different species present in the secretome and their implication in the bacterial regulation proc ess 
or virulence. These analyses require generally complex apparatus including HPLC and mass spec-
trometry [49] that are impossible to miniaturize with the aim of in situ real time detection. The 
secretome is constituted of different molecules including proteins, peptides, lipids and small or-
ganic compounds. Within these (bio)molecules, some species present a redox behavior that could 
be exploited for analytical purpose using analytical electrochemistry. For example, P. aeruginosa 
is known to specifically produce the blue redox-active virulence factor Pyocyanin (PYO), ex-
plaining is former name of “the Bacillus pyocyaneus”. Such a specificity from P. aeruginosa has 
recently orientated the idea of using electrochemistry to detect the presence of the bacterium in 
culture media [75], [77], [83], [85]. Additionally, more recent works showed that P. aeruginosa 
is able to generate a range of redox active species that could be used as biomarkers of the bacterial 
presence: i) several molecules of phenazine family as PYO: the phenazine-1-carboxylic acid 
(PCA) and the phenazine-1-carboxamide (PCN) [76], [81], [82], the 1-hydroxyphenazine 
(OHPHZ) [76], the 5-methylphenazine-1-carboxylic acid (5-MCA), [81], [82], and the 5-methyl-
7-amino-1-carboxyphenazinium betaine (aeruginosin A) [87]; ii) 2 alkyl-quinolones which have 
a role of chemical messengers: Pseudomonas Quinolone Signal (PQS) [58], [59], [92], and its 
direct precursor the 2-heptyl-4(1H)-quinolone (HHQ) [58], [92]; iii) a small volatile molecule: 
the 2’-aminoacetophenone (2-AA) [91].  

All the above-cited molecules belong to P. aeruginosa quorum sensing (QS). QS in-
cludes all the mechanisms for evaluation by the bacteria of their population density in order to 
adapt their behaviors. It relies on small molecules, the autoinducers (AIs), secreted by the bacteria 
during growth. When AIs concentrations reach threshold levels, specific receptors are activated 
and allow the expression of their target genes. There are three major interconnected QS systems 
in P. aeruginosa [48], [30]. Two of them, the las and rhl systems, are based on AI molecules from 
the N-acylhomoserine lactones family (the N-3-oxo-dodecanoyl homoserine lactone and the N-
butanoyl homoserine lactone, respectively). The AIs of the pqs system are HHQ and PQS that can 
bind to and activate the transcription factor PqsR (Figure 2-21) which in turn upregulates the 
genes required for synthesis of all the other above-cited redox molecules [50]: the phenazines 
through the action on the phz operons [35], [51], [47] and the 2-AA [36]. 
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Figure 2-21: Regulation scheme of the electrochemical responsive species of P. aeru-

ginosa. The PqsA-D proteins produce HHQ which is converted into PQS by the action of 

the PqsH enzyme. Both HHQ and PQS are the co-inducing ligands of the transcriptional 

regulator PqsR, which activates, among others genes, those leading to 2-AA and phena-

zine production. Phenazine synthesis begins by the production of PCA thanks to the ac-

tion of PhzA-G proteins. Then, PCA is converted into 3 different phenazines: PCN, 1-

OHPHZ and 5-MCA by action of PhzH, PhzN and PhzM enzymes, respectively. The last 

phenazine, 5-MCA, could be converted into aeruginosin A through the action of ammonia 

or into PYO through that of PhzS protein.  

Besides its ability to secrete numerous redox components in the culture supernatant,  P. 

aeruginosa presents a great medical interest: it is the fourth most common bacterium responsible 
for nosocomial infections in Europe [28] and it infects chronically more than 70% of cystic fibro-
sis patients who are over eighteen We already demonstrated the interest of direct electrochemical 
characterization of P. aeruginosa culture supernatant on the reference P. aeruginosa strain PAO1 
[99]. The electrochemical response displayed a voltamperometric fingerprint associated to the 
complexity of the molecular cocktail secreted by the bacterium. At the same time [59] and fol-
lowing this work [92], other researchers used this concept demonstrating the benefits of the elec-
trochemical characterization. 

The present work reported the supernatant electrochemical signatures of bacteria grown 
in batch culture and underlined the correlation between bacterial growth and redox biomarkers 
production. As it is well established that different strains of  P. aeruginosa generate different 
secretomes [73], [71], [31]; due to different genome contents and metabolomic pathways, we 
determined the electrochemical fingerprints for different  P. aeruginosa strain supernatants and 
their evolution overtime. To do so, we first characterized the electrochemical response of the 
wild-type strain PAO1 and compared it to that of PAO1DpqsA, an isogenic mutant unable to 
produce any alkyl-quinolones [34]. Then, three P. aeruginosa strains presenting differences in 
the secretome composition or secretome component concentrations were studied to evaluate the 
selectivity of the electrochemical response with the bacterial strains . 
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Material and Methods 

Chemical and reagents  

All the chemicals were purchased from Sigma-Aldrich with the highest purity grade ex-
isting and used without any further purification. Stock solutions of Pseudomonas Quinolone Sig-
nal (PQS) 12.7mM and Pyocyanin (PYO) 8mM were prepared in acetonitrile, aliquoted and stored 
in freezer (-20°C). Working solutions were prepared by dilution of stock solutions in adequate 
media: phosphate buffer solution (PBS) or Lysogeny Broth (LB) medium (NaCl 10g/L, yeast 
extract 5g/L, tryptone 10g/L). 

Bacterial strains and growth conditions  

P. aeruginosa strain PAO1 (Holloway collection) and its isogenic mutant PAO1DpqsA 

[38], PA14 (R. Kolter), PAK (D. Bradley) and mucoid cystic fibrosis (CF) CHA [101] were in-
vestigated.  

The same protocol was used for PAO1, PAO1DpqsA, PA14 and PAK. The P. aeruginosa 
strains were first inoculated in 30 mL LB medium and incubated overnight at 37°C under agitation 
(300 rpm). Overnight cultures were centrifuged and washed with LB. At t0, 1mL of each bacterial 
solution was added to 155 mL of fresh LB medium to obtain an optical density at 600nm (OD 600) 
of 0.05 (about 3∙107 bacteria/mL). Then the cultures were incubated at 37°C, 300 rpm. At 0, 2, 3, 
4, 5, 6, 8, 10 and 24h of growth, 6 mL of the medium were removed, centrifuged at 6000rpm, 
passed through 0.2 µm filter and stored in ice until the electrochemical analyses were performed. 
In parallel, bacterial growth and supernatant pH were followed by OD600 spectrophotometer and 
a pH meter equipped with classical glass electrode, respectively.  

The culture supernatant of mucoid CF CHA strain was characterized after 8h of growth. 
For that, 100 mL of fresh LB medium were inoculated with washed bacteria to obtain an OD600 
of 0.05 (about 3∙107 bacteria/mL) and one sample of 10 mL was removed after 8h of growth for 
analysis. 

Electrochemical analysis 

All electrochemical measurements were performed in a three-electrode 1.5mL Teflon 
cell. The working electrode was a Glassy Carbon (GC) electrode of 1mm diameter, the reference 
electrode was a classical Ag/AgCl electrode ([KCl] 3M) and the counter electrode was a platinum 
foil.  

GC working electrode was polished between each measurement with a 1µm diamond 
paste (RadioSpares). Then, it was rinsed with ultra-purified water and ethanol before being vor-
texed 2min in ethanol and 2min in ultra-purified water.  

All electrochemical measurements were performed with a µAUTOLAB III potentiostat 
(Autolab Bv, The Netherlands) equipped by Nova 1.10 software using square wave voltammetries 
(SWV) with the following parameters: step 5mV, amplitude 10mV, frequency 2Hz (scan ra te 
10mV/s). The supernatant solutions were characterized by SWV on the potential range of -
0.35/+1.2V, except for CHA strain analysis for which the potential range was -0.7/+1.4V. The 
current background associated to the LB medium was measured systematical ly for the selected 
potential window before each experiment batch. 
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Data analysis 

Data analysis was performed using Origin 9.1 software. For each culture experiment, the 
background current, issued from medium response, was modelled owing to a set of 8 exper imental 
measurements situated in the flat response and in the foot of the LB response area ( -0.35 to 0.60 
V). Then, baselines were created for each new data from this set of 8 points. Following baseline 
subtraction, peak amplitude and potential were determined using multiple peaks fit function with 
Gauss shape in the potential range of -0.35V/+0.35V.  

Results and discussions  

LB medium electrochemical analysis 

Bacteria are grown in complex media that provide nutriments required for cell growth. 
These media are enriched with proteins, peptones and other molecular species that can electro-
chemically react at the electrode surface leading to overestimation or/and possible hindering of  

P. aeruginosa supernatant electrochemical response. In order to enable baseline subtraction and 
set the electrochemical windows of the culture medium, the characterization of LB solution was 
performed using SWV.  

SWV response of LB (see Figure 2-26, supplementary) was perfectly flat in the potential 
range from -0.35 to +0.50 V and presented an intense peak at a potential of +0.85 V. When re-
peating LB characterization, the wave associated to the medium did not come out exactly at the 
same potential and could exhibit additional shoulders at lower potentials in the wave front or at 
higher potentials. In a previous work, we showed that the main electroactive species secreted by  

P. aeruginosa were included in the potential window -0.35/+0.90 V in PBS [publication n°1No 
interfering species that may induce false detection were present in LB voltammogram, in the 
range of PYO and PQS detection (-0.25 to +0.52 V), indicating a possible (easy) detection for 
these molecules. Detection of supernatant molecules with redox potential upper than +0.5 V (such 
as the target species HHQ and 2-AA) was compromised in LB because of the intense peak at a 
potential of +0.85 V and its non-reproducibility [publication n°1]. Consequently, potentials 
higher than +0.6 V (foot of the LB wave) were not considered in this work and, to characterize 
the P. aeruginosa supernatants, the boundaries of the SWV cycle were fixed in the range of 
-0.35/0.6V.  

Electrochemical spectra of PAO1 and PAO1ΔpqsA supernatants 

Overview of the spectra 

The study of the electrochemical responses of  P. aeruginosa secreted molecules was 
assayed through SWV carried out with the supernatants of different bacterial cultures. Two strains 
were first studied: the PAO1 strain and its isogenic mutant PAO1ΔpqsA deleted of the pqsA gene 
sequence. This sequence is mandatory to produce HHQ and PQS as presented  in Figure 2-21 
[102]. So PAO1ΔpqsA strain does not produce neither HHQ and PQS nor any phenazine species 
that represent the main electroactive molecules secreted by P. aeruginosa [59], [81]. Therefore, 
PAO1ΔpqsA was used in this study to corroborate peaks attribution associated to PQS production 
and to extract the electrochemical responses associated to secretions independent f rom pqs sys-
tem.  
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To accurately compare the electrochemical responses of the strains, we followed their 
growing behavior by using optical density (OD) experiments as reference method. Inserts of  Fig-
ure 2-22 present the evolution of the culture OD at 600 nm (OD600) during growth of PAO1 and 
PAO1ΔpqsA strains, respectively. Both strains followed overall similar temporal evolution that 
is usually expected for bacterial cultures, including a short lag phase, an exponential growth pe-
riod and then a stationary phase.  

Figure 2-22a illustrated the electrochemical SWV spectra of PAO1 strain supernatant 
during growth. In the potential range -0.35/+0.60 V, 7 to 9 peaks appeared, the first ones as soon 
as 3h of growth. The +0.25/+0.60 V potential window was difficult to clearly analyze due to the 
presence of multiple peaks with significant overlapping in potential. The well-defined peaks vis-
ible in the potential range -0.35/+0.25V were numbered from 1 to 5.  Figure 2-23 summarized the 
temporal evolution of those peak amplitudes.  

Peaks 1 and 5 were assigned to PYO and PQS molecules, respectively, based on their 
potential location [publication n°1]. To confirm this assertion, aliquots of the two products were 
added to artificially increase their concentration resulting in a concomitant increase in peak in-
tensities (data not shown). Other species of the phenazine family as PCA and PCN may be elec-
trochemically detected at potentials close to PYO one, as reported by Bellin et al. [81]. We can 
rule out the presence of PCA and PCN in our sample as the shape of the peak associated to PYO 
near -0.25V was symmetrical and well resolved (Figure 2-23a). Bellin et al. [82] also showed that 
PCA and PCN are present under the detection limit in the supernatant of PA14 culture. In the 
following analysis, we considered that PCA and PCN concentrations were negligible compared 
to PYO one, and peak 1 was ascribed only to PYO. 

Amplitude of PYO and PQS peaks increased substantially during growth, up to 10h, then 
it decreased (Figure 2-22a). For PQS, this result was consistent with Lépine et al. [31] which 
reported that PQS concentration reaches a maximum level during the early stationary phase, be-
fore decreasing. For PYO, literature showed that concentration increases from 3/5h until 9/12h of 
growth [71], [70]. Then, concentration was reported to either remain constant  [71], or decrease 
[70].  

Peaks noted 2, 3 and 4, situated in the potential window -0.15/+0.10 V (Figure 2-22a), 
were not related to classically studied redox species issued from P. aeruginosa QS. Peaks 2 and 
3 reached also a maximum before falling in current as already seen for PYO and PQS during the 
bacterial growth. This suggested that the aforementioned species are under control of QS. From 
Bellin et al. [82], results and according to its potential location, peak 3 may correspond to 5 -
MCA. Concerning peak 4, it appeared late, after 8h of growth (Figure 2-23): it might correspond 
to products of degradation coming from secreted species since its appearance was concomitant 
with the inflection of the peak amplitude of PYO, PQS and that of peak 3.   

To verify the specificity of the SWV response to PAO1 secretions, PAO1ΔpqsA mutant, 
which is impaired in HHQ and PQS production and, consequently, does not produce any phena-
zines [34], was assayed (Figure 2-22b). As expected, the voltamperometric response of the mutant 
supernatant markedly differed from the one of PAO1 (Figure 2-22a). No response was observed 
in the -0.35/+0.25 V area where PQS and phenazines are normally detectable. From this analysis, 
we could conclude that all the species detected in the aforementioned range were dependent on 
pqsA expression, the unknown species corresponding to peaks 2, 3 and 4 included. Contrary to 
the electrochemical response in the -0.35/+0.25 V potential range, a complex voltamperometric 
response was observable in the +0.25/+0.60 V range including 2 to 3 different peaks. So, PAO1 
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strains seem to produce electrochemical species that are not dependent of the pqsA–encoded en-
zyme. It is important to notice that these peaks were not yet identified in the literature. However, 
their attribution was out of the scope of this work and would be the aim of further studies.  

Interestingly, our experiments highlighted the complex electrochemical response of se-
creted species in P. aeruginosa strain supernatants over a large potential window. In the literature, 
PYO was generally considered as the main electrochemical target in P. aeruginosa supernatant 
due to its response amplitude and reversibility. For example, the pioneering works of Bukelman 
et al. [77] showed that PYO is the unique electrochemically responsive species of PAO1 super-
natant grown in LB over a potential window ranging from -0.7 to +0.6 V using cyclic voltammetry 
(CV). In fact, at the exception of PYO response, the other peaks observable in  Figure 2-22a ex-
hibited rather low amplitude and may be partially or totally hidden by background signal and 
capacitive current in CV experiments. Indeed, pulsed electrochemical methods (e.g. square w ave 
and differential pulse voltammetries) provide strong advantage over CV to efficiently extract the 
electrochemical response from the capacitive and background currents. Recently, four other 
works were published and explored large potential range with utilization of pulsed electrochemi-
cal method [81], [59], [82], [92]. Bellin and co-workers [81], [82] made their detection by SWV 
on -0.8/+0.2V range at 50Hz or 10Hz. They did not see any other peaks than those corresponding 
to PYO and phenazines (PCN, PCA and 5-MCA). This is not so surprising since the utilized 
pulsing frequency was too high for the characterization of slow redox reactions as PQS one and 
the electrochemical window too short fort exploiting other existing signals at more anodic poten-
tials [publication n°1]. Seviour et al. [59] studied the PAO1 strain on -0.4/+0.4V potential range 
with differential pulse voltammetry (DPV) techniques. However, only PYO and PQS responses 
were found in the supernatant. Indeed, DPV is a well-adapted technique to subtract capacitive and 
background currents for the study of irreversible signals but does not amplify reversible signal as 
SWV, so weak signals could be missed out. Buzid et al. [82] studied PA14 strain supernatant with 
DPV on -0.35/+1.5V range and boron-doped diamond (BDD) electrode. They detected PYO, PQS 
and HHQ on extracted supernatant medium with added 50 mM acetate buffer (pH 5.0) and 20% 
of acetonitrile. Their voltammogram also showed the presence of two peaks near -0.1V and 
+0.1V, not discussed in the paper. All these reasons could explain why we observed more peaks 
in our experiments than in the ones that were already published.  
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Figure 2-22: Temporal evolution of the SWV responses, on glassy carbon working elec-

trode (step 5 mV, amplitude 10 mV and frequency 2Hz) with the supernatant of two P. 

aeruginosa strains: a. PAO1, b. PAO1ΔpqsA. The inserts present the temporal evolutions 

of OD600 and estimated bacterial concentrations for each strain. 

PYO and PQS peaks 

To extract the concentration of PYO and PQS present in the supernatant, calibration 
curves obtained within LB medium were needed.  

PYO calibration curves were made in triplicate in LB for concentrations ranging from 
0.5 to 100µM by using same SWV experimental parameters than those used for supernatant char-
acterization (Figure 2-27, supplementary). Contrary to the linear calibration curves obtained in 
PBS buffer [publication n°1], an allotropic behavior was observed that could be explained by a 
matrix effect of LB medium that contains a complex cocktail of molecular and proteinaceous 
components. This allotropic comportment was already reported for calibration in Muller Hinton 
medium [75]. Nevertheless, this calibration enabled us to determine the concentrations of PYO 
in the supernatant as reported in Figure 2-23. The maximum of PYO concentration was obtained 
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after 10h of culture and corresponded to 29.7µM. This value is of the same order of magnitude 
than the one previously reported in the literature. However, it is important to note that this value 
is strongly dependent on culture conditions (for example after 10h of PAO1 culture, PYO con-
centration was estimated at 6µM for an OD600 equal to 2.2 in LB [71], and 60µM for an OD600 
equal to 2 in peptone broth [72]) and on cell strain variability.  

We also studied in a previous work the electrochemical behavior of PQS in PBS leading 
to its calibration curve in the concentration range 0-60 µM [publication n°1]. This calibration 
curve was accurately obtained for concentrations lower than 20 µM whereas, for higher concen-
trations, large variance was observed. This comportment reflected the poor solubility of PQS in 
aqueous solution leading to its rapid adsorption on the electrochemical cell surface as already 
reported by Lépine et al. [31]. Such behavior was also demonstrated by the decrease in signal 
amplitude observed over time in PBS for PQS (10 µM), as determined by SWV (Figure 2-28, 
supplementary, 20% of the signal was lost after 25 min of measurement). Surprisingly, PQS ex-
hibited more dramatic instability in LB medium free of bacteria leading to the complete disap-
pearance of response less than 5 min after addition (Figure 2-28, supplementary). Such comport-
ment was already reported by Calfee et al. [53] for peptone Trypticase Soy Broth medium and 
may correspond to interaction with constitutive proteins of the medium (that would decrease PQS 
availability and diffusivity). Therefore, PQS calibration in bacteria -free LB was impossible.  

However, as displayed in Figure 2-22, contrary to the results obtained in bacteria-free 
LB, PQS peak was recorded in P. aeruginosa supernatant. This better PQS stability in LB medium 
containing bacteria is explained by solubilization of PQS by the rhamnolipids [53] (other second-
ary metabolites produced by P. aeruginosa), and by strong interaction between PQS and bacterial 
membranes [31]. Such phenomenons may generate decreased diffusivity and accessibility to the 
electrode for PQS which lead to underestimated PQS concentration. It could explain the impos-
sibility to detect PQS using cyclic voltammetry in Bukelman et al [77] works.  

As it is not possible to make a calibration curve in bacteria-free LB, the quantification 
of PQS concentration in supernatants is only possible through standard addition method. As al-
ready explained above, 2 aliquots of PQS were added to the 24h growth supernatant to confirm 
the attribution of peak 5 to the PQS response. Through this method, an estimated value of 9.3µM 
was obtained for PAO1-secreted PQS after 24h of growth. This concentration is of the same order 
of magnitude than that already reported for PAO1 strain: between 7µM after 20h of culture in 
modified ABTG medium (LC/MS determination [59]) and 55µM after 24h of culture in LB me-
dium (HPLC determination [103]).  
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Figure 2-23: Temporal evolution of the peaks amplitude recorded in supernatant for 

PAO1 culture.  

One can notice in Figure 2-22a the cathodic shift of the PYO peak potential measured in 
PAO1 supernatant during growth (from -0.24 to -0.27V). The electrochemical oxidation mecha-
nism of PYO exchanged two electrons and two protons. Thereby, according to the Nernst law, the 
electrochemical potential of PYO exhibited a linear pH medium dependency with a slope 
of -59mV/decade for a reversible redox system. Consequently, the cathodic displacement of the 
PYO wave could be attributed to the alkalinization of the LB medium during bacterial growth as 
already reported [104]. By taking pH 7 as a reference point and the theoretical slop of -59mV/dec-
ade, we calculated the supernatant pH extracted from PYO peak potentials owing to the Nernst 
equation. The pH variation calculated from PYO peak evolution over time fitted rather well the 
pH measured in the supernatant using a pH glass-electrode (Figure 2-24). Moreover, the pH tem-
poral evolution curves fitted well the evolution of the OD600 of PAO1 strain culture (Figure 2-24). 
So, pH evolution seems to be homothetic with the numbers of bacteria in the medium. As a con-
sequence, P. aeruginosa bacterial growth could be estimated without need of other external meas-
urement owing to the potential shift of PYO peak.  

Figure 2-24: Temporal evolution of the pH issued from glass electrode measurements 

and the pH calculated from the shift in potential of the PYO peak potential and of OD600 

for the PAO1 culture in LB.  
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Is the electrochemical spectrum specific from a bacterial strain? 

Our data on PAO1 and PAO1ΔpqsA supernatants clearly showed the different electro-
chemical profiles that can be recorded depending on the ability of the strains to produce secondary 
metabolites (wild-type vs mutant). To validate our approach, we pursued it by analyzing the su-
pernatants of different P. aeruginosa clinical isolates well studied in the literature and known to 
produce different amounts of secondary metabolites due to different genetic backgrounds. Hence, 
the clinical isolate PA14, that exhibits higher virulence in various infection models compared to  
the PAO1 strain [39], was also reported to produce more PYO than PAO1 [73], [71], features 
crucial for our comparative analyses. Another valuable strain is the PAK isolate known to be a 
poor producer of PYO and unable to secrete PQS molecule [31]. The last strain we used is the CF 
isolate CHA, a mucoid strain that secretes alginate [101]. The characteristic of this strain is to 
produce colonies exhibiting a reddish color on Pseudomonas Isolation Agar plate  [105], instead 
of the blue-green color observed for the other strains mentioned above. The diffusible pigment 
was not identified, but presumably derived from phenazines, so the analysis of its supernatant 
was tempting. 

Figure 2-25 displays the temporal OD600 evolutions (insert) of the culture media and the 
electrochemical SWV responses obtained for all the  P. aeruginosa strain supernatants after 8h of 
culture. All the studied strains exhibited similar growth based on the OD temporal evolution. The 
electrochemical voltammograms clearly exhibited marked differences in terms of peak amplitudes 
(PAO1 vs PA14) or peak repartition (PAO1 and PA14 vs PAK and CHA).  

Figure 2-25: Comparison of the SWV responses (step 5mV, amplitude 10mV and fre-

quency 2Hz) on Glassy Carbon working electrode of PAO1, PA14, PAK and CHA superna-

tants after 8h of growth. Insert: temporal evolution of OD600 and corresponding bacte-

rial concentrations. 

The electrochemical response obtained for PA14 was very similar to that of PAO1 (Fig-
ure 2-25 and Figure 2-29, supplementary). The same repartition of current peaks was obtained at 
the same potentials with a marked predominance of PYO and PQS peaks as already observed for 
PAO1. The electrochemical response of PQS and PYO (Figure 2-30, supplementary) followed the 
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same evolution over time for both strains with a first detection at around 4h. As already seen for 
PAO1, PYO and PQS responses decreased markedly after 10h of growth. However, PA14 re-
sponse was clearly higher for PQS and PYO biomarkers. Indeed, the ratio between PA14 and 
PAO1 peak maximum for PYO takes a value of 2.7. This higher PYO production was consist ent 
with previous measurements, using classical biochemical detection tools  [73], [71]. The maxi-
mum of PQS electrochemical response was 3 times higher for PA14 than PAO1. But, the amount 
of PQS produced by the two strains is more controversial in the literature since higher or similar 
PQS levels were reported for PA14 [54] and PAO1 [31] in previous works. This first experiment 
showed that the electrochemical detection of redox biomarkers enabled us to differentiate two 
strains exhibiting marked difference in PYO and PQS production. 

As expected, the electrochemical SWV spectrum of PAK supernatant (Figure 2-25) did 
not reveal the presence of any PQS nor PYO, but one peak (peak 7) was identified at a potential 
of +0.38V: its amplitude increased from 3 to 6h before falling down after 10h (Figure 2-31, sup-
plementary). This component may correspond to the one present in the unidentified potential area 
of PAO1, PA14 and PAO1ΔpqsA. Nevertheless, after a longer time of growth, a new component 
(peak 6) appeared at +0.24 V while the former +0.38V peak completely disappeared. This peak 
was highly specific of PAK strain since no peak was observed for the other strains at this potential. 
Unfortunately, we are not able to clearly attribute these electrochemical responses to specific 
redox species. No peak was observed with PAK supernatant in the -0.35/+0.2V range, where PYO 
and PQS are usually detected.  

The SWV response of the CHA supernatant (Figure 2-25) showed marked differences 
with the electrochemical SWV spectra of PAO1 and PA14 strains, as expected. The peaks 1, 2, 3 
and 5 already observed for PAO1 were clearly present but with different amplitudes (peak 4 was 
absent here but was generally under the limit of detection at 8h for PAO1). Peak 1 corresponding 
to PYO was highly depleted whereas peaks 2 and 3 were markedly enhanced in intensi ty, peak 2 
being the main component of the signal. PQS response (peak 5) remained at a level similar to that 
measured with PAO1. Moreover, one new broad peak (peak 8) appeared at a lower potential than 
that of PYO (-0.32V). According to the peak potential, this component may be attributed to an-
other phenazine that have close half-wave potential: PCA (-0.31V) [76], PCN (-0.34) [76] or 
aeruginosin A (-0.34V) [87]. On the potential range +0.30/+0.55V, only one peak appeared at a 
potential similar to that of peak 7 already observed for PAK. 

All the data clearly indicated that our electrochemical method is a powerful tool to ana-
lyze the electrochemical response of P. aeruginosa strain supernatants in rich medium, and to 
identify different patterns linked to differences in secondary metabolites produced by the strai ns. 
Therefore, SWV analysis of P. aeruginosa strain supernatants may be implemented as fast and 
simple screening methodology for either identification of the exoproducts secreted by an unknown  

P. aeruginosa strain, evaluation of the P. aeruginosa strain diversity present in a biological sam-
ple of interest or detection of a specific P. aeruginosa strain owing to its exoproduct fingerprint. 
Nevertheless, further works are still needed to obtain a complete ID card of the  P. aeruginosa 
supernatant electrochemical signature. This requires first the identification of all the redox species 
associated to the bacterial strains of interest by mass spectrometry and secondly the electrochem-
ical characterization of an enlarged P. aeruginosa strain database. 
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Conclusions 

Direct electrochemical analysis of supernatant (without further purification and/or ex-
traction) of several P. aeruginosa strains grown in LB medium was performed with success in 
this work. First, supernatants of the reference strain PAO1 were analyzed by SWV techniques all 
along the growth. The obtained voltammograms exhibited a complex electrochemical response 
composed of at least 7 redox peaks that are the electrochemical image of the secretome complex-
ity. Among them, two intense and well-defined peaks were assigned to PYO and PQS. Their 
temporal evolutions as well as their concentrations were in good accordance with results reported 
in the literature by LC-MS or HPLC methods. Thus, the electrochemical analysis allowed easy 
and fast detection of these 2 P. aeruginosa important metabolites. Beyond that, all the peaks 
observed on the voltammograms and their temporal evolution constitute the electrochemical ID -
card of PAO1 strain. It could be used as a signature to recognize this strain but also, by extension , 
to discriminate mutant strains that intrinsically generate their own secretome in terms of species 
concentrations and/or nature. 

To verify this assertion, we analyzed the electrochemical response of supernatants issued 
from the culture of different P. aeruginosa strains. The study of the supernatants of the isogenic 
mutant PAO1ΔpqsA showed that most of the peaks detected in the PAO1 supernatant were de-
pendent on the pqs operon, as expected. But peaks over +0.3V were still present in the mutant 
supernatant which suggested that bacteria which do not possess functional pqs system could also 
produce interesting redox species usable to detect them by electrochemistry. We did not analyze 
the supernatants of other bacterial species, but we compared the supernatants of 3 others P. aeru-

ginosa clinical strains: PA14, PAK, CHA. Our data demonstrated that the electrochemistry is an 
efficient tool to identify different metabolites production patterns. In conclusion, electrochemical 
analysis of bacterial supernatant could provide a quick and easy way to visualise the main redox 
secreted species of an unknown PA strain. This information could be useful, for example, for 
researchers to find easily strains with original metabolome. 
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Supplementary 

Figure 2-26: Square wave voltammetry (step 5mV, amplitude 10mV and frequency 2Hz) 

of LB on glassy carbon working electrode. 

Figure 2-27: Calibration curve of PYO in LB obtained from SWV experiments (step 5mV, 

amplitude 10mV and frequency 2Hz) on glassy carbon working electrode. Each point 

was made in triplicate. Insert: Evolution of the SWV response with PYO concentration.  
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Figure 2-28: Comparison of PQS peak intensities measured using SWV (step 5mV, ampli-

tude 10mV and frequency 2Hz) on glassy carbon working electrode in LB and PBS media 

according to the time after addition of 10µM PQS.  

Figure 2-29: Temporal evolution of the square wave voltammetric response, on glassy 

carbon working electrode of the supernatant (step 5 mV, amplitude 10 mV and fre-

quency 2Hz) of P. aeruginosa strain PA14. The insert shows the temporal evolution of 

OD600 and the bacterial concentrations. 
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Figure 2-30: a. Evolution of PYO peak amplitude and concentration for PAO1 and PA14 

supernatants; b. Evolution of PQS peak amplitude for PAO1 and PA14 supernatants. 

Figure 2-31: a. Temporal evolution of the square wave voltammetric response, on glassy 

carbon working electrode of the supernatant (step 5 mV, amplitude 10 mV and fre-

quency 2Hz) of P. aeruginosa strain PAK. The insert shows the temporal evolution of 

OD600 and bacterial concentrations; b. Evolution of the current for peak 7. 

 

2.3.3. Résultat complémentaire : Analyse d’autres milieux de culture 

Le milieu LB a été choisi pour les expériences ci-dessus car c’est l’un des milieux le 

plus communément utilisé dans les laboratoires de microbiologie. Toutefois, il en existe de nom-
breux autres. Nous avons analysé en SWV (pas 5mV, amplitude 20mV, fréquence 0,5Hz), 6 mi-
lieux de culture :  

· milieu LB-Miller, BD,  
· bouillon tryptone-soja (TSB pour Tryptic Soy Broth), bioMérieux, 
· bouillon cœur-cervelle (BHI pour Brain Heart Infusion), BD,  
· eau peptonée (PW pour Peptone Water), bioMérieux, 
· milieu Mueller Hinton (MH), BD,  
· milieu M63, BD, complété avec du glucose, des casamino acides et du sulfate de 

magnésium, 
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La composition de ces différents milieux de culture est indiquée dans le Tableau 2-1 ci-
dessous. 

Tableau 2-1 : Composition des 7 milieux de culture analysés.  

  LB BHI MH TSB PW M63 cpl. 

N
ut

ri
m

en
ts

 

Peptones (petits peptides, acides aminés 
graisses, minéraux, sels, vitamines et autres 
composés biologiques obtenus par hydrolyse 

acide ou enzymatique de matière première 
d’origine animal, laitière ou végétale) 

15 32 19,5 25 10 0,04 

Glucose  2  5  4 

Amidon de maïs   1,5    

S
el

 m
in

ér
au

x 

NaCl 10 5  5 5  

K2HPO4 ou Na2HPO4  2,5  2,5   

KH2PO4      13,6 

(NH4)2SO4      2 

FeSO4, 7 H2O      0,5 

MgSO4, 7 H2O      0,2 

Pour tous les milieux testés, les voltampérogrammes se ressemblent pour la gamme de 
potentiel -0,7/+0,4V (Figure 2-32). Quelques petits épaulements peuvent apparaitre mais aucun 
pic n’est détecté. A plus haut potentiel, les voltampérogrammes des milieux LB, TSB, BHI et eau 
peptonée présentent un pic très intense entre +0,8 et +0,9V. Ce pic correspond probablement à 
l’oxydation des peptones présentent dans tous ces milieux. Le milieu MH donne pour sa part un 

pic beaucoup plus large et à plus petit potentiel (maximum à +0,75V). D’autres types de peptones 

qui s’oxydent à différents potentiels doivent être présents dans ce milieu comparé au 4 précédents. 

Pour sa part, le milieu M63 complété présente aussi un pic à haut potentiel (+0,6V) mais beaucoup 
moins intense. Ce milieu est un milieu minimal qui ne possède pas de peptones. Les éléments 
chimiques nécessaires à la croissance de la bactérie sont introduits sous la forme de sels minéraux 
qui présentent moins de composés redox. Le pic à +0,6V est le pic de Fe 2+ de FeSO4. De prime 
abord, on pourrait conclure que le milieu de culture M63 complété est meilleur pour l’analyse 

électrochimique des métabolites car il y a moins d’interférents. Les pics de HHQ et de la 2-AA 
pourraient être observés sans être gênés par le pic des peptones. Toutefois, il a été rapporté dans 
la littérature qu’après 10h de culture de PAO1 dans ce milieu, aucun pic de PYO n’est observé 

alors qu’il est intense pour une culture témoin réalisée dans du TSB [84]. La difficulté d’accès 

aux fonctions chimiques semble ralentir ou inhiber la production de PYO. Pour cette raison, le  
milieu M63 complété n’est pas un candidat raisonnable pour nos analyses.  
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Figure 2-32 : SWV (5mV, 20mV, 0,5Hz) avec une électrode GC de 6 milieux de culture 

différents. 

D’un point de vue électrochimique les 4 milieux LB, TSB, BHI et eau peptonée sont 
équivalents pour les mesures. Nous avons toutefois conservé le milieu LB pour les mesures car il 
est le plus communément utilisé pour la culture bactérienne.  

 

2.3.4. Conclusions sur l’analyses électrochimique de surnageants 

Les analyses de surnageant ont montrés plusieurs résultats très positifs. En premier lieu, 
la détection électrochimique de 2 des 4 métabolites sélectionnés a été possible. Les 2 autres étant 
masqués par les peptones présentes dans le milieu de culture. Les profils obtenus pour les 2 es-
pèces détectées sont cohérents avec la littérature en termes de concentration mais aussi de ciné-
tique. De plus, les voltampérogrammes sont beaucoup plus riches qu’attendu : de nombreux autres 
pics redox sont aussi présents. Pour certains de ces pics, des pistes d’identification sont données 

par la littérature, mais pas pour tous. L’identification de ces espèces est une des perspectives 

ouvertes par ce travail. D’autre part, il a aussi été montré que toutes les espèces redox détectées 
ne sont pas contrôlées par le système du QS pqs de PA. Ce qui laisse la possibilité de détecter des 
espèces redox chez des espèces ne possédant pas de système similaire. Enfin, nous avons montré 
que les voltampérogrammes sont très différents selon la souche de PA étudiée. La variabilité 
inter-souches est grande pour cette bactérie et l’électrochimie peut permettre de discriminer rapi-

dement entre différents profils de sécrétion. 
Ces résultats montrent que l’analyse de surnageant bactérien par électrochimie est une 

approche intéressante. Nous ne sommes malheureusement pas allés plus loin dans cette voie pour 
cette thèse. La suite du travail s’est concentrée sur le développement d’une électrode plus perfor-

mante que l’électrode de GC pour la détection des métabolites. 

 
 
 

 





Chapitre 3 :  Electrode de PEDOT:PSS, caractérisations et détection de métabolites de  P. aeruginosa 

 

87 

CHAPITRE 3 

Electrode de PEDOT:PSS, 
caractérisations et détection 
de métabolites de P. 
aeruginosa 

  



Chapitre 3 :  Electrode de PEDOT:PSS, caractérisations et détection de métabolites de  P. aeruginosa 

 

88 

Chapitre 3 Electrode de PEDOT:PSS, 

caractérisations et détection de 

métabolites de P. aeruginosa 
 

3.1. Contexte de l’utilisation d’électrodes de PEDOT:PSS ................................................................. 88 

3.2. Le PEDOT, un polymère conducteur ......................................................................................... 89 

3.2.1. Polymérisation du PEDOT ....................................................................................................... 89 

3.2.1.1. Polymérisation chimique oxydative ......................................................................................................... 89 
3.2.1.2. Polymérisation en phase vapeur ............................................................................................................. 91 
3.2.1.3. Dépôt électrochimique ........................................................................................................................... 91 

3.2.2. Conductivité du PEDOT .......................................................................................................... 91 

3.2.3. PEDOT:PSS ............................................................................................................................ 92 
3.2.3.1. PSS : poly(styrène sulfonate) .................................................................................................................. 93 
3.2.3.2. Organisation du PEDOT:PSS .................................................................................................................... 93 
3.2.3.3. Le mélange PEDOT:PSS utilisé ................................................................................................................. 94 

3.2.3.3.1. L’éthylène glycol ................................................................................................................................... 94 
3.2.3.3.2. Le GOPS ............................................................................................................................................... 95 
3.2.3.3.3. La DBSA ............................................................................................................................................... 96 

3.3. Caractérisations de l’électrode de PEDOT:PSS et détection de métabolites de Pseudomonas 

aeruginosa ........................................................................................................................................ 96 

3.3.1. Avant-propos : Fenêtres de stabilité de l’électrode de PEDOT:PSS  ............................................. 96 
3.3.1.1. En CV .................................................................................................................................................... 96 
3.3.1.2. En configuration résistance .................................................................................................................... 97 

3.3.2. Résultats principaux : Publication n°3 ..................................................................................... 99 

3.3.3. Résultats complémentaires : Optimisation de la détection de Fe(CN)6
3-, PYO et de PQS sur 

l’électrode de PEDOT:PSS ..................................................................................................................... 117 

3.3.3.1. La SWV de Fe(CN)6
3-/4- sur PEDOT:PSS .................................................................................................... 117 

3.3.3.2. La SWV de PYO sur PEDOT:PSS .............................................................................................................. 118 
3.3.3.3. La SWV de PQS sur PEDOT:PSS .............................................................................................................. 119 
3.3.3.4. Explication de l’allure des SWV ............................................................................................................. 120 

3.3.4. Conclusions sur l’utilisation de l’électrode de PEDOT:PSS ........................................................ 121 

 
 

3.1. Contexte de l’utilisation d’électrodes de PEDOT:PSS 

Le premier objectif de la thèse était de montrer l’intérêt de l’analyse électrochimique de 

surnageants bactériens. Cet objectif a été rempli dans le Chapitre 2 avec des résultats très pro-
metteurs sur les voltampérogrammes de surnageants de plusieurs souches sauvages de PA. Le 
second objectif est relié à la mise en œuvre de ces analyses, et plus particulièrement au matériau 

d’électrode. Il s’agit d’étudier si l’utilisation d’une électrode de poly(3,4-éthylènedioxythio-
phène):poly(styrène sulfonate) (PEDOT:PSS) améliore la détection des métabolites.  

Le PEDOT:PSS est un polymère conducteur électronique qui connait un grand engoue-
ment depuis quelques années. Il possède de nombreux avantages :   

· bonnes caractéristiques électrochimiques (stabilité, réponse électrochimique…) 

[106],  
· biocompatibilité [107],  
· facilité de mise en forme [106], 
· détection amplifiée de molécules organiques [108], [109], [110].  
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Pour ces raisons, ce matériau est utilisé avec succès depuis plusieurs années dans le 
laboratoire de Bioélectronique de l’Ecole des Mines de Saint-Etienne pour des applications cou-
plant biologie et électronique. Les domaines d’applications des recherches menées au laboratoire 

couvrent en 2016 :  
· la neuro-ingénierie, avec l’enregistrement de l’activité cérébrale à l’aide de transis-

tor électrochimique de PEDOT:PSS implantés [111],  
· le diagnostic in vitro, avec 2 volets de recherche différents :  

o la caractérisation de l’attaque de toxines ou de pathogènes sur des tissus épi-
théliaux ou endothéliaux grâce à un transistor électrochimique [112], [113],  

o la détection de métabolites humains comme le glucose ou le lactate grâce à 
des enzymes redox couplés aux transistors électrochimiques [114], [115],  

· les textiles connectés, le principe est de réaliser des électrodes portées sur la per-
sonne pouvant mesurer différents signaux physiologiques [116], [117]. 

Le PEDOT:PSS a aussi été choisi dans cette thèse pour pouvoir réaliser dans le futur la 
détection des métabolites en utilisant le matériau en configuration transistor électrochimique. Le 
but serait d’amplifier le signal en réalisant la détection des molécules à la grille et la mesure du 
signal dans le drain, de la même manière que Tybrandt et al. [118].  

Après une introduction sur le PEDOT, ce Chapitre est consacré à la caractérisation de 
l’électrode de PEDOT:PSS par rapport à l’électrode de GC du Chapitre précédent pour la détec-

tion de molécules redox.  
 

3.2. Le PEDOT, un polymère conducteur 

Le PEDOT est un polymère conducteur de la famille des polythiophènes. Cette famille 
de polymère appartient au groupe des semi-conducteurs de type p (défaut d’électrons). 

 

3.2.1. Polymérisation du PEDOT 

Le PEDOT est issu de la polymérisation du 3,4-éthylènedioxythiophène (EDOT) (Figure 
3-1).  Plusieurs méthodes de synthèse sont couramment employées pour cette polymérisation. 
Elles sont présentées dans les paragraphes ci-dessous.  

Figure 3-1 : Monomère d’EDOT.  

3.2.1.1. Polymérisation chimique oxydative  

La polymérisation chimique oxydative consiste à polymériser chimiquement en phase 
homogène l’EDOT (généralement en solution aqueuse). L’EDOT étant peu soluble en solution 

aqueuse (2,1g/L [106]), un agent surfactant est utilisé pour créer des gouttes d’EDOT dans la 

solution. Puis un agent oxydant est ajouté pour polymériser l’EDOT (Figure 3-2).  
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Figure 3-2 : Représentation schématique des étapes de la polymérisation chimique oxy-

dative de l’EDOT, extrait de [119]. 

La polymérisation du PEDOT se déroule en 4 étapes (Figure 3-3). Tout d’abord une 

étape d’initiation dans laquelle l’oxydant vient générer un cation radical porté par l’atome de 

souffre (Figure 3-3 « Step 1 »). Dans la seconde étape, il y a dimérisation de 2 cations radicaux 
d’EDOT en formant une liaison covalente entre 2 des carbones liés au souffre (Figure 3-3 « Step 
2 »). Le dimère perd ensuite 2 protons pour retrouver un état neutre et stable (Figure 3-3 « Step 
3 »). Puis le dimère va à son tour s’assembler à un nouveau cation radical d’EDOT ou d’oligo-

mères d’EDOT (Figure 3-3 « Step 4 »). Ce processus se poursuit tant qu’il y a des agents oxydants 

présents en solution. La charge portée par le souffre est délocalisée sur l’ensemble de la chaine 

ce qui la stabilise. De plus, elle est compensée par les anions du milieu qui viennent former des 
liaisons ioniques. Le PEDOT est ainsi polymérisé directement sous sa forme chargée et conduc-
trice. Cet aspect sera abordé plus en détail dans le paragraphe 3.2.2. 

 

Figure 3-3 : Etapes de l’oxydation chimique de l’EDOT en PEDOT, extrait de [120].  

Cette polymérisation est celle mise au point par Bayer AG pour leur commercialisation 
de dispersion de PEDOT. L’EDOT est polymérisé dans une solution aqueuse de PSS en utilisant 
Na2S2O8 comme agent oxydant [121]. La réaction se fait à température ambiante et le résultat est 
une dispersion de PEDOT:PSS bleu foncé. Pour obtenir le polymère sous forme solide, une étape 
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de dépôt doit être effectuée (à la tournette, à la pipette…), puis une étape de séchage. Un film très 

conducteur et insoluble dans la plupart des solvants est ainsi obtenu [121].  

3.2.1.2. Polymérisation en phase vapeur  

Cette polymérisation est aussi une polymérisation chimique oxydative mais elle présente 
2 grandes différences avec celle présentée ci-dessus. L’agent oxydant (par exemple le Fer III) est 

déposé directement sur la surface de dépôt. Puis, cette dernière est exposée à des vapeurs d’EDOT 

[122]. Pour cela, un peu d’EDOT liquide est placé dans une enceinte étanche chauffée. Au bout 

de quelques minutes un film de PEDOT est créé sur la surface de dépôt. Des étapes de rinçages 
sont ensuite réalisées pour enlever l’oxydant en surplus.  

3.2.1.3. Dépôt électrochimique  

L’électropolymérisation permet de faire croître un film de polymère sur une électrode 
de travail par oxydation électrochimique du monomère. Elle peut être réalisée dans de nombreuses 
conditions différentes. Tout d’abord, de nombreux électrolytes peuvent être utilisés (par 

exemple : eau ou bien acétonitrile, avec différents sels) [122]. La synthèse peut ensuite être ef-
fectuée avec 3 grandes méthodes électrochimiques : des méthodes à courant imposé (galvanosta-
tiques), à potentiel imposé (potentiostatiques) et des méthodes de cyclages où le potentiel varie 
autour du potentiel d’oxydation du monomère.  

Par exemple, l’électropolymérisation peut être réalisée par chronopotentiométrie. 

L’équipe de Bobacka et al. [123] utilise une solution aqueuse d’EDOT 0,01 M et de NaPSS 0,1 

M et impose une densité de courant de 0,2 mA/cm². D’autres équipes utilisent la voltampérométrie 

cyclique (CV). Par exemple, l’équipe de Zhu et al. [124] réalisent 10 cycles de CV à la vitesse de 
100mV/s dans de l’acétonitrile avec de l’EDOT 0,01M et du LiClO4 0,1M. Au 1er cycle, seul le 
pic d’oxydation de l’EDOT apparait sur la CV (Figure 3-4a, pic Ox2). Au cours des cycles sui-
vants apparaissent les pics d’oxydation et de réduction du PEDOT (Figure 3-4a, pics Ox1 et 
Red1). Leurs intensités augmentent au fur et à mesure de la croissance du film (Figure 3-4b).  

Figure 3-4 : CV (100mV/s), versus Ag/AgCl électrode, obtenues au cours de l’électropo-

lymérisation de PEDOT à la surface d’une électrode de GC, extrait de [124]. 

 

3.2.2. Conductivité du PEDOT 

Le PEDOT peut avoir des conductivités très différentes selon son état d’oxydation. 

Quand il est sous forme neutre, il est isolant. Il n’y a pas d’état d’énergie intermédiaire autorisé 
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dans la bande interdite entre la bande de conduction et la bande de valence (Figure 3-5). En 
oxydant le polymère, de nouveaux états d’énergie apparaissent dans la bande interdite. Le gap 

d’énergie à franchir devient plus faible ce qui augmente la conductivité du matériau. Un matériau 

de type semi-conducteur est alors obtenu. Ce matériau semi-conducteur et donc oxydé est dit 
« dopé » par analogie avec les semi-conducteurs extrinsèques dont la conductivité est augmentée 
en ajoutant des impuretés dans le matériau.   

Lorsque le matériau est faiblement dopé (ou oxydé une seule fois tous les 3 monomères), 
une bande d’énergie un peu au-dessus du niveau de la plus haute orbitale moléculaire occupée 
(HOMO pour Highest Occupied Molecular Orbital) de la bande de valence devient autorisée (Fi-
gure 3-5). On parle de configuration polaron. Lorsque le matériau est fortement dopé (ou oxydé 
une 2e fois tous les 3 monomères), la bande d’énergie crée dans la bande interdite est plus haute 

en énergie, et la conductivité du matériau est ainsi plus grande (Figure 3-5). On parle de configu-
ration bipolaron. C’est dans cet état que le PEDOT est le plus conducteur, le gap à franchir étant 
le plus faible. 

Figure 3-5: Etat d’oxydation du PEDOT, extrait de [125]. 

S’il l’on oxyde encore le matériau (suroxydation), des fonctions cétones ou acide car-

boxyliques sont ajoutées sur le squelette carboné. La conjugaison est alors rompue et la conduc-
tivité décroit de manière irréversible.  

 

3.2.3. PEDOT:PSS 

Lorsque le PEDOT est dans son état conducteur (oxydé), il possède des charges posi-
tives. Des anions doivent donc être introduits dans le matériau pour obtenir la neutral ité élec-
trique. Comme explicité ci-dessus, l’introduction de ces charges est considérée comme un dopage. 

Elle a généralement lieu en même temps que la synthèse du polymère via l’incorporation des 
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anions présents dans la solution. En effet, l’oxydation du monomère ayant lieu a plus haut poten-

tiel que celle du polymère (Figure 3-4a Ox2 a plus haut potentiel que Ox1), cela conduit à l’ob-

tention du polymère dans son état dopé.  
De très nombreux contre-ions peuvent être utilisés à cette fin. Celui utilisé dans cette 

thèse est un polymère : le poly(styrène sulfonate) (PSS). 

3.2.3.1. PSS : poly(styrène sulfonate)  

L’utilisation du PSS (Figure 3-6) comme contre-ion est particulièrement intéressante car 
il est très soluble dans l’eau et permet de solubiliser l’EDOT [106] pour la synthèse chimique 
mais aussi les chaines de PEDOT synthétisées. Des dispersions aqueuses de PEDOT:PSS très 
stables peuvent ainsi être obtenues. Il n’est pas seulement intéressant pour la synthèse et la stabi-

lité des dispersions, mais aussi pour la stabilité et la tenue mécanique des films obtenus à partir 
des dispersions. En effet, le PSS étant lui-même un polymère, il ne diffuse pas hors des film de 
PEDOT:PSS, ce qui permet d’obtenir des films très stables. De plus, il  permet de renforcer la 
tenue mécanique du film.  

Figure 3-6 : Motif élémentaire du PSS. 

3.2.3.2. Organisation du PEDOT:PSS 

L’organisation des 2 polymères en solution ou ensuite sous forme de film a été rapportée 

dans la littérature. La dispersion aqueuse de PEDOT:PSS contient de nombreuses particules de 
taille inférieure à 100nm [106] composées d’un cœur de PEDOT entouré par une coquille de PSS 

(Figure 3-7a). Après évaporation de l’eau, le film de polymère obtenu possède lui aussi une or-

ganisation séparée des 2 polymères. Des amas de chaines de PEDOT de quelques nanomètres à 
quelques dizaines de nanomètres sont séparés par des lamelles riches en PSS (Figure 3-7b) [126]. 
Cette organisation ne permet pas d’avoir une conductivité maximale du matériau. En effet, les 

zones de PEDOT sont séparées par des zones de PSS ce qui coupe la communication inter -chaines. 
Bien qu’une meilleure conductivité du film puisse être obtenue par l’utilisation d’autres contre 

ions [106], le PSS reste le plus communément utilisé grâce à la très bonne stabilité qu’il confère 

à la dispersion et au film.  
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Figure 3-7 : a. Représentation schématique de l’organisation des particules de 

PEDOT:PSS en dispersion aqueuse, extrait de [125] ; Représentation schématique de 

l’organisation des chaines de PEDOT et des chaines de PSS dans le film de polymère, 

adapté de [126]. 

3.2.3.3. Le mélange PEDOT:PSS utilisé 

L’électrode de PEDOT:PSS utilisée dans ce Chapitre est directement adaptée des tran-
sistors électrochimiques utilisés dans le laboratoire de Bioélectronique de l’Ecole des Mines de 
Saint-Etienne. En effet, la même formulation est utilisée ainsi que le même recuit. Ce choix a été 
effectué pour tirer pleinement parti des optimisations réalisées au cours des années par le labora-
toire. J’ai néanmoins conscience que ces optimisations ont été réalisées pour une application dif-

férente de la nôtre (transistor électrochimique et non électrode). Toutefois, nous avons considéré 
que le matériau optimisé donne de bonnes électrodes et nous n’avons pas cherché à l’améliorer 

dans ce chapitre.  
La formulation utilisée dans ce chapitre est la suivante :  
· PEDOT:PSS PH 1000 de Clevios. Ce grade de PEDOT:PSS commercial est celui 

préconisé pour les applications demandant une grande conductivité. Il s’agit d’une 

dispersion aqueuse contenant 1,2% massique (%m) de matière et une répartition 
massique PEDOT:PSS de 1:2,5.  

· Ethylène glycol (EG) : 5% en volume.  
· 3-glycidoxypropyltriméthoxysilane (GOPS) : 1%m. 
· Acide 4-dodécylbenzène sulfonique (DBSA) : 0,5% en volume. 

Le laboratoire de Bioélectronique de l’Ecole des Mines de Saint-Etienne utilise cette 
formulation pour fabriquer en salle blanche des transistors électrochimiques à base de 
PEDOT:PSS. Leurs fabrications impliquent des étapes d’évaporation, de gravure et de dépôt à la 

tournette. Dans notre cas, nous avons utilisé cette formulation de manière plus simple  : elle est 
simplement déposée à la pipette sur une électrode d’or délimitée par une cuve en une zone de 
4*4mm. 

Les 3 paragraphes suivants décrivent le rôle des 3 additifs introduits dans la dispersion 
de PEDOT:PSS.  

 

3.2.3.3.1. L’éthylène glycol 

Au début des années 2000, les scientifiques se sont aperçus que l’ajout d’additifs (EG, 

diméthylsulfoxyde, N,N-diméthylformamide, glycérol, sorbitol,…) à la dispersion aqueuse de 
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PEDOT:PSS rendait les films plus conducteurs La conductivité passe ainsi de 10 0-101 S/cm à 
102-103 S/cm. A cause de leur influence sur la conductivité, ces additifs sont appelés dopants 
secondaires. Mais contrairement au dopage primaire du PEDOT (oxydation), ces additifs n’in-

fluent pas la densité de porteurs de charge mais leur mobilité en modifiant la microstructure du 
matériau [126]. 

Le mode d’action de ces additifs fait encore débat aujourd’hui. Parmi les explications 

les plus citées, il y a celle présentée originellement par l’équipe d’Ouyang et al. [127]. D’après 

leurs travaux, l’augmentation de la conductivité est due à un changement de conformation des 
chaines de PEDOT. Les chaines passent d’une forme aromatique (ou benzoïde) à une forme qui-

noïde (Figure 3-8). Cette dernière structure rend la chaine de PEDOT plane (Figure 3-9) ce qui 
facilite le déplacement des trous, et augmente ainsi la conductivité. D’autres explications sont 
avancées, par exemple l’augmentation de la conductivité pourrait venir d’un meilleur degré de 

cristallinité dans le matériau [125]. 

Figure 3-8 : Forme aromatique et quinoïde du PEDOT, extrait de [127]. 

Figure 3-9 : Simulation 3D de la forme aromatique et quinoïde du PEDOT à l’aide du plu-

gin Molecular Surface Area (3D) de Marvin Sketch 14.7.  

 

3.2.3.3.2. Le GOPS 

 Le GOPS est introduit dans la dispersion en tant que réticulant pour éviter une redisper-
sion du matériau lors du trempage [128]. En effet, le matériau est très hydrophile à cause de la 
grande proportion de PSS et se redisperse facilement. De plus, le GOPS sert à renforcer l’adhésion 

du film de PEDOT:PSS sur son substrat. Toutefois, son introduction produit d’autres effets. Elle 

ralenti la diffusion des ions au sein du film car le matériau est plus réticulé [129] et baisse sa 
conductivité à cause de la réticulation avec des chaines de PEDOT [129].  
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3.2.3.3.3. La DBSA 

La DBSA est un surfactant. Son ajout aide à réaliser des films homogènes par dépôt à la 
tournette [130].  
 

3.3. Caractérisations de l’électrode de PEDOT:PSS et détection de 

métabolites de Pseudomonas aeruginosa 

Les résultats de la caractérisation électrochimique de ces électrodes à base de 
PEDOT:PSS (impédance, CV, détection d’espèces modèles et de métabolites bactériens) sont en 
cours de soumission.  

 

3.3.1. Avant-propos : Fenêtres de stabilité de l’électrode de PEDOT:PSS 

Deux expériences ont été réalisées pour explorer la fenêtre de stabilité de l’électrode de 

PEDOT:PSS et ainsi définir la fenêtre de potentiel à utiliser pour l’électrode de PEDOT:PSS.  

3.3.1.1. En CV 

Tout d’abord, des CV ont été effectuées en élargissant successivement la fenêtre de po-

tentiel en réduction ou en oxydation sur une électrode de PEDOT:PSS déposée sur une électrode 
de platine. Pour chaque fenêtre de potentiel, 5 cycles ont été effectués.  

La Figure 3-10 présente le 1er cycle obtenu pour chacune de ces CV. Les voltampéro-
grammes obtenus sont très capacitifs, comme attendu pour le PEDOT [131]. En descendant à bas 
potentiel (Figure 3-10a), un couple de pic redox est observé respectivement vers -0,87V pour la 
réduction et -0.58V pour l’oxydation. Ce couple correspond probablement au couple H+/H2 de 
l’eau. Un pic d’oxydation plus large est aussi visible vers -0,4/-0,35V selon les cycles. Ce pic est 
attribué à l’oxydation du PEDOT. On modifie donc le matériau dans cette zone. Toutefois, ce pic 

peu intense et large n’empêche pas la détection dans cette gamme de potentiel. En réduction, des 

espèces dont le potentiel redox est supérieur à -0,7V peuvent donc être à priori détectée par notre 
électrode.  

En balayant vers les potentiels positifs (Figure 3-10b), les CV présentent peu de diffé-
rences avant que la borne supérieure atteigne +0,8V. A partir de cette valeur, un pic de réduction 
apparait vers +0,05V. Ce pic est probablement lié à l’oxydation du platine supportant le PEDOT 

au-dessus de +0,8V, ce qui donne un pic en réduction correspondant à la réduction des oxydes de 
platine et de l’oxygène. Lorsque la borne supérieure atteint +1,0V, les 5 cycles de CV sont très 

différents, à la fin il n’y presque plus de courant mesuré. Ce phénomène est dû à la suroxyda tion 
du PEDOT. En oxydation, des espèces dont le potentiel redox est inférieur à +0,9V peuvent donc 
être à priori détectées par notre électrode 
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Figure 3-10 : 1er cycle de CV (50m/s) dans du NaCl 171mM de PEDOT:PSS déposé sur 

une électrode de platine.  

Cette première étape a permis de déterminer une fenêtre de potentiel ( -0,7/+0,9V) pour 
laquelle il n’y a pas de phénomènes redox susceptibles d’interférer avec la dé tection électrochi-
mique de molécules. Nous avons ensuite voulu évaluer sur quelle partie de cette fenêtre de po-
tentiel le matériau est stable et n’est pas dégradé ayant constaté  des oxydations/réductions du 
matériau dans cette fenêtre. Pour cela, nous avons réalisé 100 CV pour différentes fenêtres de 
potentiel. La charge à chaque cycle est mesurée, et les potentiels extrêmes sont considérés comme 
ne dégradant pas le matériau si aucun changement de charge n’est mesuré au cours des 100 cycles.  

En oxydation, dès +0,4V la charge du cycle de CV baisse continuellement au cours de 
la répétition des cycles. La suroxydation de PEDOT commence donc dès +0,4V. Ce résultat est 
cohérant avec les mesures Raman réalisés à différents potentiels électrochimiques par Łapkowsk i 
et Proń [132] qui ont montré que la signature du PEDOT suroxydé apparaissait dès +0,4V. Il faut 
donc éviter de dépasser cette valeur pour ne pas dégrader irréversiblement l’électrode.  

Concernant la borne inférieure, une diminution de la charge est observée dès -0,1V et 
pour tous les potentiels testés jusqu’à -0,55V. Toutefois cette diminution se stabilise au cours des 
100 cycles, ce qui signifie que le matériau ne se dégrade pas continuellement mais atteint au bout 
de quelques cycles un état stable. Ces résultats semblent indiquer que l’état redox du PEDOT est 

modifié sur cette gamme de potentiel.  

3.3.1.2. En configuration résistance  

Pour confirmer notre hypothèse de changement d’état redox du PEDOT pour ces poten-

tiels, une expérience de mesure de résistance du matériau à différents potentiels électrochimiques 
a été effectuée. Pour cela, un film de PEDOT est déposé sur une lame de verre possédant 2 pistes 
conductrices à chacune de ses extrémités. Un potentiel électrochimique  est appliqué par rapport 
à une référence à l’une des extrémités du film, et une petite variation de potentiel  est appliquée 
entre les deux extrémités du film (Figure 3-11a). Le courant entre les 2 extrémités pour une rampe 
de potentiel   de -0,02 à +0,02V est alors mesuré. Ces données forment une droite (Figure 3-11b) 
dont la pente à l’origine donne la résistance du matériau au potentiel électrochimique . 
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a.     b.  

Figure 3-11 : a. Montage pour la mesure de la conductivité en fonction du potentiel  ; b. 

Allure des courbes obtenues et pente à l’origine.  

L’expérience est réalisée en triplicata pour chaque potentiel testé. La résistance ca rrée 
obtenue (c’est-à-dire rapportée à la surface du film) varie sur tous les potentiels testés (Figure 
3-12). La variation est petite entre +0,35 et -0,05V, mais grande entre -0,1 et -0,3V. Cela montre 
que l’état redox du matériau connait de grands changements dans cette dernière fenêtre de poten-
tiel, confirmant ce que la différence de charge laissait supposer. Toutefois, l’état redox du maté-

riau varie aussi légèrement entre -0,1 et +0,3V. Cette variation n’était pas visible en CV lors de 

l’expérience réalisée dans le paragraphe précédent. 

Figure 3-12 : Résistance carrée en fonction du potentiel imposé d’un film de PEDOT:PSS 

plongé dans du PBS.  

Cette évolution de l’état redox du PEDOT correspond probablement à une modification 
de la proportion des polarons et bipolarons dans les chaines. Ces ratios évoluent sur une grande 
plage de potentiel et donnent un changement lent de conductivité. Il est difficile de donner une 
borne limite en réduction pour l’utilisation de l’électrode de PEDOT:PSS. Si le critère était de 

peu changer l’état redox du matériau, il faudrait s’arrêter à -0,05V. Toutefois, ces changements 
redox étant réversibles, une fenêtre plus grande peut être autorisée. Pour les détections présentées 
dans ce Chapitre, nous avons choisi de prendre comme borne basse un potentiel environ -0,2V en 
dessous du potentiel redox de l’espèce considérée pour observer toute la réaction tout en dimi-

nuant au minimum la conductivité de l’électrode. 
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3.3.2. Résultats principaux : Publication n°3 

Effective detection of redox molecules se-

creted by Pseudomonas aeruginosa owing 

to PEDOT:PSS amplification  
Julie Oziat,a,b George G. Malliaras,b Pascal Mailley,a* 

a CEA, Leti, MINATEC Campus, F-38054 Grenoble, France. 
b Department of Bioelectronics, Ecole Nationale Supérieure des Mines de Saint-Etienne, F-13541 Gardanne, France. 
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Introduction  

Since their discovery in 1977, electronically conductive polymers sustain tremendous 
attention with potential applications in electronics, energy, surface modification or (bio)electro-
analysis for example [133]. From this family of polymers, PEDOT focuses specific interest since 
the last decade. Such an interest comes from its intrinsic properties including high electro nic 
conductivity, suitable electroactivity, long term (electro)chemical stability, ease of processing 
[106] or biocompatibility [107]  for example that make it a valuable material for electrochemical 
applications.   

For example, PEDOT was early implemented in electroanalysis owing to its volume 3D 
electrode comportment for the fabrication of all plastic ion-selective electrodes. In such a context, 
PEDOT was used as internal layer to provide interfacial charge accumulation owing to its capac-
itive properties [134]. Owing to this capacitive behavior coupled to the concomitant excellent 
reversibility of the polymer switching (from doped conductivity to dedoped semiconductivity) 
and due to its excellent biocompatibility, PEDOT was further applied to the design of neurostim-
ulation and monitoring electrodes [107]. Such a biocompatibility represents also an issue for the 
fabrication of amperometric electrochemical biosensors. Thereby PEDOT acts in these applica-
tions as effective membrane for enzyme immobilization [131]. Moreover, it shown improved sta-
bility over constant polarization that allows the fabrication of stable biosensors. Away from bio-
chemical or biological applications, PEDOT could also behaves as a faradic electrode material 
for the electroanalysis of chemicals dissolved in complex media. In such a way, some researches 
focused on the modification of the PEDOT matrix with exogenous molecules or supramolecular 
objects or on the modification of the doping molecular units to direct the electrochemical charac-
teristics of PEDOT toward the detection of acetaminophen [135], the co-detection of urate, ascor-
bate and dopamine [108], [136] or the electrocatalysis of phenol [109]. However, PEDOT films 
are generally obtained through direct electropolymerization within monomer solutions. Indeed, 
this fabrication methodology appears simple at the laboratory scale and allows straightforward 
modification of the physico-chemical characteristics of the electrogenerated polymers. However, 
it appears incompatible with more advanced processing techniques, including spin -coating or 
electrospinning for example, that are compatible with industrial applications, such as electronics 
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that requires parallelized fabrication. In such a way, PEDOT:PSS blends are now commercially 
available that bring easy processing of the conductive polymer for the design of (bio)electrochem-
ically active films [115] or fibers for drug release [137]. Interestingly for electroanalysis in com-
plex media, Heras et al. [110] also described the antifouling properties of these PEDOT:PSS 
films. 

All the aforementioned properties make PEDOT:PSS valuable material for electroanal-
ysis in complex media that requires advanced biocompatibility of the electrode material. In such 
a context, we propose in this contribution to implement PEDOT:PSS film as a 3D electrode ma-
terial for the accurate and amplified detection of metabolites issued from Pseudomonas Aeru-
ginosa (PA) secretome. In such a way, we deeply characterized the electrochemical behavior of 
PEDOT:PSS modified electrodes in respect to the classical glassy carbon electrode using 
outersphere electrochemical probes exhibiting different charges (ferri/ferrocyanyde, ruthenium 
hexamine and Ferrocene methanol). Such a characterization helped at interpreting the electro-
chemical comportment of typical species issued from PA quorum sensing (e.g. Pyocyanin, Pseu-
domonas quinolone signal and 2’–aminoacetophenone, see Figure 3-13) at PEDOT:PSS modified 
electrodes. Finally, the designed electrodes were implemented for the detection of the a foremen-
tioned metabolites directly in bacterial culture supernatants.  

.  

Figure 3-13: The 3 P. aeruginosa metabolites studied. 

Material and Methods 

Chemical and reagents  

 

All the chemicals and reagents were purchased from Sigma-Aldrich with the highest 
purity grade existing and used without any further purification except poly(3,4-ethylenedioxythi-
ophene), doped with poly (styrene sulphonate) (PEDOT:PSS) PH 1000 grade purchased from 
Clevios. 

Stock solutions of Potassium Ferricyanide K3Fe(CN)6 10mM, Hexaammineruthenium 
chloride Ru(NH3)6Cl3 10mM, Ferrocenemethanol (FcMeOH) 10mM, Pyocyanin (PYO) 8mM, 
Pseudomonas quinolone signal (PQS) 12.7mM and 2’-aminoacetophenone (2-AA) 40mM were 
prepared in acetonitrile (ACN), aliquoted and stored in freezer (-20°C). Diluted solutions were 
prepared through dilution of stock solutions in PBS aqueous solution (1x). For measurements at 
different pH, buffers were prepared with ultra-purified water (Milli-Q system) containing NaCl 
(10mg/mL) and buffer reagents. These buffers are mixtures of sodium phosphate dibasic and so-
dium phosphate monobasic (0,1mM).  
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PEDOT:PSS electrodes 

PEDOT:PSS dispersion was mixed with 5 vol% of Ethylene glycol, 0.2 vol% of 4 -do-
decyl benzene sulfonic acid (DBSA) and 1 wt% of 3-glycidoxypropyltrimethoxysilane (GOPS) 
(Figure 3-14a). Solution was sonicated in ultrasound bath during 30min before being filtrated on 
5µm syringe filter. Then, it was drop-casted with micropipette on Cyclic Olefin Copolymer 
(COC) cuvette of 4*4mm on the bottom of which 150nm of gold was evaporated. Then, annealing 
at 120°C were performed during 1 hour under ambient atmosphere to obtain the PEDOT elec-
trodes (Figure 3-14b).  

Figure 3-14: a. Chemical species used to make the PEDOT:PSS electrode ; b. PEDOT:PSS 

obtained electrodes 

To obtain the real volume of the PEDOT electrode, 9 drops of 4, 6 and 9µL were drop-
casted on silicon wafer. After annealing using the above-mentioned conditions, surface profiles 
of the deposits were acquired on a DEKTAK 150 profilometer (step 0.167µM, power 5mg). This 
profile is further integrated under cylindrical symmetry hypothesis to obtain the dry PEDOT -PSS 
film volume. 

 Electrochemical measurements 

All electrochemical measurements were made in custom built three-electrode Teflon 
cell. Working electrodes were Glassy Carbon (GC) electrode 1mm diameter or PEDOT:PSS elec-
trode mentioned above. The reference electrode was a classical Ag/AgCl electrode ([KCl] 3M). 
The counter electrode was a platinum foil.  

All electrochemical measurements were performed with a µAUTOLABIII potentiostat 
(Autolab Bv, The Netherlands) equipped by Nova 1.10 software using either impedance measure-
ment, cyclic (CV) or square wave (SWV) voltammetries. Impedance measurement were done at 
a bias potential of +0.3V (closed to the PEDOT-PSS OCP) with an RMS amplitude of 0.1V from 
10kHz to 0.02Hz. CV were made with a scan rate of 10mV/s and SWV with a step of 5mV (square 
wave amplitude and frequency of 20mV and 0.5Hz respectively). To characterize the influence 
of PEDOT films on the detection of electroactive species, the electrochemical responses obtained 
on GC and PEDOT electrodes, were compared using current densities normalized by the geomet-
ric surface of the electrode.  
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CVs obtained on PEDOT-PSS film electrodes were reproducible over successive scans 
except in reduction at lower potentials (Figure 3-21, supplementary) thus requiring at least 15 
cycles before stabilization. Following this conditioning, the voltammograms made on the -
0.4/+0.4V window exhibit high stability over more than 100 successive cycles (data not shown). 
Thereby, before use for analytical purpose, PEDOT-PSS working electrodes were preconditioned 
before each set of experiment by cycling the electrode between -0.4/+0.4V at 50mV/s 25 times. 
PEDOT working electrodes were rinsed with ultra-purified water and changed after each set of 
measurement. GC working electrodes were also rinsed with ultra-purified. Between each meas-
urement series, GC electrode was polished with a 1µm diamond paste (RadioSpares) and further 
rinsed with ultra-purified water, ethanol and ultra-purified water once again.  

Data analysis was performed using Origin 9.1 software. To measure  peak current, peak 
potential and voltametries area, the baseline was subtracted from the CV or SWV to remove back-
ground signals. Baselines were created for each data from a set of 30 points. 

 Supernatant measurement 

Pseudomonas aeruginosa (PA) strains PAO1 (Holloway collection) were investigated. 
The PA strain was first inoculated in 30 mL LB medium and incubated overnight at 37°C under 
agitation (300 rpm). Overnight cultures were centrifuged and washed with LB. At T0, 1mL of 
bacterial solution was added to 155 mL of fresh LB medium to obtain an optical density at 600nm 
(OD600) of 0.05 (about 3.0*107 bacteria/mL). Then the cultures were incubated at 37°C, 300 rpm. 
At 0, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10 and 24h of growth, 6 mL of the medium were removed, centrifuged at 
6000rpm, passed through 0.2 µm filter and stored in ice until the electrochemical analyses were 
performed. In parallel, bacterial growth was followed by OD600 spectrophotometer.  

 Results and discussions  

PEDOT:PSS thin film electrodes were studied in three steps to characterize their elec-
trochemical behaviour in view of  amplified detection of Pseudomonas aeruginosa (PA) metabo-
lites. The first step consists on electrochemical characterization in PBS model media using CV 
and electrochemical impedance spectroscopy (EIS). The second step deals with the study of the 
two well-known outersphere redox species Fe(CN)6

3-/4- and Ru(NH3)6
2+/3+that exhibits pure mo-

noelectronic redox process (these redox probes were selected according to their ionic charges that 
would involve different electrostatic behaviours in presence of the PSS backbone). The third step 
consists in the characterization of the electrochemical response of the three PA metabolites PYO, 
PQS and 2-AA. All these steps are needed for the interpretation of the electrochemical responses 
obtained with culture supernatants of PAO1 strain at several growth times.  

 Characterization of the PEDOT electrode in PBS 

CV of PEDOT:PSS film electrodes in neutral PBS aqueous solution (Figure 3-15a) ex-
hibit purely capacitive behaviour for all the tested scan rates, the evolution of the charge inte-
grated under each CV scan being proportional to the scan rate. This enhanced capacitive com-
portment (according to a classical smooth electrode) was expected for PEDOT:PSS film 
electrodes [131]. To investigate more in details, the aforementioned electrochemical behaviour, 
EIS characterizations were carried out on the modified electrodes. More precisely, different vol-
umes of electroactive polymer were drop-casted at the surface of the electrode to characterize the 
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influence of the PEDOT-PSS film thickness (for a given geometric surface) on the impedance 
behaviour (Figure 3-15b).  

All the recorded impedance spectra show the same behaviour, whatever the volume used 
for the electrode surface modification (Figure 3-15b), with the predominance of the aforemen-
tioned capacitive behaviour as shown by the Nyquist plots displayed in the Figure 3-15b insert. 
This comportment is consistent with Bobacka et al. [123] works made on electropolymerized 
PEDOT. The obtained Bode-Plots were analysed using equivalent circuit modelling to have an 
insight in the evolution of the electrochemical behaviour of PEDOT-PSS modified electrodes with 
the drop-casted polymer volume. For that purpose, all the spectra were fitted owing to the RT 
circuit, where R is the series resistance of the circuit (metal +electrolyte) and T represents the 
tangent hyperbolic element. The latter element is classically implemented to describe capacitive 
behaviour of porous electrodes, including metal foams [138],  due to finite length diffusion of 
ions inside the electrode pore volume. This model was successfully implemented to PEDOT films 
characterization by analogy to describe diffusion length of the ions inside the electronically con-
ductive polymer network [123]. 

Figure 3-15: a.CV in PBS at different scan rate of PEDOT:PSS 6µL dropcasted electrode; 

b. Bode impedance spectrum at +0.3V on the range of 0.02 to 10kHz for PEDOT elec-

trodes of different volume and fitting plot with RT circuit, insert: Impedance data for 

the electrode of 6µL in Nyquist representation; c. Capacitance extracted from imped-

ance measurement at low frequency according PEDOT electrode volumes (dropcasted 

and real). 

The aforementioned equivalent circuit enables to fit the recorded impedance spectra, 
whatever is the PEDOT-PSS volume, with good accuracy (c²<0.04 leading to an error on the 
components value down to 3 %). Indeed, the analytical expression of T impedance is given by the 
following equation: 

where is the diffusional time constant,  is the diffusional pseudocapacitance,  is (-1)1/2 and  

the angular frequency. 

Indeed, the latter diffusional capacitance CD corresponds for 3D electrodes to the  total 
capacitance of the material [138]. Thereby, PEDOT film capacitances were extracted from the T 
values obtained from fitting. As depicted in Figure 3-15c, the capacitance of the modified elec-
trode evolves linearly with the dropcasted PEDOT:PSS volume. Such linear relationship between 
PEDOT:PSS drop-casted volume and modified-electrode capacitance is also confirmed by cyclic 
voltammetry (Figure 3-23, supplementary).  Otherwise, to compare the specific capacitance of 
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the modified electrodes obtained in this article with such reported in the literature, the thickness 
of the different dry-state PEDOT:PSS films were measured by profilometry. The dry-state volume 
of each drop-casted film was then estimated through integration using cylindrical symmetry ap-
proximation. A linear relationship is obtained between the drop-casted and the dry-state volumes 
of PEDOT:PSS leading to an estimated volume capacitance of  18.7 ± 1.2 F/cm3, this specific 
capacitance being in the range of theoretical values (6 and 57 F/cm3) calculated by Proctor et al. 
for PEDOT:PSS films [139]. These capacitance characterizations show that PEDOT:PSS behaves 
as a volume 3D electrode, this property being of great interest for electroanalysis and sensing 
[140], [139] owing to the available electroactive surface. Moreover, the electrostatic and molec-
ular properties of PEDOT:PSS films may be used to accumulate or/and adsorb analytes in the 
view of amplified electrochemical detection.  

Study of 2 redox species with simple 1 electron transfer: Fe(CN)6
3-/4- and 

Ru(NH3)6
2+/3+ 

To characterize more in depth the electrochemical behaviour of PEDOT:PSS modified 
electrodes, two well-known  redox systems,  (Fe(CN)6

3-/4- and Ru(NH3)6
2+/3+, were assayed. These 

two species were selected according to their simple outsphere one electron transfer but also due 
to their opposite charge that should involve markedly different interaction with PEDOT:PSS, this 
assertion  being supported by the previous works of Lin et al. [141] on slightly over-oxidized 
electropolymerized PEDOT. The obtained electrochemical responses were systematically com-
pared to the ones obtained on a classical GC electrode of the same geometrical surface. 

The voltammograms of Fe(CN)6
3-/4- (150µM) recorded in neutral PBS (Figure 3-16a) are 

rather stable over multiple cycling  and show the expected reversible redox behaviour on GC and 
also, as already reported [141], on PEDOT:PSS electrodes (the only marked difference between 
the CVs resulting in the PEDO:PSS capacitive background). The obtained half-wave potentials 
are close for both electrodes (E1/2

PEDOT = 0.194V and E1/2
GC = 0.205V). For PEDOT:PSS electrode 

the peak to peak potential difference, DEp, takes a value of 60.4 mV close the Nernst theoretical 
value of 59mV for 1 electron exchange at 25°C. The ratio APEDOT:PSS/GC between the charges inte-
grated under PEDOT:PSS and GC peaks APEDOT:PSS/GC is equal to 1.45 for Fe(CN)6

3-/4-. Such a 
ratio shows that PEDOT:PSS modified electrodes  exhibits a slightly larger electroactive surface 
than GC electrode. However, the modified electrode behaves as a classic 2D electrode, the PE-
DOT:PSS film only slightly enhancing the electrode surface due to surface film structuration. 
Indeed, this poor signal amplification may be attributed to the electrostatic repulsion of the 
ferri/ferrocyanide anions by the negatively charged PSS backbone that would avoid redox probe 
penetration in the 3D PEDOT electrode framework. To sustain such an hypothesis, the positively 
charged Ru(NH3)6

2+/3+ redox probe was assayed.  
Similar experiments were carried out with Ru(NH3)6

2+/3+ (150µM in neutral PBS). While 
Ru(NH3)6

2+/3+ CV responses on GC electrodes exhibit a nice reversible behaviour (E1/2 
GC = -0.174 

V) with a DEp of 59.9mV close to the expected theoretical value, the voltamperometric response 
obtained at the PEDOT: PSS modified electrode is drastically different (Figure 3-16b). Upon 
successive cycles, the redox signal of the ruthenium complex increases with cycle number until 
reaching a maximum after 25 cycles (Figure 3-16b insert). Concomitantly to the increase of the 
CV amplitude, the ruthenium solution sustains a slight colour attenuation. The two aforemen-
tioned behaviour are related respectively to the accumulation of the positively charged ruthenium 
hexamine into the globally negatively charge PEDOT:PSS matrix and to the concomitant deple-
tion of the amount of ruthenium complex free in solution. One can note also that the peak to peak 
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potential difference of the CVs reported in Figure 3-16b for PEDOT:PSS takes a value of 30.2 
mV at 10 mV/s that increases with the scan rate (Figure 3-24b, supplementary). This value, that 
is markedly lower than the expected theoretical value observed for purely diffusive species, cor-
roborates the hypothesis of cationic complex accumulation in the PEDOT:PSS matrix.  To verify 
the reversibility of this electrostatic interaction, a PEDOT:PSS electrode saturated with 
Ru(NH3)6

2+/3+ was transferred in a PBS solution free of ruthenium complex. As expected, the 
cationic exchange with the solution took place progressively leading to the release of the complex 
in the solution as depicted by the ruthenium redox peaks depletion with time (Figure 3-24a). Such 
a behaviour corroborates, the cation exchange properties of PEDOT: PSS films and so  the accu-
mulation of ruthenium hexamine.  

Otherwise, the half wave potential of the Ruthenium complex is markedly displaced to-
ward negative potentials taking a value of -0.314V. Such large displacement may be ascribed to 
the electrostatic interaction with the PSS backbone. Indeed, as reported by Nardes et al. [126], 
spin-coated PEDOT:PSS films form nano-domains in which PEDOT rich particles are separated 
by quasi continuous PSS lamella. Thereby, this negatively charge PSS gangue interacts with the 
cationic ruthenium complexes enabling thus their accumulation. Conversely, such phenomenon 
may imply larger energy demand for electrochemical reaction with the PEDOT (than such ob-
served on GC electrodes) due to electrostatic attraction away from the electroactive and electron-
ically conductive PEDOT nanodomains.      

The evolution of ten CV peak intensities of the two species against scan rate was meas-
ured for bare and PEDOT:PSS modified GC electrodes (Figure 3-16d). As expected, for both 
species the electrochemical behaviour is controlled by the diffusion process on bare GC electrode 
as highlighted by the dependency of the CV peak amplitude with the scan rate. The peak intensity 
of Fe(CN)6

3-/4- evolves linearly with the square root of the scan rate on PEDOT:PSS modified 
electrode confirming that the electrochemical behaviour of ferri/ferrocyanide is controlled by the 
diffusion process. Conversely, Ru(NH3)6

2+/3+ exhibits on PEDOT:PSS electrode a dependency of 
the peak intensity with the scan rate elevated at a power of 0.91 ±0.06.  This quasi linear evolution 
of the peak intensity with the scan rate prove the temporal comportment of rut henium hexamine 
due to accumulation in the PEDOT:PSS matrix. One can note also in Figure 3-16d that such an 
accumulation process enables large amplification of the signal with an amplification factor 
APEDOT:PSS/GC  of nearly two orders of magnitude at 10 mV/s. Otherwise, whereas the electrochem-
ical response of ferri/ferro cyanide is rapid on the PEDOT:PSS modified electrode whatever is 
the scanning rate (data not shown), the CVs recorded for ruthenium hexamine show increasing 
peak-to-peak potential difference with the scanning rate (Figure 3-24b). Such comportment de-
note slower oxido-reduction process on PEDOT:PSS that could be ascribed to a partial dedoping 
of PEDOT and concomitant decrease in intrinsic electronic conductivity of the conjugated poly-
mer at the Ru(NH3)6

2+/3+ detection potential.   
Finally, these two redox probes, Fe(CN)6

3-/4- and Ru(NH3)6
2+/3+, exhibits opposite elec-

trochemical behaviour on PEDOT:PSS film electrode and thereby image two radically different 
behaviour of the electrode. The negatively charge species Fe(CN) 6

3-/4- are detected under diffusion 
control at the electrode surface without access to the PEDOT volume. Conversely, the positively 
charge species Ru(NH3)6

2+/3+ accumulate on the PEDOT:PSS film leading to sensitive signal am-
plification owing to the bulk electrode comportment of the PEDOT:PSS film. However, this arti-
cle focuses at detecting molecular species issued from PA secretome. These species are in general 
neutral but present systematically aliphatic moieties. Thereby, even if no electrostatic accumula-
tion occurs, these species may interact with the unsaturated backbone of PEDOT or/and PSS 
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polymer within the PEDOT:PSS film. To evaluate such a possible phenomenon, a third 
outersphere molecular probe, ferrocenemethanol (FcMeOH) was assayed. Indeed, FcMeOH is a 
neutral molecules that exhibits two pentadienyl moieties that may interact with stryrene and 
EDOT rings through π-stacking. Figure 3-16c displays the voltamperometric responses of 
FcMEOH on bare GC and PEDOT:PSS modified electrodes. These voltammograms exhibit the 
expected redox response of FcMeOH centred at a half wave potential of 0.208 and 0.206 V re-
spectively. close to the tabulated value respectively on PEDOT:PSS modif ied and bare GC elec-
trodes. First, one can clearly distinguish the marked amplification of the FcMeOH response onto 
the PEDOT:PSS modified electrode that highlights the expected role of 3D electrode bring by the 
PEDOT conjugated polymer. Away from this macroscopic observation, the peak-to-peak differ-
ence recorded for GC electrode is equal to 61 mV (which is coherent with the diffusion controlled 
detection of FcMeOH) whereas, it appears markedly lower for the PEDOT:PSS electrode (29 
mV). Such a behaviour can be ascribed to the adsorption of FcMeOH onto the polymer backbones 
of PEDOT and/or PSS. Such an assertion is reinforced by the evolution of the FcMeOH voltam-
perometric response amplitude with the scan rate. Indeed, on GC electrode, the peak amplitude 
vary linearly with the square root of the scan rate (Figure 3-16d) as expected for diffusion con-
trolled electrochemical detection. Conversely, the evolution of the amplitude for the PEDOT:PSS 
modified electrode follows a 0.83 power law (Figure 3-16d) than denotes mixed diffusion-adsorp-
tion control. Finally, the electrochemical behaviour of the FcMeOH gives a valuable insight on 
the possible comportment of species issued from PA secretome (typically PYO and PQS) since it 
exhibits similar size and diffusion coefficient as well as the ability to molecularly interact with 
the PEDOT and/or PSS polymers.  

Figure 3-16: a. Comparative CV (10mV/s) of 150µM K3Fe(CN)6 in PBS on GC and PEDOT 

working electrode; b. Comparative CV (10mV/s) of 150µM Ru(NH3)6Cl3 in PBS on GC and 
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PEDOT working electrode; Insert: reduction peak current according number of scans; c. 

Comparative CV (10mV/s) of 150µM FcMeOH in PBS on GC and PEDOT working elec-

trode; d. Peak current normalized against apparent surface of the electrodes according 

CV scan rate for GC and PEDOT electrodes and 150µM K3Fe(CN)6, Ru(NH3)6Cl3 and 

FcMeOH in PBS. 

Study of 3 redox metabolites of PA 

The electrochemical responses of the three model outersphere redox systems gave an 
insight on the PEDOT:PSS behaviour. More particularly, the existence of accumulation phenom-
ena was demonstrated that could lead to amplification of the recorded signal owing to the aliphatic 
nature of the polymers and/or to the charge of the PSS backbone. Indeed, the goal of this article 
aims at detecting molecules secreted by PA. Thereby, to analyse the impact of the electrode mod-
ification with PEDOT:PSS, three redox metabolites, PYO, PQS and 2-AA issued from PA secre-
tome were assayed.  A fourth important component of PA quorum sensing, HHQ, was also studied 
on bare GC electrodes in a previous work [publication n°1]. However, the electrochemical detec-
tion of HHQ on PEDOT:PSS modified electrode was impossible  due to its high oxidation poten-
tial that overlaps with PEDOT overoxidation phenomena.  

The PA toxin PYO 

PYO is a zwitterionic species that presents an half-wave potential close to the one of 
Ru(NH3)6

2+/3+. In the assayed pH range 5.5-8, PYO is globally neutral. Figure 3-17a displays the 
electrochemical response of PYO (55µM) on PEDOT:PSS modified (blue line) as well as on GC 
(black line) electrodes in pH 7.4 PBS media. The redox reversible wave of PYO is seen at a half 
wave potential of nearly -0.26 V for both bare GC and PEDOT:PSS modified electrodes. As men-
tioned earlier for the ruthenium complex, the peak-to-peak potential difference ΔEp recorded for 
PYO is higher on the PEDOT:PSS electrode than such measured on bare GC electrode one [pub-
lication n°1]. This may be also explained by the partial reduction of the PEDOT at this potential 
that would slow down the electron transfer process. As already observed for the positively charged 
Ru(NH3)6

2+/3+, successive cycling leads to the growth of the recorded redox signature associated 
to PYO. However, the CV amplitude evolves rapidly with cycling along the four first cycles be-
fore weakly increasing over further cycles. Accordingly, virtually no accumulation effect is seen 
on bare GC electrode thus demonstrating the role of PEDOT:PSS in the accumulation/amplifica-
tion process. Finally, the amplification associated to the accumulation of PYO in PEDOT:PSS in 
respect to the response observed at bare GC electrode is markedly lower than such observed for 
ruthenium hexamine with an amplification factor of only 4.4. Such a difference in comportment 
can be attributed only very partially to the difference in PYO and ruthenium hexamine concen-
trations (55 and 150 M respectively). Since, both species present similar weight and diffusion 
coefficients and regarding the zwitterionic nature of PYO (PYO is globally neutral in the stu died 
pH range), the accumulation process of PYO is more likely due to molecular interaction between 
the phenazine structure and PEDOT or/and polystyrene backbones, instead of electrostatic inter-
action for ruthenium hexamine, leading to weaker driving force and so lower penetration depth 
of the detected molecules within the polymer film structure.    

We also assayed passive accumulation (instead of accumulation during potential cy-
cling) of PYO within the PEDOT:PSS film. Figure 3-17b displays the voltamperometric responses 
of PYO at GC bare and PEDOT:PSS modified electrodes following increasing soaking time of 
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the electrode in a solution of pH7.4 PBS containing 55 µM of PYO.  As already observed under 
potential cycling, PYO accumulates rapidly in the polymer films over 9 mins of passive accumu-
lation leading to sensitive amplification before slowly evolving over longer dipping durations 
(Figure 3-17b insert). This delay before reaching a maximum of accumulation is slightly higher 
than when using potential cycling for which the maximum of response is reached after 6 min. 
Such a complementary experiment shows first that potential cycling does not bring any significant 
activation of the accumulation process within the PEDOT:PSS film and secondly that accurate 
measurements can be carried out after only 10 minutes of equilibration in the solut ion containing 
PYO. Otherwise, we performed successive cyclic voltammetries in a PBS solution free of PYO 
following accumulation and detection of the redox species on the PEDOT:PSS modified elec-
trode. After 15 successive scans, the voltamperometric trace displayed in Figure 3-17b (black 
dashed line) still exhibits the response of PYO thus showing that PYO accumulation in the PE-
DOT:PSS film is only partially reversible. Such a behaviour is coherent with the aforementioned 
existence of molecular interaction between PYO and the polymer film. To confirm the latter hy-
pothesis, the evolution of PYO response amplitude with the scan rate of the cyclic voltammetry 
was studied (Figure 3-17c). The intensity of the oxidation peak associated to PYO evolves linearly 
with the scan rate for the PEDOT:PSS modified electrode whereas it evolves with a 0 .65 power 
law at bare GC electrode. Thereby we can assume pure temporal comportment on PEDOT:PSS 
modified electrodes due to the accumulation/adsorption of PYO at the polymer backbone whereas 
only weak adsorption was seen on glassy carbon for which the major contribution to the response 
remains purely diffusive. 

Since the final application of the PEDOT:PSS modified electrode deals with the electro-
chemical detection of molecules secreted by bacteria in their supernatant culture media, the evo-
lution of the response with PYO concentration was characterized using square wave voltametry. 
SWV was preferred to CV to extract more accurately the electrochemical response of the target 
secreted molecule from the background response of the culture media and from the capacitive 
behaviour of the PDOT:PSS film.  The insert of Figure 3-17d displays the SWV response of PYO 
in PBS for different concentrations ranging from 1 to 55 µM that are representative of typical 
PYO concentrations reported in the literature for PA cultures. Each SWV response exhibits a 
well-defined peak centred on PYO half wave potential. The calibration curves of PYO at bare GC 
and PEDOT:PSS modified electrodes, drawn from the aforementioned SWV voltamperograms, 
are represented in Figure 3-17d. The electrochemical response evolves linearly with PYO con-
centration on both electrodes with respective sensitivities of 8.19 and 3.49 nA/mm².µM for PE-
DOT:PSS and bare GC electrodes corresponding to an amplification factor of 2.35. This amplifi-
cation is lower than such determined using CV. Such a difference could be explained by SWV 
parameters that were optimized for the ferri/ferrocyanide probe which is a more rapid and reversi-
ble system that is detected at potential for which PEDOT is fully doped (and thus more conduc-
tive).   

To complete the study PYO response on PEDOT:PSS electrode, the influence of pH was 
assessed around neutrality (pH ranging from 5.5 to 7.7, Figure 3-25, supplementary). Similar 
results were obtained on PEDOT:PSS modified and bare GC electrode. The SWV peak potential   
decrease linearly with the pH with a slope of nearly 50 mV that is coherent with 2 protons and 2 
electrons exchange.  



Chapitre 3 :  Electrode de PEDOT:PSS, caractérisations et détection de métabolites de  P. aeruginosa 

 

109 

Figure 3-17: a. Comparative CV (10mV/s) of 55µM PYO in PBS on GC and PEDOT:PSS 

working electrode; b. CV (10mV/s) of 55µM PYO in PBS on PEDOT:PSS working elec-

trode made after different soaking time of the electrode in the solution; Insert: Compar-

ative evolution of PYO oxidation peak current according accumulation time in 55µM PYO 

PBS solution on GC and PEDOT:PSS working electrode. ; c. Oxidation peak current nor-

malized against apparent surface of the PEDOT:PSS and GC electrodes according CV 

scan rate with 100µM of PYO in NaCl 171mM; d. Calibration curve of PYO in PBS on GC 

and PEDOT:PSS working electrode, data extracted from SWV (step 5mV, amplitude 

20mV and frequency 0.5Hz) normalized with the apparent surface of the electrodes. In-

sert: obtained SWV on PEDOT:PSS electrode. 

The quorum sensing main metabolites PQS 

The second studied metabolite is the alkyl-quinolone PQS. PQS is one of the main com-
ponents of PA quorum sensing. This species exhibits on bare GC electrode an half-wave potential 
of 0.2 V [publication n°1] that is, as PYO, within the electrochemical window of the PEDOT:PSS 
modified electrode. 

PQS voltammograms made at 10 mV/s (Figure 3-18a) exhibit similar appearances on 
both electrodes but with a markedly larger amplitude on PEDOT:PSS modified electrode than on 
bare GC (amplification factor 6.02). The oxidation peak only was visible and its intensity de-
creased between the 2 first cycles. This comportment is consistent with electrode-surface fooling 
due to the precipitation of PQS oxidation products as already reported in our previous works 
([publication n°1]. Otherwise, the reduction peak is not visible for both electrodes. This behaviour 
is consistent with our previous works [99] [publication n°1], which have reported the disappear-
ance of the reduction peaks for scan rates under 10mV/s. Voltammograms carried out with faster 
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scan rates shown conversely the presence of the reduction peak also on PEDOT:PSS electrodes 
(data not shown) but with uncomplete recovery of the oxidation charge due to the poor reversi-
bility of PQS system. E1/2 is more positive on PEDOT:PSS modified  than on bare GC electrode 
(+0.211V against +0.196V). So, the electrochemical reaction appears less rapid on PEDOT:PSS 
surface probably due to lower conductivity of the PEDOT backbone regarding unmodified GC 
surface .  

As previously reported for PYO, passive accumulation was carried out on PEDOT:PSS 
modified and bare GC electrodes in a PBS solution (pH 7.4) containing 55µM of PQS. PQS ac-
cumulates rapidly on both electrodes (Figure 3-18b) as suggested by the increase in the recorded 
peak potential with time (Figure 3-18b and insert). After 9 min, the accumulation process was 
ended on PEDOT:PSS modified electrode and was followed, conversely than PYO, by a weak 
decrease of the recorded peak intensity with time. PQS adsorbed also rapidly with time on GC 
reaching a maximum of response after only 2 minutes. However, along longer accumulation time, 
the PQS response decreased rapidly before reaching a plateau after 10 minutes of immersion of 
the electrode.  These surprising results may be associated to the lack of solubility of PQS, as 
already observed [publication n°1] [publication n°2]. Figure 3-18c displayed the evolution of the 
peak amplitude associated to PQS oxidation with the scan rate of the cyclic voltammetry. For 
both materials, PQS peak amplitude increase with the scan rate following respectively 0.77 and 
0.85 power laws for bare and PEDOT:PSS modified GC electrodes suggesting mixed adsorption 
diffusion detection process.  

Otherwise, the PQS release from the PEDOT:PSS film was assayed by transferring in a 
PBS media free of PQS the modified electrode after 10 mins of accumulation.  After 15 cyclic 
voltametries on the PBS solution, the PQS peak was no more visible on the PEDOT:PSS elec-
trodes (Figure 3-18b, black dashed line). Contrary to PYO, PQS appears to be completely realised 
from PEDOT:PSS film. Finally, PQS was detected owing to SWV method. The obtained voltam-
perograms are well-resolved and centred on the PQS half-wave potential. Like for the previous 
studied species, linear calibration curve is found (Figure 3-18d) with 2.05 time higher slope for 
PEDOT:PSS electrode than GC electrode. Such a result shows again the interest in using PE-
DOT:PSS film to amplify the electrochemical response of the secreted species probably thanks to 
the adsorption though π-stacking of the PQS aromatic rings onto the EDOT or styrene moieties .  

SWV were performed at different pH around 7 (Figure 3-26, supplementary) on PE-
DOT:PSS and GC electrode. Peak potential according pH is linear on both tested electrode, what 
is in coherence with PQS redox equation [publication n°1].  
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Figure 3-18: a. Comparative CV (10mV/s) of 55µM PQS in PBS on GC and PEDOT:PSS 

working electrode; b. CV (10mV/s) of 55µM PQS in PBS on PEDOT:PSS working elec-

trode made after different soaking time of the electrode in the solution; Insert: Compar-

ative evolution of PQS oxidation peak current according accumulation time in 55µM PQS 

PBS solution on GC and PEDOT:PSS working electrode. ; c. Oxidation peak current nor-

malized against apparent surface of the PEDOT:PSS and GC electrodes according CV 

scan rate with 100µM of PQS in NaCl 171mM; d. Calibration curve of PQS in PBS on GC 

and PEDOT:PSS working electrode, data extracted from SWV (step 5mV, amplitude 

20mV and frequency 0.5Hz) normalized with the apparent surface of the electrodes. In-

sert: obtained SWV on PEDOT:PSS electrode. 

A volatiles late-metabolite: 2-AA 

Because of its very high oxidation potential, 2-AA appears at the limit of PEDOT:PSS 
stability windows (e.g. at the potential of irreversible PEDOT over-oxidation). So direct detection 
of 2-AA would not be accurate leading to the concomitant destruction of electron  delocalisation 
and thus of the PEDOT electronic conductivity.  However, our previous works on GC electrode 
[publication n°1] have shown that secondary peaks appeared after short-time oxidation of 2-AA 
that are detectable at lower potentials.  

The same behaviour was also found on PEDOT:PSS electrode (Figure 3-19a). Along the 
first forward cycle, the recorded voltammogram exhibits only one intense and irreversible ox ida-
tion peak at very high potential (+0.768V). During the reverse and the second forward scans 
secondary peaks are directly visible in reduction and oxidation. Among them, one can distinguish 
especially one poorly reversible but rather intense couple of peaks at potentials of +0.375 and -
0.012V. One possible strategy to enable the detection of 2-AA with restricted degradation of the 
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PEDOT electronic properties deals with the detection of these secondary peaks following short 
oxidation of the 2-AA. Such strategy is illustrated through the recording of these secondary peaks 
using SWV. The SWV response displayed on Figure 3-19b exhibits as expected 2 intense peaks 
at potentials of -0.088 and 0.285 V that are accompanied by two poorly defined shoulders at -
0.224 and 0.058 V. However, due to the rapid degradation of the PEDOT electronic conductivity 
upon high potential exposition and to the poor signal to background ratio of the SWV response, 
we decided to shorten the potential detection window thus excluding possible 2 -AA detection.  

Figure 3-19: a. Comparative CV (50mV/s) of 2mM 2-AA buffered NaCl 171mM (ph ~7) 

on PEDOT working electrode ; b. SWV (5mV, 20mV, 0.5Hz) of 1mM 2AA in PBS after 0.5s 

at +0.9V on PEDOT working electrode.  

Summary of the electrochemical characteristics of the 5 studied species 

Finally, Table 3-1 summarizes the different electrochemical characteristics of the stud-
ied redox probes on PEDOT:PSS modified electrode in comparison with bare GC electrode. From 
this table one can assume the interest in using PEDOT:PSS film to amplify the electrochemical 
response of the target species. 

Table 3-1: The electrochemical characteristics of Fe(CN)6
3-/4-, Ru(NH3)6

2+/3+, FcMeOH, 

PYO, PQS on GC and PEDOT:PSS electrode. E1/2 and ΔEp are given for CV at 10mV/s. 
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Fe(CN)6
3-/4- 204 +11 60.4 1.45 0.52 0.49 1.50(a)  2.65(a) 

Ru(NH3)6
2+/3+ -314 -139 30.2 103 0.91 0.42 -- (b) -- (b) 

FcMeOH 208 -2 29,3 13.5 0,83 0,49 -- (b) -- (b) 

PYO -261 -2.4 60.4 4.40 1.0 0.65 8.19 2.35 

PQS 194 +7.6 35.3 6.02 0.85 0.77 0.867 2.07 
(a)See Figure 3-27. 

(b)Calibration curve not done.  
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Characterization of PAO1 strain supernatants using PEDOT:PSS modified electrode 

As mentioned in the previous results of this article, the adjunction of a PEDOT:PSS film 
at the surface of the electrode enables sensitive amplification of the electrochemical response of 
molecular species issued from PA secretome. However, these encouraging results were obtained 
in artificial solutions free of proteins or peptones that are usually found in culture media (these 
biomolecules being able to generate quick fouling of the electrode surface thus avoiding any 
qualitative nor quantitative detection of the secreted molecules). To validate the interest in using 
PEDOT:PSS modified electrodes for the detection of the redox species issued from PA quorum 
sensing, further experiments were done directly in the supernatant of the PA strain PAO1 for 
different culture times. These experiments were carried out in the same conditions than  such re-
ported in previous works using bare GC electrodes [publication n°2].  

As already observed on bare GC electrodes [publication n°2], the SWV voltammograms 
recorded in the PAO1 supernatant exhibit a complex signature with at least 7 distinct peaks after 
several hours of growth (Figure 3-20a). PYO and PQS are clearly visible on the SWV spectra at 
the expected potentials. Otherwise, the position of the PYO peak potential shifts toward more 
cathodic potentials with the culture time.  Such comportment denotes the alkalinisation of the 
culture media along PA growing process as already observed for supernatant characterization 
using bare GC electrodes.  

Nevertheless, small noticeable differences appear also between the voltammograms rec-
orded on the PEDOT:PSS modified electrode and on the previously reported bare GC electrode 
(Figure 3-20b). First of all, as expected, the direct comparison of the curves obtained at 8h growth 
(Figure 3-20b) shows marked amplification of the recorded signals for all the redox species pre-
sent in the supernatant thus highlighting the improvement associated to the PEDOT:PSS electrode 
modification. Away from this macroscopic view, all peak potentials show a noticeable shift when 
passing from bare GC to PEDOT:PSS modified electrodes. Otherwise, we previously observed at 
potential above +0.2V on GC electrode a peak complex from which clear dissociation of all the 
different contributions appeared rather complex due to peak overlapping (Figure 3-20b insert 
black line). Comparatively, on PEDOT:PSS modified electrode, the different contributions pre-
sent in the potential range situated between +0.2/0.4V (Figure 3-20b insert)  are more clearly 
separated in potential thus making their analysis easier and more accurate. Finally, we shown on 
bare GC electrode that PYO response attained a maximum during the stationary phase (typically 
around 10 h) following by a slight decrease after 24h of culture. Here, PYO response constantly 
increases during the overall culture time. Indeed, such behaviour is presumably related to the 
partially irreversible accumulation of PYO on the PEDOT:PSS film (the surface of the carbon 
electrode being renewed between each experiment in the case of GC electrode conversely to the 
PEDOT:PSS modified electrode). Such artefact may cause a lack of accuracy in the quantitative 
treatment of the SWV spectra but does not invalidate the accurate measurement of the electro-
chemical fingerprint of the PA strain. 
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Figure 3-20: a. Evolution according culture time of square wave voltammetry (step 5mV, 

amplitude 10mV and frequency 2Hz) of Pseudomonas aeruginosa PAO1 strain on PEDOT 

working electrode. The inserts show OD600 and corresponding CFU/mL according culture 

time. b. Comparison of the SWV obtained at 8h of growth on GC and PEDOT working 

electrodes. The insert is a zoom on the same curve.  

Conclusion 

For the first time, the non-conventional electrode material, PEDOT:PSS, was assayed 
here for the detection of redox species issued from PA quorum sensing. Prior to this application, 
we shown that the PEDOT:PSS film behaves as a 3D electrode owing to the electro nic conduc-
tivity of the doped conjugated polymer fibers. Different outersphere redox probes (e.g. ferri/fer-
rocyanide, ruthenium hexamine and ferrocene methanol) were assayed on the PEDOT:PSS mod-
ified electrodes thus highlighting the favorable electrochemical comportment of PEDOT as 
electrode material as well as its ability in signal amplification owing to electrostatic and/or mo-
lecular interactions between the probes and the sulfonated moieties of PSS and/or the aromatic 
functions of the PEDOT and PSS respectively. Such a strategy was further used for the electro-
chemical analysis of molecules issued from PA secretome (PYO and PQS) in artificial media. 
Such study shown marked amplification effects on the targets detection that would be useful for 
PA secretome analysis. Finally, the PEDOT:PSS modified electrode was successfully applied to 
the direct detection in bacterial culture supernatant (in other words without the use of any kind of 
purification, extraction or/and separation processes) of the secreted redox molecules. A complex 
and well resolved electrochemical fingerprint of the PA was obtained that could be further imple-
mented in the view of bacterial detection and identification. Further works are now currently on 
the way to generate a PEDOT:PSS based 3D electrode structure in which bacterial growing could 
be proceeded to enhance the detection capabilities in the view of early detection and identification 
of pathogenic bacteria.  
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Supplementary  

Figure 3-21: Stabilization CV of 32 scans at 50mV/s of PEDOT working electrodes. 

Figure 3-22: Correspondence between dry PEDOT:PSS electrode volume and dropcasted 

solution volume.  

Figure 3-23: CV at 50mV/s of PEDOT working electrodes with different dropcasted vol-

ume. 
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Figure 3-24: a. Discharge in PBS of the PEDOT electrode after accumulation of Figure 3-

16c; b. CV at several scan rates for PEDOT electrodes and 150µM Ru(NH3)6Cl3 in PBS. 

Figure 3-25: SWV (5mV, 10mV, 50Hz) potential peak of PYO 100µM according pH solu-

tion for PEDOT and GC working electrode. 

Figure 3-26: SQW (5mV 20mV 2,5Hz) potential peak of PQS 100µM according pH solu-

tion for PEDOT and GC working electrode. 
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Figure 3-27: Calibration curve of Fe(CN)6
3-/4- in PBS on GC and PEDOT:PSS working elec-

trode, data extracted from SWV (step 5mV, amplitude 20mV and frequency 0.5Hz) nor-

malized with the apparent surface of the electrodes. Insert: obtained SWV on PE-

DOT:PSS electrode.  

 

3.3.3. Résultats complémentaires : Optimisation de la détection de Fe(CN)6
3-, PYO et 

de PQS sur l’électrode de PEDOT:PSS 

3.3.3.1. La SWV de Fe(CN)6
3-/4- sur PEDOT:PSS 

Ce paragraphe est un complément direct à la publication ci-dessus. Il présente l’optimi-

sation des paramètres de la SWV pour la détection de Fe(CN) 6
3-/4. Ce sont ces paramètres qui ont 

été utilisés tout au long de la publication pour les courbes de calibration des différentes es pèces. 
Nous avons tout d’abord fait varier la fréquence de la SWV. Lorsqu’elle est effectuée à 

5Hz (Figure 3-28a) ou plus rapidement, aucun pic n’est détecté. A 1 et 0,5Hz (Figure 3-28b et c), 
le pic du Fe(CN)6

3- est présent. Leurs intensités respectives (0,311 and 0,257µA/mm² respective-
ment) sont presque équivalentes pour les 2 fréquences, mais les lignes de bases sont très diffé-
rentes. Elle est à courant plus important (2,15µA/mm²) et à une pente plus prononcée 
(1,9µA/mm²/V) pour la SWV effectuée à 1Hz que pour celle à 0,5Hz (courant de 0,22µA/mm² et 
pente de 0,22µA/mm²/V. On a donc sélectionné 0,5Hz pour la fréquence de la SWV.  

Lorsqu’on on augmente l’amplitude de la SWV (Figure 3-28c, d, e), l’intensité du pic 

augmente ainsi que le courant de la ligne de base et sa pente. Un bon compromis nous semble 
trouvé pour une amplitude de 20mV. On a donc choisi ces paramètres amplitude 20mV et fré-
quence 0,5Hz dans la publication.  
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Figure 3-28: Optimisation de la SWV sur PEDOT:PSS pour la détection de 220µm de 

K3Fe(CN)6 dans du PBS. 

Toutefois, Fe(CN)6
3-/4, contrairement à PYO et PQS ne s’adsorbe pas à l’électrode. Les 

paramètres optimisés ci-dessus et utilisés dans la publication ne sont donc pas probablement les 
optimaux pour la détection de PYO et de PQS. Les 2 paragraphes suivants présentent une optimi-
sation des paramètres de la SWV pour la détection de ces 2 espèces.  

3.3.3.2. La SWV de PYO sur PEDOT:PSS 

L’influence de la fréquence des SWV (pas 5mV, amplitude 10mV) réalisées en présence 
de 100µM de PYO dans du NaCl 171mM est évaluée entre 1 et 50Hz (Figure 3-29a). Pour les 
basses fréquences, la ligne de base est peu intense et le pic est bien défini mais peu intense. Pour 
les hautes fréquences, la ligne de base est haute, le pic très aplati est large. Les fréquences inter-
médiaires présentent un pic bien défini, relativement intense ainsi qu’une ligne de base intermé-

diaire. En traçant la taille du pic et l’intensité de la ligne de base en fonction de la fréquence de 

la SWV (Figure 3-29b), 5Hz apparait comme la fréquence qui permet le meilleur compromis pour 
la détection (pic intense, et ligne de base peu intense).  
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Figure 3-29 : a. SWV (pas 5mV, amplitude 10mV) à différentes fréquences de PYO 

100µM dans NaCl 171mM sur électrode de PEDOT:PSS ; b. Intensité des pics et de la 

ligne de base aux différentes fréquences.  

3.3.3.3. La SWV de PQS sur PEDOT:PSS 

La même expérience d’optimisation des paramètres de SWV est réalisée avec PQS. A la 
différence de PYO, PQS est une espèce à réaction redox lente (cf Chapitre 2). Une fréquence 
optimisée plus faible est donc attendue. L’allure des courbes obtenues est similaire à celle obtenue 

pour PYO (Figure 3-30a). A 10Hz (données non présentés), le pic de PQS disparait complètement. 
En dessous, il faut chercher un compromis entre intensité de la ligne de base et taille du pic. Avec 
la même réflexion que ci-dessus, 1Hz est choisie (Figure 3-30b). 

Figure 3-30 : a. SWV (pas 5mV, amplitude 10mV) à différentes fréquences de PQS 

100µM dans NaCl 171mM sur électrode de PEDOT:PSS ; b. Intensité des pics et de la 

ligne de base aux différentes fréquences. 

Ces expériences sont utiles pour donner une idée de la meilleure fréquence à utiliser 
pour la SWV sur électrode de PEDOT. Toutefois, elles sont à prendre avec précaution, la taille 
de la ligne de base ainsi que celle du pic dépendant de la géométrie de l’é lectrode de PEDOT:PSS. 
Pour des expériences mettant en présence à la fois PYO et PQS, une fréquence intermédiaire doit 
être utilisée. Nous avons choisi 2Hz, pour être plus proche de la fréquence optimale de PQS que 
de celle PYO pour conserver une bonne lecture du pic de PQS plus faible en intensité.  
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3.3.3.4. Explication de l’allure des SWV 

Sur une électrode classique (par exemple de GC), la taille du pic augmente avec la racine 
carrée de la fréquence en SWV (voir la formule du courant de pic en SWV en Annexe 1). Hors 
pour toutes les espèces testées ici, il diminue. Pour mieux comprendre ce phénomène, nous nous 
sommes intéressés au courant obtenu pour les impulsions positives et négatives des SWV de PYO 
de manière séparée. Les signaux obtenus pour les impulsions positives de la SWV (Figure 3-31a) 
ont une allure tout à fait normale : la ligne de base ainsi que la taille du pic augmentent avec 
l’augmentation de la fréquence d’analyse. Par contre, les signaux retours n’ont pas l’allure atten-

due (Figure 3-31b). Jusqu’à 5Hz, les signaux ont une allure classique  : un pic négatif en réduction. 
Leurs lignes de base sont plus basses et leurs pics plus intenses lorsque la fréquence augmente. 
Au-dessus de 20Hz, la ligne de base est bien négative comme attendue mais le pic lui est positif. 
De plus, il augmente de taille avec la fréquence. Un résultat similaire est obtenu pour PQS. Il 
apparait alors évident que la différence des 2 signaux conduit à un pic intense à basse fréquence, 
les pics étant de signes opposés, alors qu’elle conduit à une disparition partielle du pic quand les 

pics sont de même signes (Figure 3-29). 
 Ce pic positif pour les impulsions négatives indique qu’au voisinage de l’électrode PYO 

n’est pas réduit comme il le devrait, mais encore oxydé.  La durée de l’impulsion positive n’a donc 

pas été assez longue pour permettre d’oxyder toutes les molécules à proximité de l’électrode. La 

réaction électrochimique de PYO étant très rapide, ce résultat est à première vue surprenant. Tou-
tefois, l’électrode de PEDOT:PSS étant très capacitive, les courants non -faradiques sont très im-
portants à chaque pas de potentiel. Le courant faradique nécessaire à la réaction électrochimique 
ne peut être mis en place sur le même lapse de temps. L’oxydation est donc décalée dans le temps. 

Ainsi, lorsque la vitesse de balayage est trop rapide, l’oxydation des molécules à proximité de 
l’électrode est incomplète et elle continue donc pendant l’impulsion négative (lorsque celle -ci est 
réalisée au-dessus du potentiel redox de PYO).  

Pour tout de même profiter de l’effet amplificateur de la SWV, il faut alors se placer à 

des vitesses de balayages lentes et ainsi ne pas profiter d’un des avantages de la SWV qui est de 

permettre des analyses très rapides. Toutefois la SWV conserve tout de même un autre de ces 
avantages, celui d’être une méthode « presse bouton » et très simple à analyser pour des non-
spécialistes, comme des microbiologiques. Pour obtenir une amplification plus grande tout en 
étant plus rapide, on pourrait utiliser une CV combinée avec un traitement numérique permettant 
de soustraire le courant capacitif avant de sommer les 2 pics.  
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Figure 3-31 : Décomposition des signaux : a. aller, b. retour des SWV de la Figure 3-29.  

 

3.3.4. Conclusions sur l’utilisation de l’électrode de PEDOT:PSS 

Les électrodes de PEDOT:PSS étudiées dans ce chapitre présentent un bon comporte-
ment électrochimique : stabilité, voltampérogrammes propres… La détection d’espèces modèles 

apporte la preuve de la grande capacité d’amplification de l’électrode par rapport à l’utilisation 

d’électrode classique de GC. Toutefois, cette capacité est dépendante du type de molécules tes-

tées. Elle est meilleure pour les petites molécules chargées positivement. Pour les molécules d’in-

térêt de la thèse, l’amplification est moins importante à cause de leur taille et de leur charge.  
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Chapitre 4 Mise au point et caractérisations 
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4.1. Apport attendu de l’utilisation d’une électrode 3D de PEDOT:PSS 

Nous avons montré précédemment que le polymère conducteur PEDOT:PSS est un bon 
matériau pour la détection des exo-produits sécrétés par la bactérie Pseudomonas aeruginosa. 
Néanmoins, l’utilisation d’une électrode de PEDOT:PSS plane n’est pas pleinement satisfaisante. 

En effet, nous avons obtenu une amplification du signal plus faible pour PYO, PQS et la 2 -AA 
que celle obtenue pour le ruthénium hexamine. Les raisons principales de cette limitation sont la 
charge, la taille et l’hydrophobie des molécules que l’on veut détecter, qui limitent leurs diffu-

sions au sein du polymère. Ainsi, seule une couche proche de la surface est utilisée et non toute 
l’épaisseur du matériau.  

Pour trouver une solution à ce problème, nous proposons de réaliser une électrode en 3 
dimensions qui offrira une plus grande surface développée et une porosité qui permettra une meil-
leure accessibilité du PEDOT à nos molécules. Cette stratégie offre de plus une autre opportunité 
pour augmenter le signal : si l’électrode a des pores assez grands (dizaines ou centaines de mi-

crons), la bactérie pourrait croitre directement en son sein. Ainsi, la collection des métabolites, 
et donc le signal seraient augmentés par rapport à une électrode avec des pores plus petits qui 
serait seulement plongée dans la solution. La Figure 4-1 présente schématiquement le fonction-
nement du dispositif final avec l’électrode 3D et les bactéries à l’intérieur de celle-ci comme nous 
l’imaginons.   
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Figure 4-1 : Schéma de l’utilisation de l’électrode 3D de PEDOT:PSS pour la détection 

d’exo-produits redox de bactéries 

Ce Chapitre décrit la première étape dans la réalisation de ce dispositif  : la mise au point 
et la caractérisation de l’électrode 3D de PEDOT:PSS. Tout d’abord un état de l’art des matériaux 

3D de PEDOT sera présenté, avant de définir un cahier des charges pour notre électrode  puis de 
présenter les choix technologiques effectués dans le cadre de la thèse. Les paragraphes suivants 
présenteront les méthodes de mise en forme pour réaliser et caractériser l’électrode 3D ainsi que 

les résultats obtenus.  
 

4.2. Etat de l’art des matériaux poreux réalisés à partir de PEDOT 

 

4.2.1. Avant-propos : vocabulaire des matériaux poreux 

D’après la nomenclature de l’Union Internationale de Chimie Pure et Appliquée (IU-

PAC), le terme polymère poreux est utilisé lorsqu’un polymère possède de nombreux pores qui  
se conservent à la fois dans les états sec et hydraté [142]. De plus, le polymère doit subir peu de 
changements de volume entre  ces 2 états, sinon le terme de gel est utilisé [142]. Les matériaux 
poreux sont ensuite classés en fonction de la taille de leurs pores [142], on parle de matériau : 

· microporeux pour une taille de pores inférieure à 2 nm, 
· mésoporeux pour des pores compris entre 2 and 50 nm, 
· macroporeux pour des pores de taille supérieure à 50 nm. Lorsque la taille de pores 

dépasse 1µm, le terme de « supermacroporeux » est parfois employé.  

La porosité d’un matériau est définie comme le volume des pores sur le volume total du 

matériau. On parle de porosité ouverte (Figure 4-2) si les pores sont accessibles de l’extérieur et 

connectés entre eux. Dans le cas contraire, on parle de porosité fermée. Les 2 types de porosité 
peuvent être présents dans le même matériau.  
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Figure 4-2 : Représentation schématique de matériaux à la porosité ouverte et fermée.  

 

4.2.2. Mise en forme 3D du PEDOT  

Chercher à augmenter le courant mesuré en augmentant la surface développée de l’élec-

trode est une approche courante en électrochimie. Elle concerne tous les types de matériaux 
d’électrodes, aussi bien métalliques que polymères. La littérature étant abondan te sur le sujet, 
cette partie introductive aborde uniquement la mise en forme 3D du PEDOT.  

Ce paragraphe s’intéressera tout d’abord à l’électropolymérisation classique du PEDOT 

qui conduit à un matériau avec une structuration 3D. Puis, les 4 voies principales utilisées dans 
la littérature pour réaliser un PEDOT 3D plus épais seront décrites : l’utilisation d’empreintes 

solides, l’électro-filage, le séchage avec un fluide supercritique et la lyophilisation.   

4.2.2.1. Electropolymérisation du PEDOT 

L’électropolymérisation est la méthode la plus utilisée pour réaliser des électrodes de 
PEDOT. En jouant sur les conditions d’électropolymérisation (potentiels, cycles) et les électro-

lytes utilisés (solvants, sels), des dépôts de morphologies très différentes sont obtenus.  La revue 
de Martin et al. [122] est très complète sur le sujet. Pour citer quelques exemples, des dépôts de 
PEDOT formant des nanofibres [143] (Figure 4-3a), des choux fleurs [144] (Figure 4-3b) ou des 
cratères [145] (Figure 4-3c) ont été rapportés.  

a.   b.   c.  

Figure 4-3 : Observation au MEB de dépôts électrochimiques de PEDOT présentant di-

verses morphologies : a. nanofibres, extrait de [143] ; b. choux fleurs, extrait de 

[144] ; c. cratères, extrait de [145].  

L’avantage de cette technique provient de la polymérisation réalisée directement à la 

surface du conducteur qui servira ensuite pour connecter l’électrode. Une bonne reprise de contact 

ainsi qu’une bonne adhésion sont assurées. Le désavantage réside dans le fait que les morpholo-

gies obtenues sont relativement peu épaisses. La surface développée obtenue reste limitée et il 
n’est pas possible de réaliser une croissance de bactéries au sein de l’électrode. De plus, les struc-

tures sont mésoporeuses et non macroporeuses, comme notre application le nécessite.  
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4.2.2.2. Utilisation de supports physiques 

L’utilisation de supports physiques est très courante pour la mise en forme 3D. Le prin-
cipe est de former le matériau autour d’un objet physique. Pour cela, 2 types de voies sont distin-

guées :  
· celles qui recouvrent l’objet physique : le matériau forme alors une couche fine qui 

suit les contours de l’objet physique choisi. C’est par exemple le cas du matériau 

présenté en Figure 4-4a pour lequel le PEDOT est polymérisé chimiquement à la 
surface d’une feuille d’aluminium gravée électrochimiquement [146].  

· Celles qui mettent en œuvre l’objet physique comme un moule. Par exemple, un 

moule physique, parfois réutilisable, peut être utilisé. C’est ce qui a été utilisé pour 

réaliser des micro-piliers de PEDOT par polymérisation chimique dans un moule de 
PDMS [147] (Figure 4-4b). Des petits objets peuvent aussi être utilisés comme em-
preintes pour les pores. Cette technique est souvent utilisée avec des billes pour con-
trôler parfaitement la taille des pores. La Figure 4-4c présente un matériau obtenu 
après auto-assemblage de billes de polystyrène à la surface de verre recouvert 
d’oxyde d’étain dopé au fluor. Le PEDOT a été électropolymérisé autour des billes, 
qui sont ensuite dissoutes pour révéler la porosité [148]. 

a.    b.   c.  

Figure 4-4 : Observation au MEB de mise en forme de PEDOT grâce à une empreinte so-

lide : a. PEDOT recourant une feuille d’aluminium gravée électrochimiquement, extrait 

de [146] ; b. micro-piliers de PEDOT réalisés grâce à un moule de PDMS, extrait de 

[147] ; c. PEDOT mis en forme en nid d’abeille grâce à des billes, extrait de [148].  

L’avantage de ces méthodes est qu’elles permettent de réaliser de nombreuses formes 
3D différentes de manière très reproductible. En effet, la structure est fixée par l’objet physique 

et ne dépend pas de processus aléatoires comme pour les autres méthodes présentées dans ce 
paragraphe.  

4.2.2.3. Electro-filage 

L’électro-filage (electrospinning en anglais) permet d’obtenir un réseau non-tissé de 
fibres polymères de tailles allant de la dizaine de nanomètres à quelques microns. Pour cela, une 
solution contenant le polymère est placée dans le réservoir d’une seringue. Un champ électrique 
intense (plusieurs milliers de volts) est appliqué entre l’aiguille de la seringue et un collecteur 

placé à une dizaine de centimètres. Ce champ déforme la goutte sortant de l’aiguille et l’étire 

jusqu’au collecteur en un filament très mince. Ce filament se dépose sur le collecteur puis sèche 
rapidement pour former des fibres.  

Concernant le PEDOT, il existe trois approches : filer un polymère connu puis le recou-
vrir de PEDOT [149] (Figure 4-5a), filer des précurseurs du PEDOT et réaliser la polymérisation 
ensuite [150] (Figure 4-5b), ou filer directement le PEDOT (Figure 4-5c) [151]. La première 
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méthode est la plus simple à mettre en œuvre, mais l’élément conducteur (le PEDOT) n’est présent 

qu’en surface du matériau ce qui limite sa conductivité. Pour la seconde méthode, la polymérisa-
tion est difficile à réaliser dans tout le volume de la fibre, ce qui conduit à sa rétractation quand 
les précurseurs sont rincés [150] (Figure 4-5b). La troisième méthode, mise au point très récem-
ment, permet d’avoir une fibre entièrement conductrice, mais les valeurs de conductivités rappor-

tées sont pour l’instant très faibles [151].  

a.   b.   c.  

Figure 4-5 : Images MEB de : a. Fibre de polyéthylène téréphtalate recouverte de PEDOT 

déposé par polymérisation en phase vapeur, extrait de [149] ; b. Fibre de PEDOT obte-

nues après polymérisation en phase vapeur d’EDOT sur des fibres de polyvinylpyrroli-

done contant du p-toluènesulfonate de fer (III), extrait de [150] ; c. Fibre de PEDOT et 

de polyvinylpyrrolidone, extrait de [151].  

4.2.2.4. Séchage par fluide supercritique 

Cette stratégie est développée par l’équipe du professeur Zhang de l’institut de techno-

logie de Pékin, Chine [152], [153]. L’idée est de partir d’un hydrogel de PEDOT puis de rempla-

cer par étapes l’eau du matériau pour obtenir des pores. L’hydrogel est tout d’abord changé en 

alcogel en remplaçant l’eau par l’alcool, puis l’alcool est remplacé par du CO 2 liquide. Le maté-
riau est ensuite séché en passant par le point critique du CO2. Un solide poreux, appelé aérogel, 
est obtenu (Figure 4-6). Les pores obtenus par cette méthode sont réguliers mais la porosité est 
nanométrique, donc trop petite pour notre application.  

a.   b.  

Figure 4-6 : Aérogel de PEDOT obtenu à partir d’un hydrogel et d’un séchage par CO2 su-

percritique : a. image macroscopique, extrait de [152] ; b. image par microscopie à ba-

layage, extrait de [153].  

4.2.2.5. Lyophilisation 

La lyophilisation consiste à congeler un échantillon solvaté (en général dans l’eau) puis 

à sublimer l’eau par action de la pression et de la température. Lorsqu’une solution de polymère 
est congelée, l’eau en cristallisant rejette les molécules de polymères à l’extérieur du cristal.  Un 
solide composé de cristaux de glaces entourés de zones très denses en polymère est obtenu. 
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L’étape suivante du procédé est la sublimation de l’eau.  Le matériau obtenu est alors structuré en 
empreinte inverse des cristaux d’eau.  

Les premiers travaux rapportés pour la lyophilisation du PEDOT sont ceux de Zhang et 
al. en 2011 [154]. Ils réalisent une congélation directionnelle (du bas vers le haut) de 2 types de 
solutions différentes : une dispersion de PEDOT:PSS et un hydrogel. Leur lyophilisation conduit 
à des matériaux poreux. Dans le premier cas, la congélation directionnelle conduit à l’obtention 

de feuillets (Figure 4-7a) alignés dans la direction de la congélation. Dans le second, la structure 
organisée de l’hydrogel empêche l’organisation de la cristallisation et des pores homogènes de 

très petite taille sont obtenus (Figure 4-7b).    

a.    b.  

Figure 4-7 : Images MEB de PEDOT:PSS 3D obtenus par lyophilisation après congélation 

directionnelle, à partir : a. d’une dispersion de PEDOT :PSS ; b. d’un hydrogel de 

PEDOT :PSS, extrait de [154]. 

Depuis le début de la thèse, 3 autres équipes ont publié des travaux concernant la lyo-
philisation du PEDOT:PSS. Ces résultats ont donc été obtenus en parallèle de nos travaux. Ran-
jusha et al. en 2014 [155] ont réalisé des électrodes poreuses avec deux niveaux de porosité  : une 
macroporosité de 100 à 150µm et une mésoporosité avec des pores d’environ 50nm (Figure 4-8a). 
L’application visée est une l’utilisation du matériau en tant que super -capacité. Pour obtenir cette 
double porosité, ils ont lyophilisé du PEDOT:PSS avec du dioxyde de manganèse et du poly(acé-
tate de vinyle) (PVA). Le PVA sert à renforcer mécaniquement la structure alors que le dioxyde 
de manganèse est utilisé comme une empreinte solide, dissoute après la lyophilisation pour donner 
la seconde porosité. Les seconds travaux sont ceux de Wan et al., publiés en 2015 [156]. Ils 
concernent la réalisation de structure 3D de PEDOT:PSS de taille de pores de 40µm (Figure 4-8b). 
L’application est l’utilisation du matériau en tant que transistor électrochimique pour suivre la 
croissance de cellules. La lyophilisation est réalisée à partir d’une dispersion commerciale de 

PEDOT:PSS à laquelle est ajouté un réticulant. Pour finir, Zhao et al. [157] ont publié en 2016 la 
lyophilisation d’une solution de PEDOT:PSS à laquelle est ajouté un réticulant et des nanotubes 

de carbone pour augmenter la conductivité du matériau. L’application visée est la super -capacité. 
Le matériau obtenu a un aspect assez fibreux avec des pores de 2 à 10µm.  
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a.    b.   c.  

Figure 4-8 : Images MEB de : a. Structure de PEDOT:PSS à deux niveau de porosité, ex-

trait de [155] ; b. Structure de PEDOT:PSS, extrait de [156] ; c. PEDOT:PSS lyophilisé 

avec des nanotubes de carbones, extrait de [157].   

La lyophilisation est une méthode simple qui permet de faire facilement des matériaux 
poreux de taille de pores de l’ordre de la dizaine ou centaine de microns comme exigé par nos 

applications. Toutefois, aucune des publications n’utilisent ces matériaux pour la détection de 

composé redox, ni pour la croissance de bactéries. Ils ne remplissent donc pas toutes nos con-
traintes. 
 

4.3. Contraintes et choix effectués pour l’électrode 3D de PEDOT:PSS de la 

thèse  

 

4.3.1. Cahier des charges technique 

Pour la détection de métabolites redox produits par des bactéries se développant à l’in-

térieur de l’électrode, le matériau 3D de PEDOT:PSS que nous cherchons à développer doit sa-

tisfaire un cahier des charges à multiples volets.  
· Un volet physiologique, lié à la présence des bactéries :  

o Biocompatibilité : la méthode choisie pour la fabrication de l’électrode ne 

doit pas mettre en péril la biocompatibilité du PEDOT:PSS.  
o Taille de pores : la taille de pores doit être bien supérieure à la taille de la 

bactérie (0.5 à 2µm) pour pouvoir à la fois laisser entrer les bactéries mais 
aussi laisser diffuser les nutriments. Une taille de pores comprise entre la 
dizaine et la centaine de µm est souhaitée. 

o Connexions des pores : les pores doivent être bien connectés entre eux pour 
que tout le volume de l’électrode soit accessible au liquide et aux bactéries. 

Nous voulons que les conditions de croissance soient proches des conditions 
classiques en milieu de culture liquide.   

o Stérilisation : l’électrode doit pouvoir être stérilisée par des méthodes con-
ventionnelles sans perte de ses propriétés (notamment électriques et méca-
niques).  

· Un volet électrochimique, lié à la détection de molécules redox :  
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o Conductivité : le matériau doit être suffisamment conducteur pour permettre 
le passage du courant  

o Electroactivité : le matériau doit permettre un bon transfert électronique avec 
les espèces redox, 

o Surface développée : la porosité de l’électrode doit être importante et les 
parois entre les pores assez fines pour pouvoir exposer le maximum de vo-
lume du matériau aux molécules à détecter. 

· Un volet physique :  
o Manipulation : l’électrode doit avoir une tenue mécanique suffisante pour 

être manipulée facilement. 
o Adhésion : une bonne adhésion est nécessaire entre l’électrode et l’élément 

de reprise de contact.  
o Immersion : l’électrode doit garder son intégrité en solution aqueuse (pas de 

dissolution ou de gonflement important).  
o Séchage : le séchage ne doit pas dégrader l’électrode, cette étape pouvant 

intervenir lors de la stérilisation de la mousse.  

· Un volet procédé :  
o Rapidité et facilité de la fabrication : la méthode choisie doit permettre une 

fabrication rapide (quelques heures aux maximum) et facile (peu d’étapes) 
de l’électrode dans un objectif d’industrialisation future.  

o Disponibilité commerciale des solutions : nous ne voulons pas, pour des rai-
sons de temps et de moyens, réaliser la synthèse du polymère dans le cadre 
de cette thèse. La méthode choisie doit donc permettre la fabrication de 
l’électrode à partir de solutions commerciales de PEDOT:PSS.  

 

4.3.2. Choix de la méthode de fabrication de l’électrode 3D 

Nous avons choisi la lyophilisation comme méthode de fabrication de l’électrode 3D. Ce 

choix est soutenu par les éléments suivants :  
· Biocompatibilité : cette méthode ne nécessite aucun solvant pouvant mettre en péril 

la biocompatibilité déjà prouvée du PEDOT:PSS.  
· Facilité de mise en œuvre : cette méthode est facile pour l’opérateur. Une fois les 

solutions préparées, il suffit de les placer dans l’enceinte du lyophilisateur et de lan-

cer le programme dans lequel les paramètres de température et de pression sont en-
registrés.  

· Méthode « verte » : la lyophilisation peut être considéré comme une méthode verte 
car elle ne nécessite aucun bain et solvant et car elle met en jeu des écarts de tempé-
rature relativement faible (moins d’une centaine de degré).  

· Géométrie des pores : la lyophilisation donne des pores bien connectés et de taille 
ajustable. 

Ce choix a été effectué dès le début de la thèse alors que seuls les travaux de Zhang 
[154], présentés dans le paragraphe 4.2.2.5, étaient publiés. Le choix a été effectué sur la base de 
premières expériences réalisées lors d’un partenariat entre le laboratoire de Bioélectronique des 
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Mines de Saint-Etienne dirigé par George Malliaras, le directeur de thèse, et l’équipe du profes-

seur Gordon à l’université de Cornell, New York. Ces travaux ont donné lieu plus tard à la publi-

cation de Wan et al. [156] présentée dans le paragraphe 4.2.2.5. Concernant la thèse, exceptée 
pour l’idée de départ (l’utilisation de la lyophilisation), le développement du matériau poreux 

s’est fait en parallèle à celui de cette publication et de manière indépendante.  
 

4.4. Fabrication et caractérisation de l’électrode 3D de PEDOT:PSS 

Ce paragraphe présente les méthodes utilisées pour fabriquer l’électrode 3D dont le dé-

veloppement sera détaillé dans la partie 4.5, ainsi que les caractérisations développées. Les pro-
tocoles des caractérisations génériques sont regroupés en fin de chapitre dans le paragraphe 4.6.  

 

4.4.1. La lyophilisation 

L’annexe 2 présente en détail la lyophilisation et ses différentes étapes. Ce paragraphe 
s’intéresse seulement aux paramètres choisis dans la thèse. Ils sont souvent choisis en fonction 

de la Tg du polymère en solution. Malheureusement, dans notre cas, le PEDOT:PSS ne semble 
pas avoir de Tg bien définie [158]. J’ai donc choisi pour mes expériences d’utiliser la température 

la plus basse atteignable par le lyophilisateur : -50°C. Le but est d’éviter autant que possible 

l’effondrement de la structure. La vitesse de descente en température a fait l’objet d’une optimi-

sation présentée dans le paragraphe 4.5.3.2. La pression utilisée pour la lyophilisation primaire 
est choisie à 0,1mbar pour passer sous le point triple de l’eau. En ce qui concerne la remontée en 

température, les échantillons étant d’épaisseur moyenne, une rampe plutôt lente (remontée à 20°C 

en 10h c’est-à-dire à 0,117°C/min) a été choisie. La Figure 4-9 présente les variations pres-
sion/température utilisées en routine au cours de cette thèse.  

 

Figure 4-9 : Schéma des variations de pression et température utilisées au cours du 

cycle de lyophilisation dans la thèse.  

Après la lyophilisation, un recuit d’1h à 120°C sous atmosphère ambiante est réalisé, 

comme pour les échantillons du Chapitre 3.  
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4.4.2. Formulations et notations 

Les dispersions sont préparées le matin même de la lyophilisation. Le protocole suivant 
est appliqué :  

· Sonication 30 min de la dispersion de PEDOT:PSS conservée à 4°C, 
· Filtration de la solution sur un filtre seringue de 5µm,  
· Ajout des additifs, 
· Mélange plusieurs minutes avec un vortex,  
· Conservation à température ambiante et à l’abri de la lumière jusqu’à la lyophilisa-

tion,  
· Mélange avec un vortex puis mise à 4°C 15min avant la lyophilisation.  

De nombreuses formulations ont été testées. Pour simplifier leur notation, la lettre P sera 
utilisée pour le PEDOT:PSS PH 1000 de Clevios, la lettre D pour la DBSA et la lettre G pour le 
GOPS. Les chiffres après la lettre sont le pourcentage massique de l’élément par rapport à la 

masse totale de la dispersion. Par exemple, une formulation avec 1% massique (%m) de GOPS et 
0,2%m de DBSA, sera notée PG1D0.2. Pour rappel, la dispersion PEDOT:PSS PH 1000 de Cle-
vios contient comme dans le Chapitre 3 environ 1,1%m de matière avec un ratio PEDOT:PSS de 
1 pour 2,5.  

 

4.4.3. Les caractérisations  

4.4.3.1. Avant-propos 

Les matériaux obtenus ont été caractérisés pour vérifier s’ils répondaient ou non au ca-

hier des charges (structure, conductivité, tenue mécanique…). La plupart de ces caractérisations 

ont été réalisées facilement grâce à des outils et des méthodes connues, leurs protocoles sont 
présentés en fin de chapitre dans le paragraphe 4.6. Mais la mesure de conductivité a nécessité 
une réflexion et un développement spécifique. Elle est présentée ci -dessous. Les analyses en lien 
direct avec la microbiologie seront présentées dans le Chapitre 5.  

4.4.3.2. Caractérisations électriques 

L’objectif des caractérisations électriques est d’obtenir la conductivité des différentes 
formulations testées. Ces caractérisations, primordiales lorsque l’on cherche à mettre au point des 

électrodes, n’ont pas été simples. En effet, bien que de nombreuses méthodes de mesure de la 
conductivité de films minces soient rapportées, la littérature est pauvre pour les matériaux 3D. 
Les publications (citées dans le paragraphe 4.2.2.5 ainsi que d’autres sur des électrodes poreuses 

d’autres matériaux) ne décrivent pas les méthodes utilisées et se contentent de citer la méthode 2 
ou 4 pointes. Sur cette base, une méthode de mesure 4 pointes a été développée en premier lieu 
dans la thèse mais n’a pas montré une fiabilité assez grande. En effet, les pointes s’enfonçaient 

plus ou moins dans le matériau qui est mou, ce qui rendait les mesures non reproductibles. Une 
autre méthode dite de « mesure de la ligne de transmission » (TLM pour Transmission Line Mea-

surement) a ensuite été mise en place avec succès. Cette méthode est habituellement utilisée pour 
l’analyse de la conductivité et de la résistance de contact de couches minces déposées à la surface 

de pistes conductrices. Sa pertinence pour des matériaux épais sera explorée dans le paragraphe 
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4.5.4.3.1. Le principe est de placer au contact du matériau plusieurs pistes métalliques espacées 
de différentes distances (Figure 4-10a). La résistance  entre chaque couple de pistes est la somme 
de plusieurs composantes : la résistance de contact entre le matériau et la piste pour chacune des 
2 pistes et la résistance de la portion de matériau. 

 

avec,  la résistance de contact matériau métal et  la résistance du matériau.  

Or  est défini par la géométrie de l’échantillon :  

avec  la longueur de matériau mesuré,  sa largeur,  son épaisseur et  sa conductivité.  

La combinaison des 2 équations précédentes donne : 

Lorsque  en fonction de  est tracé, une droite d’équation  est obtenue 
(Figure 4-10b). La conductivité du matériau  peut alors être déterminée en utilisant l’équation 

suivante :  

La résistance de contact  peut être déterminée à partir de . Toutefois pour s’affranchir 

de la surface de contact matériau métal , la résistivité de contact  est le paramètre à considé-
rer. Elle vaut :  

a.   b.  

Figure 4-10 : a. Géométrie des pistes utilisées pour la méthode TLM, extrait de [159] ; 

b. représentation graphique des mesures. 

Pour compléter la caractérisation, la résistance du matériau a été calculée en fonction de 
son potentiel électrochimique de la même manière que dans le Chapitre 3  paragraphe 3.3.1.2.  
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4.5. Résultats concernant la fabrication et la caractérisation de l’électrode 

3D de PEDOT:PSS 

Cette partie décrit les résultats obtenus concernant la fabrication d’électrodes 3D à partir 

de solutions commerciales de PEDOT:PSS. En pratique, 3 points ont été critiques dans le déve-
loppement : la fabrication d’un dispositif permettant d’obtenir un matériau de morphologie repro-

ductible et une reprise de contact facile, l’obtention de matériaux résistants à des cycles d’immer-

sion /séchage et l’obtention d’un matériau conducteur.  
Le premier paragraphe présente les résultats obtenus pour la lyophilisation de gouttes de 

PEDOT:PSS déposées sur des lames de verre. Le second paragraphe présente la création et la 
fabrication du dispositif évoqué ci-dessus. Le troisième paragraphe aborde l’optimisation des for-
mulations utilisées pour atteindre les objectifs de résistance mécanique et conductivité. Le qua-
trième s’intéresse aux caractérisations du matériau optimisé.  

 

4.5.1. Etude préliminaire sur lame de verre 

Pour réaliser facilement les premières expériences sur la faisabilité de la lyophilisation 
de PEDOT:PSS, des dépôts de gouttes de solution à la surface de lames de verre ont été réalisés.  

4.5.1.1. Formulation de base pour matériau 3D 

Des gouttes de 10µL de PEDOT:PSS ou du mélange utilisé dans le Chapitre 3 (PG1D0.2 
+ éthylène glycol (EG) 5% en volume) ont été lyophilisées sur des lames de verre conductrices. 
La congélation a été effectuée de 20°C à -50°C en 2h15 (-0.52°C/min). La lyophilisation du 
PEDOT:PSS (Figure 4-11a) conduit à un dépôt poreux alors que celle du mélange du Chapitre 3 
donne un film présentant des structures de cristallisation (Figure 4-11b). Ce résultat n’est pas 

étonnant car le second dépôt paraissait non congelé à -50°C. La cause est probablement la pré-
sence d’EG qui a un point de fusion bas (-12,69°C) et qui est couramment utilisé en tant qu’anti-

gel. Pour sa part, le dépôt de PEDOT:PSS présente des pores bien définis et homogènes de plu-
sieurs dizaines de µm (Figure 4-11). Cette taille de pores est dans la fourchette exigée par  notre 
application. Suite à ce résultat, la dispersion de PEDOT:PSS a été choisie comme formulation de 
base pour la suite des expériences. Les éléments autres que l’EG du mélange du Chapitre 3 seront 

introduits plus tard ci-nécessaire. Pour rappel, le GOPS est un réticulant permettant la non-redis-
persion de la formulation lors de l’immersion et la DBSA était utilisée en tant que surfactant pour 

optimiser le dépôt à la tournette. 
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a.   b.  

Figure 4-11 : a. Image MEB du matériau obtenu après lyophilisation d’une goutte de 

10µL de PEDOT:PSS ; b. Image au microscope optique du matériau obtenu après lyophi-

lisation d’une goutte de 10µL de PG1D0.2 + EG 5% en volume. 

4.5.1.2. Influence de l’évaporation et de l’étalement de la goutte 

En répétant la lyophilisation de PEDOT:PSS dans les mêmes conditions, des matériaux 
plus ou moins poreux sont obtenus. La première cause de ces différences semble être l’évapora-

tion partielle de l’eau de la dispersion avant la congélation. En effet, la goutte est déposée à 
température ambiante et subit des temps d’attente différents avant congélation (selon l’ordre des 

dépôts, la rapidité de lancement de chaque expérience…). Ces temps qui n’excèdent pas quelques 

minutes sont tout de même suffisamment grands pour laisser une goutte de quelques microlitres 
s’évaporer partiellement. La vitesse d’évaporation d’une goutte dépend à la fois de la température, 

du taux d’humidité et de la nature du matériau support. Pour limiter l’évaporation, nous avons 
choisi de jouer sur le paramètre de la température car il est facile à contrôler. Pour la suite des 
expériences, la goutte est déposée à 5°C dans un réfrigérateur, puis transportée dans la chambre 
de lyophilisation dans un récipient fermé. Ensuite, la rampe de congélation est commencée à 0°C 
au lieu de 20°C.  

Ce changement améliore un peu la répétabilité des structurations 3D obtenues, mais des 
différences de morphologies importantes sont encore observées. Ces différences semblent cette 
liées à l’étalement de la goutte à la surface du matériau support. L’étalement d’une goutte dépend 

de la structuration du matériau mais aussi de son caractère hydrophile ou hydrophobe. Nos dépôts 
sont jusqu’alors effectués sur des lames de verre propres ou bien sur des lames recouvertes de 
PEDOT:PSS. L’étalement des gouttes est très différent selon le type de lame ainsi que le temps 

passé depuis le nettoyage ou le dépôt de PEDOT:PSS. Pour ces raisons, l’étalement de goutte 

obtenu sur chaque lame est différent. Ensuite, le dépôt 3D obtenu après lyophilisation garde l’as-

pect macroscopique de la goutte : il peut être épais et peu étalé ou très fin et très étalé (Figure 
4-12). Cela a un impact sur la morphologie des pores obtenus. En effet, lorsque la goutte s’étale 

peu les pores ressemblent à ceux présentés dans le paragraphe précédent  : ouverts et bien définis, 
alors que lorsque la goutte s’étale beaucoup, des pores plus pe tits et peu ouverts en surface sont 
obtenus (Figure 4-12). Une goutte plus étalée est plus fine qu’une goutte moins étalée de même 

volume. Or, la descente en température pour la congélation est réalisée par les plateaux de la 
chambre de lyophilisation et donc par la surface en contact avec la lame. Plus elle est grande et 
plus le matériau est fin, plus il congèlera vite. La congélation rapide semble donner dans notre 
configuration des pores plus petits et moins ouverts.  
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Figure 4-12 : Photographies à la binoculaire et images MEB de matériaux obtenus après 

la lyophilisation de gouttes de PEDOT:PSS d’étalement initial différent.  

4.5.1.3. Conclusion 

Cette étude préliminaire a permis de montrer que la lyophilisation de solution de 
PEDOT:PSS PH 1000 est possible et donne un matériau ayant une structure 3D. Toutefois la 
morphologie des dépôts obtenus n’est pas très reproductible. Il apparait donc nécessaire de mieux 
contrôler les conditions de dépôts avant d’aller plus loin.  

 

4.5.2. Réalisation de dispositifs adaptés 

Plusieurs stratégies ont été envisagées pour mieux contrôler la morphologie du dépôt  : 
modifier la surface de dépôt pour définir des zones hydrophiles et hydrophobes et ainsi contrôler 
l’étalement de la goutte, ou bien créer des puits physiques qui contiendront la solution. C’est la 

deuxième stratégie qui a été choisie dans cette thèse. En remplissant un puits jusqu’au bord, 

l’épaisseur de la solution est la même sur toute la surface, contrairement à un dépôt de goutte. 

Ainsi, les effets de bords souvent observés lors des dépôts sur lame seront minimisés.  

4.5.2.1. Choix technologiques et design des puces 

La stratégie choisie pour réaliser les puits repose sur les compétences présentes dans le 
Département des Technologies pour la Biologie et la Santé du CEA-LETI. En effet, une partie 
importante des activités du département porte sur la micro-fluidique, ce qui a conduit au déve-
loppement de la fabrication de cartes. Ces cartes plastiques sont usinées puis assemblées entre 
elles (Figure 4-13). Concernant les matériaux, 2 plastiques sont traditionnellement utilisés : le 
poly méthacrylate de méthyle (PMMA) et le copolymère d'oléfine cyclique (COC). Le COC a été 
choisi dans le cadre de cette thèse car il est possible de le sceller thermiquement. Ainsi, aucune 
colle ne devra être utilisée, ce qui élimine les problèmes de tenue pendant le processus de lyophi-
lisation et de toxicité pour les bactéries. De plus, il s’agit d’un matériau peu adsorbant.  
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Figure 4-13 : Exemple de carte micro fluidique fabriquée dans le Département des Tech-

nologies pour la Biologie et la Santé du CEA-LETI. 

En adaptant cette technologie, nous voulons réunir dans une même puce les éléments 
suivants :  

· Puits pour déposer la solution à lyophiliser, 
· Contact électrique pour connecter l’électrode,  
· Grande cuve pour contenir l’électrolyte.  

La Figure 4-14 est une photographie de la puce imaginée pour remplir ces conditions. 
Elle est composée de trois plaques de COC. Sur la première, des pistes en or ont été évaporées 
pour la reprise de contact. La deuxième plaque est usinée avec plusieurs trous qui vont définir les 
puits une fois scellée à la première. La troisième est usinée avec un seul grand  trou pour définir 
la cuve de l’électrolyte. Le détail de la fabrication des puces est présenté en Annexe 3.  

 

Figure 4-14 : Dispositif réalisé pour la lyophilisation et les analyses électrochimiques. 

Par la suite, de nombreuses autres puces ont été réalisées : des puces pour les analyses 
morphologiques sans pistes en or (Figure 4-15a) et d’autres pour les mesures de conductivité par 
la technique TLM présentée dans le paragraphe 4.4.3.2 (Figure 4-15b). La reprise de contact, 
d’abord réalisée par des petites pinces clippées sur les pistes, a ensuite été assurée par un connec-

teur encartable commercial (Figure 4-15c). Cette amélioration a été apportée pour rendre la re-
prise de contact plus reproductible.  
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a.   b.   c.  

Figure 4-15 : a. Dispositif pour les analyses morphologiques ; b. Dispositif pour les me-

sures de conductivité ; c. Connecteur encartable pour la reprise de contact disposi-

tif/instrument de mesure.  

4.5.2.2. Lyophilisation sur puces 

Les structures poreuses obtenues ont une morphologie beaucoup plus reproductible 
grâce à l’utilisation des puits (Figure 4-16a). Toutefois la surface obtenue n’est pas plane : un 
dôme est observé en son centre. Cela n’est pas surprenant. En effet, la descente en température 
s’effectuant par les plateaux de la chambre de lyophilisation, la congélation est légèrement uni-

directionnelle. Lors de ce type de congélation, l’excédent de polymère est rejeté vers le haut et 

fini par former un cône très peu poreux [154]. 
A l’aide d’une aiguille fine, le matériau peut être sorti de la cuve sans l’abimer (Figure 

4-16b). Toutefois, la partie inférieure du matériau reste collée à la surface de la plaque ( Figure 
4-16c). Ces résidus ne se décollent pas même après 10 min d’ultrasons dans de l’eau DI, de 

l’éthanol et de l’acétone. Cela est le signe d’un probable bon contact entre les pistes en or et le 

PEDOT:PSS, mais cela montre qu’on ne pourra pas réutiliser les dispos itifs pour plusieurs expé-
riences. De plus, ce résultat met en évidence que la porosité est présente sur toute l’épaisseur du 

matériau. Il n’y a pas de partie non poreuse, même au contact de l’or.   

a.   b.   c.  

Figure 4-16 : Photographies sous binoculaire du matériau obtenu après lyophilisation 

(dimension 4*4*2mm) : a. dans son puits ; b. sorti du puits, et c. le fond du puits.   

Des observations MEB confirment la porosité du matériau à la fois en surface (Figure 
4-17a, b), et à l’intérieur, grâce à une coupe au scalpel (Figure 4-17c). En surface, les pores 
obtenus sont plutôt carrés (Figure 4-17b). Ils sont ouverts sur l’extérieur et d’environ 55 µm. Ces 

caractéristiques sont aussi retrouvées à l’intérieur.  
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a.   b.   c.  

Figure 4-17 : Images MEB du matériau obtenu après lyophilisation : a. et b. vue de la 

surface ; c. vue de l’intérieur après coupe au scalpel.  

 La Figure 4-18a présente un zoom sur un pore. Sa paroi est bien définie. En observant 
de près le polymère, une surface plutôt lisse a été observée (Figure 4-18b).  

a.     b.  

Figure 4-18 : Image MEB d’un pore et de sa paroi.  

 

4.5.3. Recherche des conditions permettant d’obtenir une « bonne » électrode 

Grâce à l’utilisation des puces et de leurs puits, les matériaux obtenus ont des caracté-

ristiques morphologiques répétables. Les étapes d’optimisation des conditions de lyoph ilisation 
et de formulation peuvent donc être réalisées.   

4.5.3.1. Influence de la teneur en GOPS 

La première préoccupation a été de réaliser des électrodes ayant une bonne tenue méca-
nique. En effet, il a été remarqué qu’en utilisant uniquement la dispersion de PEDOT:PSS, le 
matériau se redisperse une fois plongé en solution aqueuse (Figure 4-19, fort amincissement de 
l’épaisseur de la structure 3D). Ce phénomène est connu, c’est lui qui a nécessité l’ajout de réti-

culant dans la formulation utilisée dans le Chapitre 3. Nous avons donc choisi d’insérer le même 

réticulant (le GOPS) dans la dispersion avant lyophilisation. Cet ajout ne change pas l’aspect 

tridimensionnel du matériau obtenu.  
Concernant l’immersion, à partir de 0,25%m de GOPS, il n’y a pas de redispersion vi-

sible du matériau même après 8 jours (Figure 4-19).  
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Figure 4-19 : Image à la binoculaire démontrant l’effet de la concentration massique de 

GOPS sur la redispersion de l’électrode lors de l’immersion.  

 La résistance mécanique à 5 cycles de séchage/immersion a ensuite été explorée sous 
les conditions décrites en 4.6.2. Bien que notre application ne nécessite pas plus d’un ou 2 cycles, 

un nombre plus important a été choisi pour porter le matériau à ses limites. Pour  les concentrations 
massiques de GOPS inférieures à 1%m (Figure 4-20), l’électrode se contracte beaucoup au sé-

chage. Elle parvient à regonfler à l’immersion suivante pour les premiers cycles puis de moins en 
moins. Pour les teneurs en GOPS supérieurs à 2%m, la contraction après séchage reste faible 
même au bout de 5 cycles (Figure 4-20). Pour avoir une bonne tenue mécanique des électrodes, 
il faut donc choisir une concentration de GOPS supérieure à 2%m. A 2%m, la contraction obtenue 
lors de l’expérience de cyclage est faible, mais d’autres expériences menées après celle-ci ont 
montré qu’elle est parfois plus importante. Cette valeur semble donc être une valeur limite. Pour 

ces raisons, la concentration massique optimisée en GOPS a d’abord été choisie à 2%m avant 

d’être portée à 3%m. Ces teneurs sont plus grandes que celles utilisées dans la composition opti-
misée du Chapitre 3 (1%m) pour les films plans. La structure poreuse est probablement plus fra-
gile qu’une structure film car plus exposée au solvant, et nécessite donc plus de réticulant pour 

garder sa forme durant le séchage.  
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Figure 4-20 : Surface occupée par le matériau après plusieurs cycles d’immersion/sé-

chage.  

Nous avons ensuite étudié l’influence de la présence de GOPS dans la dispersion initiale 

sur la morphologie du matériau final. Sans GOPS (Figure 4-21 P), la surface du matériau présente 
un cône de rejet de matière discuté dans le paragraphe 4.5.2.2. Ce rejet de matière n’est plus 

observé dès 0,25%m de GOPS. Cela atteste du changement de cohésion entre les chaines de po-
lymères par l’ajout de GOPS. Les chaines en excès ne sont plus assez mobiles pour migrer au fur 
et à mesure de la congélation. Elles restent en place et le cône de rejet de matière n’est pas créé.  

Une autre différence est observée : sans GOPS les pores de la surface sont peu organisés 
(Figure 4-21 P), alors que lorsque la concentration de GOPS augmente, ils le sont de plus en plus 
(Figure 4-21 PG2 et PG5). De plus, lorsque la concentration devient importante (Figure 4-21 
PG5), les pores s’allongent. Ces deux phénomènes sont aussi la conséquence de la rigidité p lus 
grande du mélange de polymères. Le mélange est alors moins malléable pour s’adapter à la crois-

sance des cristaux d’eau et impose des limites physiques aux cristaux.  

 

Figure 4-21 : Image MEB de matériaux obtenus à partir de plusieurs concentrations 

massiques de GOPS.  

Le diamètre des pores présents à la surface de la structure 3D a été mesuré pour plusieurs 
concentrations massiques de GOPS à partir d’images MEB (Figure 4-22). Les pores obtenus en 
présence de GOPS sont plus petits et plus homogènes en taille qu’en absence de GOPS. Toutefois 

la concentration en GOPS semble peu influencer cette taille. L’allongement des pores observé 
pour des concentrations élevées de GOPS, n’influence donc pas la taille moyenne des pores. La 

limite de ces mesures est qu’elle concerne seulement les pores surfaciques et non ceux du volume 
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du matériau. Nous ignorons donc si le comportement observé en surface est valable sur la pro-
fondeur.  

 

Figure 4-22 : Taille apparente des pores en fonction de la teneur en GOPS de la disper-

sion de départ.  

4.5.3.2. Influence de la vitesse de congélation 

La congélation étant une étape clé pour la détermination de la morphologie de l’élec-

trode, plusieurs vitesses de congélation ont été testées. Une comparaison a été effectuée entre une 
congélation standard (-0,45°C/min), une congélation très rapide (le dispositif contenant la disper-
sion est placé sur les plateaux déjà à -50°C), et une congélation lente (-0,1°C/min). L’observation 

macroscopique révèle d’importantes différences morphologiques (Figure 4-23). Après congéla-
tion rapide, l’aspect de la surface n’est pas homogène : des zones sont plus claires et d’autres plus 

foncées. La congélation rapide n’a pas laissé beaucoup de temps aux chaines pour s’organiser ce 

qui explique cette absence d’homogénéité. Après congélation lente, un matériau d’apparence ho-

mogène est obtenu, comme pour la congélation standard. Toutefois, sa surface est creusée vers 
l’intérieur. Le volume final du matériau est donc plus faible que celui du puits.  Deux hypothèses 
sont envisagées pour expliquer ce résultat. Il peut être dû à une plus grande évaporation du solvant 
avant congélation (la durée avant congélation est grande pour cette congélation lente). Ou bien, 
cela peut être la conséquence d’une meilleure organisation des molécules lors de la congélation, 
qui conduit à moins de vide dans la structure, et donc à un matériau plus dense. Ce résultat expé-
rimental a été exploité par la suite afin d’obtenir un matériau de même volume que celui du puits, 

et ainsi obtenir une surface d’électrode plane. La vitesse de congélation adéquate dépend de la 

formulation de la dispersion, mais est proche de -0,3°C/min.  
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Figure 4-23 : Images prises à la binoculaire de matériaux obtenus après congélation à 

plusieurs vitesses.  

Lorsque l’on observe ces mêmes structures au MEB, les différences se confirment ( Fi-
gure 4-24). Pour la congélation rapide, il n’y a pas de réelle porosité en surface, mais seulement 

des empreintes de cristaux de glace en forme d’étoile. Par endroit, l’aspect de la surface suggère 

d’éventuels pores dans le volume qui seraient fermés en surface. L’intérieur est assez cohérent 
avec l’aspect surfacique : quelques pores mais très désorganisés. Le matériau présente probable-
ment une mauvaise interconnexion entre les pores. De plus, le matériau a peu de tenue mécanique. 
En effet, il se décompose en paillettes lorsqu’on le manipule pour le couper en 2 avec un scalpel. 
Pour la congélation lente, les pores ressemblent à ceux obtenus pour la congélation standard. 
Leurs tailles ne semblent pas très différentes. La vitesse de congélation n’est donc, à priori, pas 

un bon paramètre pour modifier cette taille.  

 

Figure 4-24 : Influence de la vitesse de congélation sur la structure microscopique des 

dépôts. Image MEB.  
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A ce stade de l’étude, les meilleurs matériaux sont obtenus pour une concentration mas-
sique de GOPS de 3%m, et une vitesse de congélation de -0,3°C/min (Figure 4-25). 

a.   b.   c.  

Figure 4-25 : Images MEB du matériau PG3 obtenu avec une vitesse de congélation de 

-0,3°C/min. 

4.5.3.3. Recherche d’une formulation donnant des électrodes conductrices 

Après avoir obtenu un « bon » aspect morphologique des structures macroporeuses, nous 
nous sommes intéressés à leur conductivité.  

 

4.5.3.3.1. Electrochimie de la composition PG3 

L’étude électrochimique consiste à comparer les voltampérogrammes obtenus pour les 

3 électrodes suivantes :  
· électrode 2D de la formulation du Chapitre 3,  
· électrode 2D PG3, 
· électrode 3D PG3.  

Les CV obtenues (Figure 4-26) pour la formulation PG3 sont très différentes de celles 
obtenues pour un dépôt de la même formulation que celle du Chapitre 3 : elles sont beaucoup 
moins capacitives. Or, nous savons que le PEDOT a une capacitance volumique, et le même vo-
lume ayant été utilisé pour toutes les électrodes, on en déduit que la formulation PG3 conduit à 
des électrodes peu conductrices. Cela n’est pas étonnant, car la composition du Chapitre 3 con-

tient de l’éthylène glycol (EG) dont le rôle est d’augmenter de plusieurs ordre de grandeur la 

conductivité du matériau en changeant l’organisation des chaines [127], alors que la formulation 
PG3 n’en contient pas. Mais l’ajout d’EG dans la dispersion initiale est impossible, car il empêche 

la congélation de la dispersion et donc l’obtention d’un matériau poreux (voir 4.5.1.1), 
Néanmoins, les 2 types d’électrode de la formulation PG3 n’ont pas le même voltampé-

rogrammes. Celui obtenu pour l’électrode de PG3 plane est plus résistif et capacitif que celui de 

l’électrode 3D. Cette électrode accumule donc plus de charges. Ainsi, la conductivité semble 
meilleure pour l’électrode plane que pour l’électrode 3D.  
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Figure 4-26 : 3e cycle de CV (50mV/s) dans du PBS pour une électrode du mélange uti-

lisé dans le Chapitre 3, PG3 plan et PG3 3D. 

Cela n’est pas surprenant en raison de la structure du PEDOT:PSS. En effet, le matériau 

est composé de longues chaines de PSS, sur lesquelles se placent de courtes chaines de PEDOT 
[158] (Figure 4-27). La connexion entre les chaines de PEDOT n’est pas directe et les trous doi-

vent passer de chaines en chaines. Ce phénomène est plus facile lorsque toutes les chaines pré-
sentes sont confinées dans un petit volume (le matériau plan), que lorsqu’elles sont dispersées 
dans une structure 3D, séparées par des pores.   

 

 

Figure 4-27 : Organisation des chaines de PEDOT et de PSS après recuit.  

La formulation PG3 n’est pas assez conductrice pour effectuer des mesures électrochi-
miques intéressantes. Pour trouver une solution à ce problème, nous avons exploré 2 straté-
gies souvent utilisées dans la littérature pour augmenter la conductivité des films de PEDOT:PSS 
: les post-traitements (immersion et exposition à la vapeur de solvants) et l’ajout d’autres additifs 

que l’EG.  
 

4.5.3.3.2. Post-traitements 

Ces voies ajoutent une étape d’immersion ou d’exposition à la vapeur de solvants du 

matériau après la lyophilisation. Nous avons testé plusieurs immersions et expositions à la vapeur  
de solvants, rapportés pour améliorer significativement la conductivité du matériau.  

· Immersions :  
o EG [160] ou méthanol [161] ou éthanol [161] : recuit 20 min à 120°C, im-

mersion 30 min, recuit 20 min à 120°C, 
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o HCl 10% : immersion 15 min, 5 rinçages dans l’eau DI pendant 1h, séchage 

à l’air libre, recuit 120°C 1h [162]. 
· Expositions à la vapeur :  

o EG ou Diméthylsulfoxyde (DMSO) : exposition à la vapeur pendant 3 jours 
dans un récipient fermé [163].  

Deux explications différentes sont données concernant les mécanismes d’augmentation 

de la conductivité. Pour les immersions, une partie des chaines de PSS en excès dans la structure 
est dissoute dans le solvant utilisé ce qui permet de concentrer les chaines de PEDOT et donc 
d’augmenter a conductivité [160], [161], [162]. Pour l’exposition à la vapeur de solvants, les 

vapeurs se recondensent dans le matériau et le font gonfler. Les chaines se réorganisent alors dans 
une conformation plus conductrice [163].  

En réalisant ces différents post-traitements sur notre matériau PG2, nous avons remar-
qués que plusieurs d’entre eux dégradent l’électrode et la rendent inutilisable. Après recuit ou 

séchage, les matériaux sont complètement affaissés (Figure 4-28). C’est le cas des bains d’HCl et 

d’EG, ainsi que l’exposition à la vapeur de DMSO. Les bains d’éthanol ou de méthanol ainsi que 

l’exposition à la vapeur d’EG ne dégradent pas les électrodes.  

Figure 4-28 : Image MEB du matériau obtenu après immersion dans l’EG.  

Pour ces derniers post-traitements, des CV ont été réalisées pour évaluer leur impact sur 
la conductivité du matériau. Malheureusement, aucun de ces 3 post-traitements ne permet d’ob-

tenir la CV très capacitive que l’on recherche (Figure 4-29). Toutes les CV obtenues ressemblent 
à celle de l’électrode sans post-traitement : peu capacitive et légèrement résistive.  
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Figure 4-29 : 3e cycle de CV (50mV/s) dans du PBS pour l’électrode de base et 3 post-

traitements. 

 
 

4.5.3.3.3. Ajouts d’additifs 

Face à l’échec de la 1ère voie, une seconde voie a été explorée : celle de l’ajout d’additifs 

dans la dispersion avant la lyophilisation. Trois additifs extraits de la littérature des films minces 
ont été testés : le DMSO 1%m [163], la DBSA 0,5%m [130] et le glycérol 1%m [130]. La DBSA 
intervenait déjà dans la composition utilisée dans le Chapitre 3 pour son rôle de surfactant per-
mettant d’obtenir des films réguliers. La recherche d’informations sur les additifs permet tant 
d’augmenter la conductivité a permis de trouver une publication qui montre qu’elle a aussi des 

effets sur la conductivité [130].  
L’ajout de DMSO (comme celui d’EG de la partie 4.5.1.1) ne permet pas d’obtenir à 

l’issu de la lyophilisation une structure poreuse massive (Figure 4-30). Néanmoins, pour les 2 
autres additifs, la structure 3D est conservée. Le DMSO est donc éliminé de la liste des additifs 
potentiels. La conservation de la structure poreuse avec ajout de glycérol est surprenante car le 
glycérol est comme l’EG utilisé en tant qu’antigel. 

 

Figure 4-30 : Photographies à la binoculaire de matériaux obtenus après lyophilisation 

de PEDOT:PSS en présence de DMSO 1%m, de DBSA 0,5%m et de glycérol 1%m.  
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Des CV ont été réalisées pour les formulations avec DBSA et glycérol. Cette fois -ci, 
l’une des CV est très capacitive : celle obtenue en présence de DBSA (Figure 4-31). Le glycérol 
lui ne semble pas avoir d’influence.  

 

Figure 4-31 : 3e cycle de CV (50mV/s) dans du PBS pour l’électrode obtenue sans addi-

tif, et deux électrodes obtenues avec de la DBSA 0,5%m et du glycérol 1%m. 

Nous avons donc trouvé un additif permettant, à priori, d’augmenter la conductivité de 

l’électrode tout en préservant la structuration 3D. Le mode d’action conduisant à l’augmentation 

de la conductivité du PEDOT par l’ajout de DBSA n’a pas été précisément rapporté dans la litté-

rature. Néanmoins, deux hypothèses peuvent être formulées d’après sa chimie. Tout d’abord la 
DBSA possède une fonction acide sulfonique SO2OH (pKa < 1) présent sous forme dissociée d’ion 

sulfonate dans la dispersion de PEDOT:PSS PH 1000 (1 < pH < 2). Ce groupement est identique 
au groupement négatif du PSS qui sert de dopant. La DBSA peut donc facilement se substituer au 
PSS pour doper le PEDOT. De plus, la DBSA est un surfactant et pour cette raison agit sur la 
répartition des molécules de PEDOT dans la structure. Un meilleur alignement ou regroupement 
des molécules de PEDOT est peut-être obtenu. Des expériences ont été réalisées pour essayer de 
mieux comprendre le mode d’action de la DBSA, elles seront présentées dans la partie 4.5.5. 

  

4.5.4. Etude approfondie de l’influence de la DBSA 

Les paragraphes précédents ont permis de mettre en évidence la nécessité d’introduire 

dans la dispersion de PEDOT:PSS deux additifs : le GOPS comme réticulant et la DBSA comme 
agent « dopant ». Cette partie présente la recherche de la formulation idéale avec ces 2 additifs.  

4.5.4.1. Influence sur le séchage après immersion 

Pour vérifier que l’ajout de DBSA ne change pas les conclusions de l’expérience sur la 

résistance mécanique des mousses après immersion puis séchage du paragraphe 4.5.3.1, un cycle 
immersion/séchage a été effectué pour différentes concentrations massiques de GOPS et de 
DBSA. Le Tableau 4-1 regroupe les résultats obtenus. L’absence de contraction est obtenue à 

partir de 3%m de GOPS comme en absence de DBSA. La concentration massique en DBSA 
semble peu influencer le résultat. Pour la suite des expériences, nous avons choisi de garder 3 ou 
3,5%m de GOPS.   
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Tableau 4-1 : Contractions après séchage pour un cycle immersion/séchage et diffé-

rentes concentrations massiques de GOPS et de DBSA.  

Contraction après séchage ? 
GOPS (%m) 

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 

DBSA (%m) 

0.1 Oui Oui Oui Oui Oui Oui/Non Oui/Non Non Non 

0.25 Oui Oui Oui Oui Oui Oui/Non Non Non Non 

0.5 Oui Oui Oui Oui Oui Oui/Non Non Non Non 

4.5.4.2. Influence sur la morphologie 

L’influence de l’ajout de DBSA sur la morphologie des pores pour une concentration 

massique de GOPS de 3,5%m a été étudiée. A partir de 1,5%m de DBSA, l’aspect macroscopique 

des électrodes est différent : elles sont creusées en surface et non homogènes. Cette non-homo-
généité créee par un ajout trop important de DBSA a été rapportée dans la publication qui étudiait 
son effet sur la conductivité [130] : sa teneur pour un film mince est choisie à 0,5%m pour éviter 
ces effets. Elle est due à une séparation de phase entre la DBSA et la dispersion de PEDOT:PSS. 
Les mélanges impliquant de la DBSA ne sont donc pas thermodynamiquement stables ce qui 
explique la non homogénéité des structures obtenues après lyophilisation lorsqu’il y a trop de 

DBSA. Toutefois la valeur limite de notre processus de lyophilisation (1,5%m), est plus élevée 
que celle donnée par Zhang et al. [130] concernant leur processus de dépôt à la tournette.    

Pour les concentrations massiques en dessous de 1,5%m, aucune influence franche de la 
teneur en DBSA sur la morphologie n’a été mise en évidence à la fois par les observations réali-

sées à la binoculaire et celles au MEB (Figure 4-32). La taille des pores et leur dispersion est 
similaire quelle que soit la composition (Figure 4-33).  

 

Figure 4-32 : Image MEB d’électrodes de différentes teneurs en DBSA.  
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Figure 4-33 : Taille apparente des pores en fonction de la teneur en DBSA de la disper-

sion de départ. 

4.5.4.3. Influence sur la conductivité 

 

4.5.4.3.1. Epaisseur de la structure 3D 

Pour commencer, nous avons étudié l’applicabilité de la méthode TLM présentée dans 

le paragraphe 4.4.3.2 aux électrodes 3D. Pour cela, les puces avec 5 pistes d’or présentées dans 

le paraphage 4.5.2 ont été fabriquées avec 3 épaisseurs différentes de puits  : 1, 2 et 3,14mm. La 
conductivité a été mesurée après recuit sur la formulation PG3.5D1. Les valeurs mesurées de 
conductivité semblent constantes en fonction de l’épaisseur (Figure 4-34). Il n’y a pas de biais 

visible lié à l’épaisseur, nous avons donc considéré que la méthode permet de donner une indica-
tion fiable de la conductivité.  

 

Figure 4-34 : Conductivité en fonction de l’épaisseur de l’électrode pour la formulation 

PG3.5D1 après recuit.  
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4.5.4.3.2. Conductivité avant et après recuit en fonction de la teneur en 

DBSA 

 L’étude a été poursuivie par des mesures en triplicata de la conductivité en fonction de 

la teneur en DBSA, avant et après recuit. Pour chacune des 3 électrodes d’une même formulation, 

une nouvelle solution a été préparée pour inclure l’erreur liée à la fabrication des solutions (qui 
doivent être renouvelées à chaque lyophilisation). Avant recuit, la conductivité augmente forte-
ment dès que la DBSA est introduite dans la formulation (Figure 4-35). Elle continue d’augmenter 

pour chaque augmentation de la concentration massique testée. La valeur maximale de conducti-
vité est de 0,32S/cm pour 1%m de DBSA.  

Après recuit, la conductivité ne change pas pour la formulation PG3. Par contre, elle 
s’améliore d’un peu plus d’un ordre de grandeur lorsqu’il y a de la DBSA. Ce phénomène a déjà 

été observé pour la polyaniline (PANI) [164]. La conductivité de la PANI augmentait de deux 
ordres de grandeurs après recuit à 150°C lorsque de la DBSA avait été introduit dans la suspension 
de PANI. Aucune augmentation n’avait été observée quand de l’acide sulfurique avait été intro-
duit à la place de la DBSA. Les auteurs expliquent ce résultat à la fois par une augmentation de 
la pénétration de la DBSA au sein de la PANI sous l’effet de l’agitation thermique et à la fois par 

une réorganisation des chaines de DBSA et de PANI qui passent d’un état compacté désorganisé 

à une organisation plus linéaire. Des phénomènes similaires interviennent probablement dans 
notre cas.   

La conductivité obtenue après recuit atteint un plateau à 2,36S/cm à partir de 0,75%m 
de DBSA. Ce comportement est identique à celui rapporté dans la publication de Nevrela et al . 
[165] qui ont étudié la conductivité de film plan après ajout de 4 additifs (DMSO, sorbitol, EG et 
N,N-diméthylformamide). Sur la base de ces résultats, nous avons choisi de garder comme for-
mulation optimisée la formulation PG3D0.75. Nous avons choisi 0,75%m de DBSA et non 1%m, 
car l’influence sur la conductivité après recuit est minime et que l’ajout de plus de 0,5%m de 

DBSA a été rapporté dans la littérature comme rendant la dispersion moins homogène [130].   
 

 

Figure 4-35 : Conductivité de l’électrode en fonction du pourcentage massique de DBSA.  
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4.5.4.3.3. Conductivité d’un film plan de même formulation  

Nous avons ensuite mesuré la conductivité d’un film mince de formulation PG3D0.75. 
Ce film mince est obtenu en déposant à la tournette la dispersion sur un wafer puis en effectuant 
un recuit 1h à 120°C sous atmosphère ambiante. La conductivité obtenue est de 1,7S/cm. Cette 
conductivité est du même ordre de grandeur que celle obtenue pour le matériau 3D. Ce résultat 
est plutôt surprenant. En effet, le matériau 3D étant poreux, nous nous attendions à une conduc-
tivité 1 ou 2 ordres de grandeurs plus grande pour le film mince. Cela montre que l’organisation 

des chaines (qui est primordiale pour la conductivité) est très différente lorsque le matériau est 
déposé à la tournette puis recuit ou lorsque le matériau est lyophilisé puis recuit. Cette 2 e méthode 
est plus favorable pour la conductivité, sans qu’on sache l’expliquer.  

 

4.5.4.3.4. Conclusion sur la conductivité du matériau 3D 

Le Tableau 4-2 regroupe les valeurs de conductivité des publications citées dans l’état 

de l’art du chapitre (partie 4.2.2). La dispersion utilisée pour réaliser les matériaux peut être 
commerciale ou réalisée par les équipes. Dans le premier cas, la meilleure valeur de conductivité 
rapportée est celle de l’équipe de Zhao et al. [157] : 8,7*10-2 S/cm pour un matériau lyophilisé en 
présence de polyéthylène glycol pour assurer une bonne tenue mécanique. Cette valeur étant 
faible, ils ajoutent des nanotubes de carbone. La conductivité obtenue est alors de 115 S/cm. Le 
matériau développé dans la thèse, avec une conductivité de 2,3 S/cm, est plus conducteur que leur 
matériau de base mais moins que celui avec les nanotubes de carbone. Toutefois, notre approche 
par ajout de DBSA présente l’avantage de ne pas utiliser de nanomatériau qui peut s’avérer 

toxique s’il est relargué. 
L’utilisation de solutions commerciales présente des avantages pratiques, mais ne per-

met pas d’atteindre de grandes conductivités sans ajout. Cela est dû à l’importante quantité de 
PSS présente dans ces solutions, ajouté dans le but de solubiliser le PEDOT qui est une molécule 
hydrophobe. En effet, ces dispersions contiennent entre 2,5 et 3 unités de PSS pour 1 unité de 
PEDOT, alors qu’il y a besoin de seulement 1 unité de PSS pour 3 unités de PEDOT pour que le 
PEDOT soit dans son état conducteur. Pour contourner ce problème et avoir des matériaux plus 
conducteurs, des équipes réalisent leurs propres dispersions à base de PEDOT. La meilleure con-
ductivité obtenue pour un matériau 3D à partir de ce type de dispersions est de 12,3 S/cm [153]. 
Pour cette formulation, le PSS n’est pas utilisé, la solubilisation du PEDOT est atteinte par gref-

fage d’un surfactant sur une partie des molécules d’EDOT avant la polymérisation.   
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Tableau 4-2 : Conductivités de PEDOT 3D rapportées dans la littérature. 

Technique de 
mise en forme 

3D 
Composition Allure 3D 

Conductivité 
(S/cm) 

Réf. 

Electro-filage 
PEDOT:PSS (dispersion com-
merciale) et Polyvinylpyrroli-

done 

Fibres de 
153.5nm 

2,34*10−12 [151] 

Séchage CO2 Hydrogel de PEDOT:PSS (1:1) 
Pores de 
15,3nm 

10-1 [152] 

Séchage CO2 PEDOT:PEDOT-Surfactant (3:1) Pores de 10nm 1,23*101 [153] 

Lyophilisation Hydrogel de PEDOT:PSS (1:2) Pores de 10-1 [154] 

Lyophilisation PEDOT:PSS (1:2) Feuillets 10-3 à 10-6 [154] 

Lyophilisation 
PEDOT:PSS (dispersion com-

merciale) et polyéthylène glycol 
Pores de 2 à 

10µm 
8,7*10-2 [157] 

Lyophilisation 
PEDOT:PSS (dispersion com-
merciale), polyéthylène glycol 

et nanotubes de carbone 

Pores fibreux 
de 5 à 10µm 

1,15*102 [157] 

Lyophilisation 
PEDOT:PSS (dispersion com-

merciale), GOPS et DBSA 
Pores de 40µm 2,3*100 Cette 

thèse 

Notre matériau 3D présente une conductivité parmi les meilleures pour les matériaux à 
base de PEDOT:PSS de la littérature. 

 

4.5.5. Caractérisations complètes de la formulation PG3D0.75 

La formulation optimisée PG3D0.75 a ensuite été caractérisée plus en détails (morpho-
logie, mécanique, conductivité, spectroscopie, électrochimie) avec de nombreuses techniques.  

4.5.5.1. Caractérisations morphologiques 

 

4.5.5.1.1. Imagerie 

La morphologie du dépôt a été étudiée de manière détaillée. Les images MEB obtenues 
en surface (Figure 4-36) et à l’intérieur (Figure 4-37) du matériau sont similaires à celles déjà 
présentées dans les paragraphes précédents. En surface, les pores sont ouverts vers l’extérieur, et 

bien alignés. Ils sont aussi longs que larges et homogènes en taille. En profondeur, les pores ont 
des caractéristiques similaires à ceux de la surface : taille plutôt homogène et forme plutôt sphé-
rique.   



Chapitre 4  : Mise au point et caractérisations d’une électrode 3D de PEDOT:PSS réalisée par lyophilisation  

 

 

156 

a.   b.   c.  

Figure 4-36 : Image MEB de la surface d’une électrode PG3D0.75.  

a.   b.   c.  

Figure 4-37 : Image MEB de l’intérieur d’une électrode PG3D0.75. 

Des images réalisées en tomographie aux rayons X confirment l’aspect tridimensionnel 

de la porosité (Figure 4-38a). Une coupe en surface (Figure 4-38b) montre que l’alignement des 

pores suit parfois des lignes de cristallisation.   

a.   b.   

Figure 4-38 : Reconstruction par tomographie aux rayons X de la morphologie d’une 

électrode PG3.5D0.5. 

 

4.5.5.1.2. Porosimétrie au mercure 

Des mesures de porosité au mercure ont été effectuées pour mieux caractériser le maté-
riau. Brièvement, le matériau est placé dans une enceinte étanche et une étape de dégazage s ous 
température est effectuée pour obtenir le vide dans l’enceinte. Le mercure est ensuite injecté dans 

l’enceinte avec différentes pressions. Après stabilisation, le volume de mercure injecté est me-

suré. Il est relié à la taille et la géométrie des pores,  qui peuvent alors être calculés.  
Tout d’abord, des paramètres macroscopiques ont été calculés (Tableau 4-3). La porosité 

obtenue est très grande, conformément à nos observations MEB.  
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Tableau 4-3 : Données macroscopiques d’une électrode PG3.5D0.5 calculées grâce à la 

porosimétrie au mercure. 

Volume total de mercure injecté = volume des pores, 
par g de matériau (mL/g) 

16,25 

Densité apparente (g/cm3) 0,06 

Densité du squelette (g/cm3) 2,67 

Porosité (%) 97,8 

Des paramètres microscopiques ont aussi été étudiés. Une seule population de pores 
semble présente dans le matériau (Figure 4-39). Cette famille de pores est remplie par le mercure 
pour une pression médiane d’environ 3,3kPa. Les analyses de porosité au mercure fournissent une 

correspondance pression/diamètre de pores pour des pores cylindriques. Ici, ce calcul donne une 
taille de pores médiane de 38,2µm. Cette taille est proche de la taille trouvée par Wan et al. [16] 
par la même méthode et pour une formulation PG3 (39,1µm).  

La dispersion de la taille des pores de notre matériau a été évaluée grâce à une fonction 
Gaussienne. L’écart type est estimé à 12µm. Cette valeur est cohérente avec l’écart -type obtenu 
lors des mesures de taille de pores sur des images MEB. Cette valeur peut sembler grande à 
première vue, mais elle est en réalité plutôt petite pour un matériau obtenu sans support physique.  

 Avec le modèle cylindrique, la surface totale des pores obtenue a été calculée. Elle est 
de 1,7m²/g, valeur proche de la valeur trouvée par Wan et al. [156] de 2,2m²/g. Toutefois, le 
modèle de pore cylindrique est éloigné de la géométrie réelle de nos pores bien qu’il soit couram-

ment utilisé pour tous types de porosité dans la littérature. Il permet, en l’absence de meilleurs 

modèles, d’accéder à des ordres de grandeurs.  

 

Figure 4-39 : Diamètre des pores en fonction de l’intrusion différentielle du mercure.  
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4.5.5.1.3. Pesage 

Une dernière expérience a été réalisée pour évaluer le volume de liquide que le matériau 
peut retenir. Pour cela, 5 structures poreuses ont été pesées avant et après 24h d’immersion dans 

du PBS. Les calculs de masse volumique ont été réalisés en utilisant pour le volume du matériau, 
le volume de dispersion initialement lyophilisé, le matériau 3D obtenu étant de volume peu dif-
férent.  

En pesant les structures avant immersion, la masse volumique à sec est obtenue.  Elle 
est de 45,7 ± 1,0mg/mL de solution initiale. Bien que l’ordre de grandeur soit conservé, cette 

masse volumique est légèrement plus petite que celle de 0,06g/cm3 (soit 60mg/mL) trouvée par 
porosimétrie au mercure. Toutefois, il s’agit ici d’une valeur calculée par rapport à un volume de 

dispersion et non par rapport à un volume par mouillage de gaz. Le volume du matériau est donc 
probablement surestimé par notre méthode, ce qui est cohérent avec une masse volumique légè-
rement plus faible.  

 Après 24h d’immersion, la masse volumique des structures est de 1079 ± 27mg/mL de 

solution initiale. Le matériau peut donc retenir plus de 22 fois son poids en PBS, sans changement 
de volume visible à l’œil nu. 

4.5.5.2. Caractérisations mécaniques 

Des tests mécaniques de compression uni-axiale ont permis d’obtenir le comportement 

mécanique du matériau hydraté à température ambiante. La courbe contrainte -déformation obte-
nue (Figure 4-40) est similaire pour les 3 électrodes testées. Pour les déformations en dessous de 
15%, les électrodes ont un comportement élastique linéaire. A partir de 15%, les déformations 
deviennent plastiques. Aucune rupture du matériau n’est observée pour la gamme de déformations 

testées. 
 Le module d’élasticité trouvé est de 47,8 ± 0,6 kPa. Son ordre de grandeur correspond 

à ceux classiquement atteint par des polymères (de la dizaine au millier de kPa). Celui obtenu par 
Wan et al. [156] pour la composition PG3 est 10 fois inférieur. Toutefois, les auteurs ont montré 
que le module est très dépendant de la composition, il va de 0,2kPa pour une formulation sans 
GOPS à 4,5kPa pour la formulation PG3. Notre module, un ordre de grandeur plus grand, peut 
tout à fait être la conséquence de l’ajout de DBSA, mais aussi des conditions de lyophilisation 

différentes. En effet, nous avons montré précédemment que l’ajout de DBSA a une grande in-

fluence sur la conductivité, très probablement en réorganisant les chaines de polymères. Une autre 
conséquence de cette réorganisation pourrait être mécanique. De plus notre congélation s’effectue 

à petite vitesse (-0,3°C/min) comparée à leur congélation (-0,9°C/min), ce qui laisse plus de temps 
aux chaines pour se réorganiser avant d’être figés. Elles sont ainsi mieux réorganisées et donc 

plus « solides ».   
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Figure 4-40 : Courbe contrainte-déformation pour 3 électrodes de PG3D0.75. 

4.5.5.3. Caractérisations électriques 

 

4.5.5.3.1. En statique 

La conductivité mesurée dans le paragraphe 4.5.4.3 pour la formulation PG3.5D0.75 
après recuit est de 2,31 ± 0,25 S/cm. La résistivité de contact or/matériau a été évaluée dans la 
même expérience à 0,35 ± 0,15 Ω.cm². Cette résistivité de contact est plus élevée que les résisti-

vités typiquement mesurées par la méthodes TLM pour des films minces qui sont de l’ordre de 

10-3 à 10-6 Ω.cm² [159]. Toutefois, dans notre cas, le contact est réalisé par un matériau poreux. 
Cela signifie que la surface réelle de contact est bien plus petite que la surface considérée dans le 
calcul (celle des pistes en or). La valeur de résistivité ne peut donc pas être directement comparée 
à celle des films. 

Les valeurs du paragraphe ci-dessus sont obtenues pour des matériaux secs. Or, pour nos 
expériences l’utilisation des électrodes se fera en milieux aqueux, il est donc nécessaire de me-

surer la conductivité aussi dans ces conditions. Pour cela, des mesures ont été réalisées pendant 
12 jours après remplissage des cuves des puces par du PBS. Cette durée est plus grande que la 
durée d’utilisation qui devrait être de seulement quelques heures. Toutefois, elle permet de carac-

tériser le comportement du matériau sur le long terme. La conductivité du PBS est d’environ  
1,6*10-2 S/cm, soit 2 ordres de grandeurs plus faibles que la conductivité de notre matériau à sec. 
La mesure de la conductivité de notre matériau est donc possible sans interférence du PBS.   

 La conductivité (Figure 4-41) passe de 2,46 à 1,97S/cm immédiatement après l’immer-

sion. Puis, elle continue de diminuer pendant les premiers jours avant de se stabiliser vers 
1,5S/cm. Cette baisse de conductivité est probablement due à la fois à la pénétration du PBS dans 
le PEDOT:PSS, qui doit faire gonfler légèrement le matériau et ainsi diminuer sa conductivité et 
au relargage partielle de la DBSA. En effet, en agitant le PBS après relargage, plus de bulles sont 
observées qu’avant relargage, ce qui est témoin d’ajout de surfactant dans le PBS.  

La résistivité de contact augmente elle aussi légèrement au cours de l’immersion. Tou-

tefois, cette baisse de conductivité et cette augmentation de résistance de contact sont faibles, et 
ne vont pas mettre en péril l’utilisation de l’électrode pendant la durée testée.  
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Figure 4-41 : Evolution de la conductivité et de la résistivité de contact en fonction du 

temps d’immersion dans du PBS.  

 

4.5.5.3.2. En dynamique 

Le PEDOT est un matériau redox qui est conducteur seulement dans son état oxydé. Or, 
en l’utilisant en tant qu’électrode, différents potentiels électrochimiques lui sont imposés, ce qui 

influence son état d’oxydation. L’expérience suivante a pour but d’évaluer l’impact d’un cycle 

de potentiels allant de -0,4V à +0,4V (gamme de potentiel utilisé pour la détection de PYO et 
PQS) sur la conductivité du matériau.   

L’électrode subit pour commencer 50 CV de stabilisation de -0,4 à +0,4V. Puis, l’élec-
trode est placée à différents potentiels chimiques (de +0,4V à -0,4V par pas de 0,05V puis de 
-0,4V à +0,4V) et sa résistance est mesurée. A chaque potentiel électrochimique, la mesure de 
résistance est effectuée 3 fois de suite après une stabilisation de  30s au potentiel.  

Globalement, la variation de la résistance du matériau en fonction de son potentiel redox 
suit la même allure que sur le matériau plan du le Chapitre 3  : la résistance baisse continument 
lorsque le potentiel appliqué au matériau augmente (Figure 4-42). Toutefois, les résistances ob-
tenues en balayant les potentiels dans le sens positif à négatif (de +0,4V à -0,4V), ne sont pas les 
mêmes que celles obtenues en balayant les potentiels dans le sens négatif à positif (de -0,4V à 
+0,4V) (Figure 4-42). Un cycle d’hystérésis d’une largeur d’une dizaine d’Ohm est obtenu.  La 
résistance du matériau (et donc son état d’oxydation) est ainsi très dépendante du passé du maté-

riau. Bien que plusieurs minutes soit passées à chaque potentiel, son évolution est lente. La résis-
tance du matériau doit donc peu changer lorsqu’une mesure  est réalisée en CV, cette mesure étant 
beaucoup plus rapide que les mesures réalisées ici.  
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Figure 4-42 : Résistance du PG3.5D0.75 entre les pistes 1 et 4 de la puce TLM en fonc-

tion du potentiel électrochimique imposé.  

4.5.5.4. Caractérisation spectroscopique Raman 

La conductivité de la structure 3D augmente de 6 ordres de grandeurs lors de l’ajout de 

DBSA. Pour essayer de mieux comprendre cet accroissement, nous avons réalisé quelques ana-
lyses préliminaires Raman. Cette méthode de caractérisation a été choisie car la littérature tend à 
montrer un lien entre l’allure des spectres Raman et la conductivité des matériaux.  

Nous nous sommes intéressés aux compositions P, PD1, PG3 et PG3D1 mises en forme 
en 2D ou 3D et avec 2 longueurs d’ondes différentes d’excitation : 514 et 785nm. Ces 4 compo-
sitions ont été utilisées pour permettre de mieux séparer les effets des différents additifs sur l’al-

lure des spectres Raman. L’analyse a été réalisée tout d’abord sur un matériau plan pour obtenir 
des spectres avec un bon niveau de signal. En effet, les échantillons 3D n’ayant pas une surface 

plane, ceux-ci dispersent la lumière de manière plus importante dans les différentes directions de 
l’espace, ce qui conduit à un signal plus faible. Pour finir, 2 longueurs d’ondes ont été utilisées 

car la littérature rapporte que l’allure des spectres Raman dépend beaucoup de la longueur d’onde, 

les faibles longueurs étant en résonnance avec la forme neutre du PEDOT, et les fortes avec la 
forme oxydée [166].  

La Figure 4-43 regroupe les spectres Raman obtenus. Pour les échantillons 2D, 2 pics 
correspondant au substrat (spectres du 1er et 2e ordre du silicium) sont observés en plus des pics 
correspondant au matériau à base de PEDOT. A part ces 2 pics, tous les spectres Raman ont la 
même allure globale. Toutefois, ils diffèrent sur la zone des C-H (2750-3250 cm-1) et sur celle, 
mieux résolue, entre 1450 et 1650cm-1. Pour une même composition (échantillon plan et 3D), les 
spectres ne dépendent que très peu de la mise en forme des matériaux. De plus, les spectres obte-
nus à 785nm diffèrent peu en fonction de la composition dans la zone 1520-1600cm-1 contraire-
ment à ceux obtenus à 514nm. 
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Figure 4-43 : Spectres Raman pour des structures de formulation : a. P, PD1, PG3 et 

PG3D1 2D à 514nm ; b. P, PD1, PG3 et PG3D1 3D à 514nm ; c. P et PD1 2D et PG3 et 

PG3D1 3D à 785nm.  

L’amas de pics entre 1450 et 1650 cm-1 diffère sur plusieurs points en fonction de la 
composition analysée (Figure 4-44). La différence la plus importante est la présence de pics in-
tenses vers 1542 et 1575 cm-1 pour les analyses à 514 nm lorsque la formulation contient de la 
DBSA (Figure 4-44a et b). Mais, la littérature ne semble pas confirmer que ces pics sont bien la 
signature de la DBSA. En effet, Xu et al. [167] rapportent la présence d’un pic intense vers 

1596 cm-1 attribué à l’élongation du cycle benzénique de la DBSA, (qui pourrait correspondre au 

2nd pic observé dans nos échantillons). Aucun second pic n’est rapporté. Quelle que soit la for-

mulation, les spectres Raman réalisés à 785nm présentent seulement des pics peu intenses dans 
cette zone.  

Lorsque la formulation ne contient pas de DBSA, les 2 pics semblent aussi présents mais 
ils sont moins intenses. Ce dernier résultat est cohérent avec les spectres Raman de PEDOT  :PSS 
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rapportés dans la littérature qui montrent la présence de 2 pics peu intenses aux même fréquences 
[127], mais leur attribution n’a pas été donnée. Néanmoins, ces pics n’apparaissent pas dans les 

simulations effectuées pour calculer le spectre Raman théorique du PEDOT [166], ce qui suggère 
qu’ils sont reliés au PSS ou à un additif de la formulation commerciale. 

Les publications qui s’intéressent à l’évolution des pics Raman pour essayer de mieux 

comprendre la conductivité de matériaux à base de PEDOT se focalisent sur les pics de la zone 
1400-1470 cm-1. Cette zone correspond à l’élongation symétrique des atomes de carbone du cycle 
du PEDOT [166]. Mais, cette zone correspond aussi à un pic intense de la DBSA vers 1433 cm -1 
[167], ce qui rend les choses plus difficiles à analyser dans notre cas. L’apparition d’un nouveau 

pic dans l’amas est clairement visible sur la Figure 4-44a et b : les matériaux contenant de la 
DBSA présentent soit un épaulement marqué (comme la formulation PD1 2D) ou bien une plus 
grande largeur du pic à son sommet (comme la formulation PG3D1 3D). Aucun élargissement 
clair n’est visible lorsque les analyses sont effectuées à 785nm. Comme si la présence de la DBSA 
(ou ses effets) passait inaperçue à cette longueur d’onde.  

Figure 4-44 : Spectres Raman pour 4 compostions de mélange à base de PEDOT (P, PD1, 

PG3, PG3D1), 2 mises en forme (plan et 3D) et 2 longueurs d’ondes (514 et 785nm) – 

Zoom sur la partie 1300-1700cm-1. 

Les premières équipes qui se sont intéressées à cette zone du spectre Raman ont réalisé 
des expériences in situ au cours de l’oxydation électrochimique du PEDOT. Ils ont remarqué 

qu’une augmentation du potentiel du matériau (et donc de son degré oxydation) conduit à un 
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décalage des pics vers les hauts nombres d’onde [166], [132]. Ce décalage est interprété comme 
la conséquence de changements d’intensité de 3 pics [132] : l’un correspondant au PEDOT neutre 

vers 1415cm-1, le 2nd au PEDOT dopé vers 1449cm-1, et le dernier au PEDOT suroxydé vers 
1478cm-1. De plus, les auteurs ont remarqués que le pic correspondant au PEDOT dopé se décale 
lui aussi vers les hauts nombres d’onde au cours de l’augmentation du potentiel [132]. Sur cette 
base, ces deux publications interprètent l’oxydation du PEDOT comme provoquant un change-

ment de conformation des chaines, passant d’une forme quinoïde à une forme aromatique (Figure 
4-45). Par la suite, de nombreuses autres publications ont relié les décalages des pics Raman à la 
conductivité du matériau obtenu après ajout d’additif ou bien après différents post -traitements. 
La majeure partie de ces publications (voir par exemple [127], [168], [169]), trouvent que leur 
traitement entraine l’effet inverse : l’amas de pic se décale vers les basses fréquences, ce qui 

signifie (en tenant le raisonnement inverse des premiers travaux) qu’une partie des chaines pas-

sent de conformations aromatique à quinoïde. Ils attribuent à ce changement de conformation une 
plus grande conductivité du matériau : les chaines en conformation quinoïde sont plus planes (cf. 
Chapitre 3 paragraphe 3.2.1.2.2.), ce qui faciliterait le passage des charges. Il est intéressant de 
noter que ces 2 résultats d’apparence contradictoire (augmentation de la conductivité avec déca-

lage vers les hauts ou vers les bas nombres d’onde) sont la conséquence de 2 phénomènes diffé-

rents. Dans le 1er cas, l’état d’oxydation du polymère est modifié  : le nombre de porteurs de charge 
est augmenté (« dopage primaire »), alors que dans le 2nd cas le nombre de porteurs de charge 
reste constant et seule leur vitesse de déplacement est augmentée (« dopage secondaire).  

Figure 4-45 :PEDOT en conformation quinoïde et aromatique, extrait de [132]. 

A cause de la présence d’un grand nombre de pics dans l’amas (les 3 pics du PEDOT 

plus celui de la DBSA pour certains échantillons), nous n’avons pas déconvolué les spectres Ra-

man, mais seulement étudié le maximum de l’amas. Lorsque l’on mesure le maxima de l’amas de 

pics pour chacun de nos spectres, nous trouvons, pour une même longueur d’onde et une même 

mise en forme, un maximum à plus hauts décalages Raman lorsqu’il y a de la DBSA dans la 

composition que sans (Tableau 4-4, par exemple 1437cm-1 pour PG3 2D contre 1445cm-1 pour 
PG3D1 2D à 514nm). La seule exception est pour le spectre de PG3D1 3D où le maximum est à 
1430cm-1. Toutefois cette longueur d’onde correspond parfaitement à celle du pic de la DBSA et 
l’amas de pic est tout de même visuellement décalé vers les hauts nombres d’onde. En prenant le 

2nd maximum, on trouve 1446cm-1 ce qui est bien plus grand que 1434cm-1 trouvé pour la formu-
lation PG3. Nos expériences montrent donc que l’ajout de DBSA décale l’amas de pic vers les 

hauts décalages Raman, comme dans les travaux mesurant les spectres Raman du PEDOT à dif-
férent potentiel électrochimique [166], [132]. Le pic du PEDOT dopé vers 1449cm-1 est donc plus 
prépondérant avec la DBSA que sans. On a donc un mode d’action type « dopage primaire » ce 
qui confirme notre hypothèse que la DBSA à un rôle similaire à celui du PSS.   
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Tableau 4-4 : Maximum entre 1400-1470 cm-1 pour toutes les conditions testées.  

   Maxima 1400-1470 cm-1 (cm-1) 
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P 1440 

PD1 1453 

PG3 1437 

PG3D1 1445 

3D
 

P 1435 

PD1 1451 

PG3 1434 

PG3D1 1430 (2nd à 1446) 

78
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an

 P 1428 

PD1 1433 

3D
 PG3 1424 

PG3D1 1429 

4.5.5.5. Caractérisations électrochimiques 

Les caractérisations électrochimiques ont été menées en 3 étapes : CV, impédancemétrie 
puis détection du ferricyanure et de PYO et PQS comme pour les électrodes du Chapitre 3.  

 

4.5.5.5.1. Comparaison 3D et plan 

Pour commencer, des comparaisons en CV et impédancemétrie ont été réalisées pour des 
matériaux plans ou 3D de même formulation et de même volume. Les CV (Figure 4-46) obtenues 
pour les matériaux plan et 3D se ressemblent et ressemblent à celles du Chapitre 3 : elles sont très 
capacitives. Les voltampérogrammes obtenus sont plus capacitifs pour les électrodes 3D que pour 
les électrodes planes, à volume égal. Cette différence est amplifiée avec l’augmentation de la 
vitesse de balayage. La charge correspondante à ces voltampérogrammes évolue linéairement 
avec la vitesse de balayage pour le PEDOT 3D, mais ce n’est pas le cas pour l’électrode plane. 

En effet, pour le matériau plan, les fortes vitesses de balayage conduisent à une charge moins 
importante qu’attendue. Ce résultat suggère que pour le PEDOT sous forme plane, le volume 

entier ne participe pas à la capacitance à toutes les vitesses de balayage mais seulement une partie. 
Ce phénomène est probablement dû à la diffusion des ions dans le volume du matériau qui est 
lente et devient un facteur limitant pour la charge à vitesse de balayage élevée. Pour le PEDOT 
sous forme 3D, tout le volume est réellement accessible à l’électrolyte du fait de la porosité im-

portante, la diffusion des ions dans le PEDOT s’effectue donc sur une longueur plus petite et la 

charge reste linéaire sur l’ensemble des vitesses de balayage testée.  
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Figure 4-46 :  3e cycle de CV à différentes vitesses de balayage dans du PBS pour du 

PG3D1 plan et 3D, et aires correspondantes.  

Les courbes obtenues en impédance pour ces deux mêmes électrodes (Figure 4-47a) ont 
la même allure globale : résistivité à hautes fréquences et capacité à basses fréquences, comme 
pour les électrodes du Chapitre 3. Néanmoins, le matériau 3D présente un comportement différent 
du matériau plan entre 10-1 et 100 Hz.  

La théorie de l’impédance pour des électrodes 3D a été développée par de Levie [138]. 
Elle est basée sur 4 hypothèses fortes :  

· Les pores sont cylindriques de rayon constant et de longueur infinie, non connectés 
entre eux,  

· L’électrolyte est homogène, présent en grande quantité et remplit parfaitement les 

pores,  
· Le matériau n’a pas de résistance, sa conductivité est infinie,  
· Les courbes équipotentielles ne sont pas perturbées par les pores.  

Ces hypothèses ne sont pas toutes réalistes (l’hypothèse de la conductivité infinie par 

exemple). De plus, l’hypothèse sur la géométrie des pores et leurs connexions n’est pas vérifiée 

pour notre matériau. Néanmoins, elles permettent de simplifier la mise en équation de système e t 
conduisent à une modélisation simple qui est utile pour accéder à des valeurs approximatives.  

Dans ses conditions, le circuit équivalent du matériau a la forme d’une ligne de trans-

mission infinie (Figure 4-48a), composée de résistances élémentaires  représentant la résistance 
de l’électrolyte à l’intérieur d’un pore et de capacitances élémentaires  représentant la capacité 
de double couche de l’interface d’un pore. Cette ligne de transmission est équivalente à l’élément 

mathématique tangente hyperbolique , paramétré de la manière suivante :  

avec  la résistance totale de l’électrolyte dans les pores,  la capacitance totale des parois 

pores,  la racine de -1 et  la fréquence angulaire.  

Le circuit électrique complet en impédance est le circuit  (Figure 4-48b),  étant la 
résistance de l’électrolyte en dehors du matériau poreux. Ce circuit  est mathématiquement 
identique à celui utilisé pour modéliser l’impédance des polymères conducteurs [170] dans le 
Chapitre 3, bien que leur physique soit différente. Les deux courbes de la Figure 4-47a ont donc 
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été modélisées avec ce même circuit électrique. Concernant la modélisation du spectre d’impé-

dance du matériau 3D (Figure 4-46b), 2 zones ne sont pas parfaitement simulées. 
La première est la partie coudée en représentation Nyquist  (Figure 4-47) : les données 

expérimentales sont au-dessus de la courbe de simulation. Cette zone du spectre d’impédance a 

été rapportée par Keiser et al. [171] comme très dépendante de la géométrie des pores (Figure 
4-49a). Dans notre cas, le type de courbe obtenue se rapproche plus de celui obtenu pour des 
pores coniques Figure 4-49b.  

Le deuxième défaut est visible sur la droite à baisse fréquence qui est moins vertical 
dans notre cas que dans le modèle. Ce fait a été rapporté par Song et al. [172] qui interprète ce 
défaut comme inhérent à l’hypothèse de pores homogènes, qui n’est jamais complètement vérifiée 

en pratique. Ce type de résultat (courbe à basse fréquence inclinée) est aussi très souvent rapporté 
pour les spectres d’impédance d’électrodes planes. Dans ce cas, l’interprétation donnée est que la 

capacitance de l’électrode n’est pas parfaite et que des défauts donnent lieu à une fuite de courant.  
Malgré ces défauts, la modélisation est correcte et nous avons décidé de ne pas utiliser 

de modèles plus complexes. Il existe beaucoup de modèles dont les hypothèses sont plus proches 
de notre cas de figure mais ces modèles sont multiples et aucun ne fait pour l’instant compléte-

ment consensus. 

a.   b.  

Figure 4-47 : a. Spectres d’impédances et modélisation pour des électrodes de PG3D1 

plan et 3D en représentation de Bode ; b. Spectre d’impédance et modélisation pour 

l’électrode de PG3D1 3D en représentation de Nyquist.  

a.  b.  

Figure 4-48 : a. Line de transmission RC, représentant un matériau poreux selon le mo-

dèle de de Levie [138], extrait de [173] ; b. Circuit électrique équivalent à la ligne de 

transmission du a., utilisé pour modéliser les courbes.  
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a.   b.  

Figure 4-49 : a. Impédance en représentation Nyquist de matériaux présentant diffé-

rentes géométries de pores, extrait de [174] d’après [171] ; b. Zoom sur la zone du 

spectre d’impédance correspondante de la Figure 4-47b.  

Les résultats des modélisations sont regroupés dans le Tableau 4-5. La résistance  est 
comparable pour les 2 électrodes. Concernant les capacitances, une confirmation de ce que la CV 
laissait déjà paraitre est obtenue : le matériau 3D a une capacitance légèrement plus grande que 
celle du matériau plan  (+12%).  

Tableau 4-5 : Paramètres de l’impédance pour des électrodes de PG3D1 plan et 3D.  

 plan 3D 

 (Ω) 72,1 ± 0,4 63,2 ± 0,5 

 ou  (mF) 8,63 ± 0,51 9,66 ± 0,35 

 

4.5.5.5.2. Influence du volume de l’électrode 

De la même manière que dans le Chapitre 3, nous avons comparé les CV et spectres 
d’impédances obtenus pour des électrodes 3D de différents volumes. Pour obtenir ces électrodes 

de différents volumes, de nouvelles puces ont été fabriquées avec des profondeurs et tailles de 
puits différentes. 

Plus l’électrode est massive, plus la CV obtenue est capacitive et lente (Figure 4-50). 
Lorsqu’on trace la charge du cycle de CV en fonction du volume de dispersion de PEDOT  lyo-
philisé, un comportement linéaire est obtenu. Comme pour les matériaux du Chapitre 3, la charge 
est volumique pour les électrodes 3D.  
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Figure 4-50 : 3e cycle de CV (50mV/s) pour des électrodes obtenues à partir de diffé-

rents volumes de PG3D0.75. 

Concernant les spectres d’impédance, comme dans le Chapitre 3, la partie capacitive est 

parallèle pour toutes les courbes mais décalée vers les basses fréquences pour les électrodes de 
plus grands volumes. Lorsque la capacitance totale des parois des pores   est tracé en fonction 
du volume des électrodes, une droite est obtenue ce qui confirme que la capacitance du matériau 
3D est aussi volumique. Une valeur de 0,327 ± 0.010 F/mL de dispersion initiale est trouvée. 
Cette valeur est plus élevée de 27% que la capacitance volumique trouvée dans le Chapitre 3. 
Cette différence est imputable à 2 paramètres :  

· la mise en forme. Les mesures d’impédance du paragraphe 4.5.5.5.1 précédent mon-
trent une différence de capacitance de 12% entre les matériaux plans et 3D.  

· la formulation. Les électrodes du Chapitre 3 n’ont pas la même formulation. Cela 

impacte probablement la diffusion des ions dans le matériau et donc sa capacitance.  

   

Figure 4-51 : Spectres d’impédances et modélisation pour des électrodes 3D de diffé-

rents volumes de PG3D0.75. 
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4.5.5.5.3. Détection du ferricyanure de potassium  

Ø Détection comparative en SWV entre électrode 3D et film plan 

Le ferricyanure de potassium Fe(CN)6
3- est détecté comparativement entre des électrodes 

plane et 3D de même formulation et de même volume. Pour cela, des SWV sont réalisées de 
manière régulièrement espacée pendant 3h après avoir introduit dans du PBS 150µM de 
K3Fe(CN)6. Les paramètres utilisés sont ceux qui avaient été optimisés dans le Chapitre 3 (pas 
5mV, amplitude 20mV, fréquence 0,5Hz).   

Pour l’électrode plane (Figure 4-52), le pic est de faible intensité (~1µA) et n’évolue pas 

au cours de la mesure. Ce résultat est cohérent avec les résultats du Chapitre 3 qui montrait que 
le ferricyanure ne s’adsorbait pas au PEDOT et ne s’accumulait donc pas dans le matériau.  

Pour l’électrode 3D, le pic est beaucoup plus intense et sa taille augmente au cours du 

temps (Figure 4-52). La stabilisation du pic est très longue et ne semble pas encore tout à fait 
atteinte à la fin de notre expérience. Après stabilisation, il a été vérifié en CV que l’intensité des 

pics d’oxydation et de réduction dépend de la racine carrée de la vitesse de balayage ce qui signi-
fie que l’espèce est libre en solution. L’augmentation n’est donc pas due à l’adsorption du ferri-

cyanure sur le PEDOT. Nous l’attribuons entièrement à la diffusion des molécules de ferricyanure 

dans le réseau poreux. Lorsqu’on vient d’ajouter le ferricyanure à la solution de PBS, seule la 

partie supérieure de l’électrode est en contact avec les molécules et participe à la détection. Après 

3h de diffusion, presque toute la surface de l’électrode est en contact avec les molécules ce qu i 
donne un pic plus intense.  

Cette expérience permet d’avoir une idée des longueurs de diffusion dans le réseau po-

reux. En effet, le coefficient de diffusion de Fe(CN)6
3- dans un milieu salin est d’environ 

7,2*10-6cm²/s [175]. Donc un signal maximal obtenu au bout de 190min, correspond à un chemin 
parcouru d’environ 2,8mm. Cette valeur est cohérente avec la profondeur macroscopique de 

l’électrode qui est de 2mm, sachant que le coefficient de diffusion utilisé n’est pas celui du PBS 
et que le réseau poreux présente une certaine tortuosité.   

a.  b.  

Figure 4-52 : a. Courant du pic de SWV (pas 5mV, amplitude 20mV, fréquence 0,5Hz) en 

fonction du temps de diffusions de 150µM de Fe(CN)6
3- dans du PBS pour des électrodes 
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de PG3D0.75 plane et 3D de 32µL ; b. SWV de 150µM de Fe(CN)6
3- dans du PBS au cours 

du temps pour l’électrode 3D de PG3D0.75 de 32µL.  

Ø Optimisation des paramètres de la SWV 

Une fois le pic stabilisé, nous avons cherché à optimiser les paramètres de la SWV. Pour 
cela différentes fréquences de balayage ont été testées (Figure 4-53). Comme pour le Chapitre 3, 
le pic redox est plus intense à faible fréquence de balayage. Les courants des impulsions positives 
ont une allure normale pour de la SWV : augmentation de la ligne de base et de la taille du pic 
avec la fréquence. Ce qui n’est pas le cas pour les courants retours. Le pic est négatif que pour la 
mesure à 0,1Hz. Le signal obtenu à 0,1Hz est particulièrement net  : l’intensité du pic est de 

presque 350µA et la ligne de base à 140µA. Toutefois, réaliser une SWV à 0,1Hz est très long 
(23min). Dans un contexte de suivi de culture, cette durée de mesure n’est pas réaliste. La SWV 

à 0,5Hz dure 5 min, ce qui est une durée au correct car l’augmentation des concentrations au cours 

de la culture est plutôt lente.  

a.    b.  

Figure 4-53 : a. SWV (pas 5mV, amplitude 20mV) à différentes fréquences de Fe(CN)6
3-  

1mM dans du PBS sur l’électrode 3D de PG3D1 de 32µL  ; b. Intensité des pics et de la 

ligne de base aux différentes fréquences. 

La SWV ne permettant pas d’amplifier le signal sur un temps de mesure raisonnable, 
toutes les méthodes pulsées devraient conduire au même résultat. Nous nous sommes donc inté-
ressés à une méthode de mesure plus classique la CV, la CV a été optimisée pour la détection de 
PYO et va être présentée dans le paragraphe suivant.  

 

4.5.5.5.4. Détection de PYO 

Une solution de PBS à 50µM de PYO est mise en contact avec une électrode 3D de 
PG3D0.75. Des CV sont réalisées 3h après l’introduction de PYO (pour laisser le temps aux mo-

lécules de diffuser dans la structure). Le pic est de PYO apparait clairement en CV 50mV/s (Fi-
gure 4-54a). Le potentiel de demi-vague est -257mV ce qui est cohérent avec les résultats obtenus 
précédemment sur PEDOT plan (-261mV) et GC (-263mV). Le potentiel pic à pic à 50mV/s est 
de 126mV, ce qui est élevé pour une espèce échangeant 2 électrons mais normal en considérant 
la lenteur du matériau. En traçant l’intensité du pic et de la ligne de base en fonction de vitesse 
de balayage (Figure 4-54b), on remarque que l’intensité du pic est proportionnelle à la vitesse de 
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balayage jusqu’à environ 60mV/s (comportement en puissance 1,09 ± 0,02). PYO est donc ad-
sorbé à la surface de l’électrode. Au-dessus de 60mV/s, le courant non faradique trop important 
limite le courant faradique, et cette proportionnalité est rompue. L’intensité de la ligne  de base 
reste elle proportionnelle à la vitesse de balayage pour toute la gamme testée. Réaliser une détec-
tion à plus de 60mV/s n’est donc pas judicieux. Les meilleurs rapports intensité du pic sur inten-

sité de la ligne de base sont obtenus pour les plus faibles vitesses de balayage. Une détection à 
10mV est un bon compromis entre intensité du pic et intensité du signal capacitif. Cette vitesse 
de balayage a donc été choisie pour la suite.   

Figure 4-54 : a. CV (50mV/s) de PYO 50µM dans du PBS sur  une électrode 3D de 

PG3D0.75 de 32µL ; b. Intensité du pic d’oxydation de PYO ainsi que de la ligne de base 

pour différentes vitesse de balayage dans les mêmes conditions que le a. 

 

4.5.5.5.5. Détection de PQS 

Des détections de PQS ont été réalisées dans la même configuration que pour PYO : en 
CV 50mV/s, pour 50µM de PQS dans du PBS et après 3h d’immersion dans la solution. Le pic 

d’oxydation de PQS est détecté vers +223mV. A cette vitesse de balayage le pic de réduction de 

PQS est presque invisible, comme ce qui a été rapporté dans le Chapitre 3 sur le PEDOT plan. 
Malheureusement, l’optimisation réalisée sur PYO n’a pas pu être effectuée sur PQS. En effet, on 

a montré dans le Chapitre 3 qu’il faut attendre une dizaine de minutes pour obtenir de nouveau 

un pic intense PQS, le temps que d’autres molécules diffusent et viennent s’adsorber à la surface 

de l’électrode, l’oxydation étant en grande partie irréversible. Hors 10 minutes ne suffisent plus 

dans le cas d’un matériau 3D, il faudrait attendre de nouveau plusieurs  heures avant chaque cycle. 
Nous avons donc choisi de nous contenter de l’optimisation en CV sur PYO (10mV/s) pour réa-

liser les détections avec aussi PQS. 
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Figure 4-55 : CV (50mV/s) de PQS 50µM dans du PBS sur  une électrode 3D de 

PG3D0.75 de 32µL. 

 

4.5.6. Conclusions 

Une électrode 3D de PEDOT:PSS a été fabriquée avec succès grâce à la lyophilisation.  
Elle est réalisée à partir de solutions commerciales, ce qui rend sa préparation facile. Elle possède 
une macroporosité d’environ 40µm de diamètre ce qui est dans le cahier des charges pour notre 

application. Ses pores sont répartis de manière homogène et sont bien interconnectés. La conduc-
tivité du matériau est bonne ainsi que sa réponse électrochimique. Le matériau obtenu semble tout 
à fait approprié pour être utilisé en tant qu’électrode pour l’analyse de surnageants microbiens.  
 

4.6. Protocoles des caractérisations du Chapitre 4 

 

4.6.1. Caractérisations morphologies 

Plusieurs types de d’instruments ont été utilisés pour déterminer la morphologie des 
échantillons de PEDOT 3D : 

· Binoculaire : observation à la binoculaire de l’aspect macroscopique des dépôts et 

prises de photographies. 
· Microscope optique. 
· Microscopie à balayage (MEB) : observation des échantillons sans préparation pré-

alable spécifique. Un MEB Hitachi S-4100 a été utilisé avec une tension d’extraction 

de 10keV. Des grossissements allant de 40 à 15000 ont été utilisés. Le diamètre des 
pores est évalué en mesurant le plus petit et le plus grand diamètre d’environ  60 
pores sous le logiciel ImageJ.   

· Tomographie au rayons X : Nanotom 180 kV/15W de phoenixX-ray. L’analyse a été 

réalisée sur un échantillon de grande taille : 2mm*10mm fabriqués dans un bécher 
de 5mL. 

· Porosimétrie au mercure : la taille de pores a été mesurée plus précisément grâce à 
un prosimètre au mercure AutoPore IV 9500 de Micromeritics Instrument Corpora-
tion de 0,003 à 5,5 MPa. L’échantillon utilisé a les mêmes dimensions que pour la 
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tomographie aux rayons X. Pour plus d’information sur la technique, voir le docu-
ment [176] fourni par le fabricant. 

 

4.6.2. Caractérisations mécaniques 

Deux types d’approches ont été utilisés. Une approche qualitative où des expériences 

simples ont permis d’évaluer la résistance des matériaux fabriqués à leurs conditions d’utilisation, 

et une approche quantitative grâce à des tests mécaniques en compression.  
Pour l’approche qualitative, deux types de tests ont été réalisés  :  
· Des tests d’immersion : le matériau est immergé dans du PBS pour une longue durée. 

Des observations à la binoculaire permettent d’évaluer qualitativement l’éventuelle 

redispersion du matériau.  
· Des cycles d’immersion /séchage : des cycles d’au moins 10 jours d’immersion dans 

du PBS et d’au moins 3 jours de séchage sont répétés plusieurs fois sur les matériaux. 

Des observations à la binoculaire ainsi qu’au MEB sont réalisées. La contraction des 
matériaux est évaluée par la surface occupée par le matériau après chaque séchage 
par rapport à sa surface initiale.   

Pour l’approche quantitative, des tests de compression uni-axiale ont été effectués en 
triplicata avec une machine d’essais mécanique EZ-X 5N de SHIMADZU. Le matériau mouillé 
est placé entre 2 plateaux et une force initiale de 0,005 N est appliquée. La compression est ensuite 
effectuée à la vitesse de 10μm/s. La courbe contrainte-déformation permet de déterminer le mo-
dule de Young en compression du matériau, grâce à la tangente à la partie élastique de la courbe.  

 

4.6.3. Caractérisation spectroscopique Raman  

Les mesures Raman ont été effectuées avec un spectromètre Renishaw InVia. Deux 
sources laser ont été utilisées : un laser Ar+ donnant une excitatrice à 541 nm, et une diode laser 
donnant une excitation à 785 nm. Les mesures ont été réalisées sous microscope, au travers d’un 

objectif de grandissement x50, d’ouverture numérique égale à 0,75. Du fait de cette forte ouver-

ture numérique, cette optique permet une collection efficace de la lumière diffusée. 
Avant toute mesure, nous avons fait varier la puissance incidente sur l’échantillon de 

manière importante, pour s’assurer de ne pas chauffer ou détruire les matériaux. Typiquement, la 

puissance incidente au niveau de l’échantillon aura été de quelques mW.  
Dans ces conditions, la zone analysée est de quelques µm3. Elle dépend toutefois des 

propriétés optiques des matériaux, leur coefficient d’absorption à la longueur d’onde d’analyse 

en particulier. 

 

4.6.4. Caractérisations électrochimiques 

Les caractérisations électrochimiques utilisées sont les  mêmes que celles des matériaux 
du Chapitre 3 : impédance, CV, voltampérométrie à signaux carrés de potentiel (SWV) et détec-
tion du Fe(CN)6. La même préparation des électrodes est effectuée : un cyclage de 50 cycles de -
0,4 à +0,4V à 50mV/s. 
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5.1. Contextes de l’étude microbiologique 

Les chapitres précédents ont permis de caractériser d’un point de vue redox le surnageant 

de culture bactérienne, ainsi que de mettre au point des électrodes permettant d’amplifier le si-
gnal. Ce chapitre est consacré aux expériences utilisant l’électrode 3D de PEDOT:PSS pour la 

caractérisation in situ de surnageants de culture bactérienne via la croissance de bactéries dans la 
structure. Il présente tout d’abord des caractérisations réalisées pour répondre au volet physiolo-

gique du cahier des charges du Chapitre 4 et la mise au point de la culture dans le PEDOT:PSS. 
Puis, suivront les adaptations réalisées sur la puce pour permettre une utilisation en microbiologie 
ainsi que les premiers résultats d’analyse de surnageant in situ. 

Toutes les expériences présentées ici ont été réalisées en premier lieu sur des microor-
ganismes de classe 1. La classe 1 regroupe les micro-organismes qui n’ont jamais été décrits 
comme pathogènes pour l’homme et qui ne présentent pas de menace pour l’environnement. Ils 

sont manipulés dans des laboratoires de niveau L1. Pseudomonas aeruginosa (PA) appartient à 
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la classe 2, en tant que bactérie pathogène mais pour laquelle des tra itements efficaces sont con-
nus. Elle doit être manipulée dans des laboratoires de niveau L2, dans lequel est mis en œuvre un 

confinement de niveau 2 pour protéger le personnel ainsi que prévenir une dissémination dans 
l’environnement. Il est d’usage de tester de nouveaux protocoles expérimentaux dans des labora-
toires L1 avant de les transposer en L2.  
 

5.2. Caractérisations physiologiques de l’électrode 

Le volet physiologique du cahier des charges du Chapitre 4 concernait la stérilisation, la 
biocompatibilité et la porosité du matériau. Ce paragraphe passe en revue ces différentes carac-
téristiques testées avec des bactéries de classe 1.  

 

5.2.1. Préparation et stérilisation  

Avant la stérilisation des électrodes, une étape d’immersion pendant 24h dans de l’eau 

déionisée (DI) est effectuée. Son but est d’éliminer les molécules provenant de la dispersion com-

merciale initiale ou des additifs qui seraient mal immobilisés dans la structure. Cette étape a été 
introduite après des retours d’expériences de culture de cellules eucaryotes sur des films de 
PEDOT:PSS (formulation du Chapitre 3) dans le laboratoire de Bioélectronique de l’Ecole des 
Mines de Saint-Etienne. Son influence est étudiée dans le paragraphe 5.2.2.2.  

Pour la stérilisation des électrodes 3D, nous avons choisi d’utiliser une stérilisation à la 

vapeur réalisée avec un autoclave. Elle peut être accomplie sur des électrodes soit séchées, soit 
immergées (dans l’eau DI ou un milieu de culture). Dans un premier temps, la stérilisation à sec 
(donc après séchage de la structure immergée 24h dans l’eau DI) a été choisie, dans le but d ’hy-
drater les électrodes directement avec le milieu de culture inoculé et d’ainsi permettre une col o-
nisation de l’intérieure de la mousse plus facilement.  

D’un point de vue morphologique, ces 2 étapes de préparation et stérilisation ne modi-

fient pas l’électrode. Concernant la conductivité, des mesures ont été effectuées après chaque 

étape pour la composition PG3.5D0.5. Les résultats (Tableau 5-1) montrent que la résistivité de 
contact reste constante au cours du processus. Pour sa part, la conductivité s’améliore légèrement 

mais les changements dépassent peu ceux de l’erreur de mesure du Chapitre 4. La stérilisation 
par autoclave est donc considérée comme adaptée à notre matériau sur la base des résultats mor-
phologiques et électriques. Toutefois, une différence de mouillabilité des électrodes a été remar-
quée après l’étape d’immersion dans l’eau DI : l’électrode devient plus hydrophobe et la réhydra-

tation est compliquée. Cela est probablement une conséquence du relargage partielle de la DBSA 
en solution pointé par la diminution de la conductivité dans le Chapitre 4, paragraphe 4.5.5.3. 
Pour contourner ce problème, la stérilisation est depuis réalisée sur des électrodes immergées. Le 
matériau n’est donc plus séché avant utilisation. La colonisation devra donc se faire par diffusion 

des bactéries dans un matériau déjà mouillé.  

Tableau 5-1 : Evolution de la conductivité et de la résistivité de contact au cours de la 

préparation et stérilisation de l’échantillon.  

Mesures après l’étape de : Conductivité (S/cm) Résistivité de contact (Ω.cm²) 

Recuit initial 1,17 0,52 

24h en eau DI puis séchage 1,34 0,50 

Autoclave sur électrode sèche 1,44 0,51 
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5.2.2. Bactério-compatibilité 

Deux types de tests de bactério-compatibilité ont été effectués : le premier sur boite de 
Petri pour évaluer la toxicité du matériau par contact direct avec des colonies, et le second en 
milieu liquide pour évaluer l’impact du relargage de molécules par le  matériau sur les bactéries.  

5.2.2.1. Tests sur boite 

Tout d’abord, des tests similaires à l’antibiogramme de Kirby-Bauer [177] (i.e. par dif-
fusion en milieu gélosé) ont été effectués sur un panel de microorganismes de classe 1, pour 
s’assurer de l’absence de toxicité directe du matériau. Plusieurs microorganismes très différents 

les uns des autres ont été testés pour vérifier la biocompatibilité de nos structures à base de 
PEDOT sur des espèces présentant des caractéristiques (et notamment la composition de leur 
membrane) variées. Ces tests consistent à ensemencer de manière homogène la surface de boites 
de Petri (réalisation d’un tapis bactérien) et à observer si la croissance des microorganismes est 

inhibée, ou non, à proximité du matériau à tester, ce dernier étant simplement posé sur le tapis 
microbien. L’observation d’un disque d’inhibition serait la conséquence du relargage de subs-
tance(s) toxique(s) par le matériau. Le protocole du test est présenté en détails dans le paragraphe 
5.6.1. Les microorganismes testés dans cette expérience sont les suivants :  

· Des bactéries Gram -, comme la bactérie d’intérêt PA : 
o Citrobacter freundii ATCC 8090 
o Enterobacter cloacae ATCC 13047 
o Escherichia coli ATCC 25922 

· Des bactéries Gram + : 
o Staphylococcus epidermidis ATCC 14990 
o Staphylococcus xylosus ATCC 700404 

· Une levure (eucaryote unicellulaire) :  
o Candida albicans ATCC 14053 

Aucun disque d’inhibition n’est visible au cours de la culture pour les 9 microorganismes 

testés. Ce résultat est très positif et atteste de l’absence de  relargage massif de substances toxiques 
par les structures 3D. Toutefois, ce test facile à mettre en place, ne permet pas de s’assurer de 

l’absence complète de ralentissement de la croissance bactérienne, notamment dans les premières 

heures de la culture. 
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Figure 5-1 : Exemple de résultat du test de type Kirby-Bauer après 72h d’incubation.  

5.2.2.2. Tests en liquide 

Pour évaluer plus complétement la bactério-compatibilité des électrodes de 
PEDOT:PSS, et mettre en évidence un éventuel ralentissement de croissance bactérienne, un se-
cond test a été réalisé en phase liquide. Il a été effectué avec la souche de classe 1 Pseudomonas 

Putida (PP) ATCC 31483. Cette souche a été choisie plutôt que les autres souches de classe 1 
utilisées dans le paragraphe précédent car elle est du genre Pseudomonas comme PA, et donc de 
nature proche.  

Ce test vise à comparer la croissance bactérienne pour 4 cultures. Son protocole détaillé 
est donné dans le paragraphe 5.6.2. Les 4 cultures sont :  

· Culture témoin : les bactéries sont simplement inoculées dans du milieu de culture 
LB. La croissance des bactéries dans cette culture sera la croissance de référence 
dans cette expérience.   

· Culture « 3D autoclave » : les bactéries sont inoculées dans du milieu de culture LB, 
dans lequel est ajouté une structure de PG3D0.75 qui n’a pas connu l’étape de dé-

gorgement dans l’eau DI, et qui a été stérilisée à sec. Cette culture permet d’évaluer 

l’influence de notre protocole de préparation/stérilisation sur la croissance bacté-
rienne. 

· Culture « 3D immersion eau DI + autoclave » : les bactéries sont inoculées dans du 
milieu de culture LB, dans lequel est ajouté une structure de PG3D0.75 qui a été 
immergée pendant 14 jours dans de l’eau DI, et qui a été stérilisée dedans. Cette 

culture permet d’évaluer l’impact de notre protocole de préparation/stérilisation sur 

la croissance bactérienne.  
· Culture « 3D immersion LB + autoclave » : les bactéries sont inoculées dans du mi-

lieu de culture LB, dans lequel est ajouté une structure de PG3D0.75 qui a été im-
mergée pendant 14 jours dans du LB, et qui a été stérilisée dedans. Cette culture 
permet d’évaluer si l’immersion dans du LB peut permettre de dégorger le matériau 

de la même façon que dans de l’eau DI. Pour des questions pratiques, il est plus 

simple d’avoir déjà du milieu de culture LB dans les pores, que de l’eau DI qui doit 

ensuite être remplacée par le LB avant le début de la culture.  

La croissance bactérienne a été suivie par mesure de la densité optique à 580nm (DO 580) 
avec un spectrophotomètre Cary-300. Pour cela, 1mL de milieu de culture est placé dans une cuve 
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de spectrophotomètre. Du milieu LB non inoculé du même lot est utilisé comme référence pour 
déterminer la densité optique. Cette référence est renouvelée toutes les heures et le zé ro est ef-
fectué avant chaque série de mesures. 

La population bactérienne suit la loi suivante lors de la phase de croissance exponen-
tielle : 

avec  le nombre de bactéries à l’instant ,  le nombre de bactéries lors de l’inoculation et  

le temps nécessaire pour le doublement de la population bactérienne (appelé temps de généra-

tion). 

En traçant le logarithme de la DO580 en fonction du temps de culture, une droite est 
obtenue lors de la phase exponentielle dont la pente  est reliée à  selon la formule suivante :  

La DO580 mesurée est très proche sur l’ensemble de l’expérience pour les 4 flacons (Fi-
gure 5-2). La phase exponentielle est atteinte entre les mesures à 246 et 355min. Une régression 
linéaire a été effectuée entre ces valeurs afin de déterminer le temps de génération .  

Figure 5-2 : Evolution de logarithme de la densité optique en fonction du temps de cul-

ture pour l’expérience de bactério-compatibilité en phase liquide.  

Les temps de génération  sont proches de celui du témoin (28,6min) pour les 3 expé-
riences avec la structure 3D (Tableau 5-2) : entre 28,8 et 32,5 min. Il n’y a donc pas de différences 

significatives entre tous ces temps de génération. Cela signifie que la présence de structure  3D 
dans le liquide ne semble pas ralentir la croissance, que la structure ait subi ou non l’étape d’im-

mersion avant stérilisation et que cette étape soit réalisée dans de l’eau DI ou dans du LB. A la 

vue de ces résultats, il semble que l’immersion dans de  l’eau DI ou dans du LB ne soit pas utile 

pour préserver la croissance bactérienne. Cette étape pourrait à priori être supprimée et la struc-
ture 3D pourrait être utilisée après simple stérilisation à sec à l’autoclave. Toutefois, nous avons 

choisi de garder l’étape d’immersion dans notre protocole par prudence, ne pouvant être sûr que 

ce résultat réalisé sur PP soit bien aussi valable sur PA.  



Chapitre 5 : Culture et détection de P. aeruginosa avec l’électrode 3D de PEDOT:PSS 

 

181 

Tableau 5-2 : Temps de génération de l’expérience de bactério-compatibilité en phase 

liquide. 

Flacon Temps de génération en phase exponentielle (min) 

Témoin 28,6 

3D autoclave 32,5 

3D immersion eau DI + autoclave 32,0 

3D immersion LB + autoclave 28,8 

 

5.2.3. Croissance bactérienne au sein des électrodes 

L’étape suivante est la caractérisation de la croissance bactérienne au sein des structures 
3D. Deux méthodes ont été mises en place, l’une permet d’accéder aux bactéries présentes dans 

l’ensemble du matériau et l’autre aux bactéries à la surface des pores.  

5.2.3.1. Evaluation de la croissance bactérienne dans le matériau 

Peu de méthodes existent dans la littérature pour évaluer la croissance bactérienne à 
l’intérieur d’une matrice. Nous avons donc dû développer notre propre méthode. Cette méthode 

est adaptée des tests bactériens de l’industrie agroalimentaire. Ces tests consistent à placer un 
échantillon de nourriture dans un sachet auquel est ajouté du milieu de culture. Le sachet est 
ensuite introduit dans un broyeur homogénéisateur (appelé « stomacher ») dans lequel il est pé-
riodiquement frapper par des pales pour réduire en bouillie l’échantillon. Ainsi, les bactéries se 

détachent de la matrice alimentaire et passent dans le milieu de culture. Ce dernier est ensuite 
analysé par des méthodes classiques.  

Dans notre cas, nous avons procédé de la même façon en utilisant comme échantillon 
une structure 3D immergée pendant différentes durées dans une culture liquide de PP ATCC 
31483. La Figure 5-3 schématise cette expérience. Après broyage de la structure 3D, une fraction 
du milieu de culture du sachet est étalée à la surface des boites de Pétri. Chaque bactérie vivante 
va devenir une colonie. Ces colonies sont ensuite comptées après 24h d’incubation à 37°C. Le 

résultat du comptage est donné en unité formant colonie (CFU pour colony-forming unit). Il per-
met de remonter à la concentration de bactéries dans la structure 3D au moment du prélèvement. 
Pour remonter à cette concentration, il a été considéré que le volume accessible aux bactéries 
dans la structure 3D est le même volume que celui accessible à l’eau DI dans le Chapitre 4 lors 

de l’expérience de pesage (1034µL de milieu de culture par mL de dispersion lyophilisée). Nous 
faisons donc l’approximation qu’il n’y a pas de pores trop petits pour les bactéries, et qu’elles 

colonisent l’ensemble de la structure 3D. 
A chaque prélèvement de structure 3D dans le milieu de culture de PP, une partie du 

milieu de culture est aussi prélevée pour effectuer un comptage des bactéries hors de la structure 
(Figure 5-3). Le détail du protocole est disponible dans le paragraphe 5.6.3. 
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Figure 5-3 : Représentation schématique des étapes de l’expérience de mesure de la 

croissance bactérienne intra-pore.  

Le même ordre de grandeur est trouvé concernant le nombre de bactéries dans la struc-
ture et dans le milieu de culture : plus de 107 CFU/mL pour les 4 durées de culture testées (Tableau 
5-3). La culture dans la structure est donc possible à un rythme comparable à celui dans le liquide. 
Toutefois, pour chaque temps de culture, moins de bactéries sont comptées dans la structure 3D 
que dans le liquide (par exemple, après 473min de culture, il y a 4,60*10 7CFU/mL dans le liquide 
contre 3,25*107CFU/mL dans la structure). Mais, nos valeurs sont probablement entachées d’une 

grande erreur de mesure comme l’atteste les valeurs identiques trouvées à 394 et 436min concer-

nant la concentration bactérienne dans la structure 3D. Cette grande erreur peut venir du fait que 
le broyage de la structure n’extrait probablement pas toutes les bactéries de l’échantillon solide, 

cette technique étant initialement utilisée sur des aliments et non des matrices polymériques arti-
ficielles. On ne peut pas conclure de manière quantitative sur cette expérience mais seulement de 
manière qualitative. La croissance bactérienne a bien lieu dans la structure 3D à un rythme peu 
différent de celui observé dans la phase liquide.  
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Tableau 5-3 : Nombre de bactéries dans le liquide à l’extérieur et à l’intérieur de la 

structure 3D.  

Temps de culture 
(min) 

Bactéries dans le milieu 
(107 CFU/mL) 

Bactéries dans la structure 3D 
(107 CFU/mL) 

330 2,44 1,91 

394 4,15 2,73 

436 4,42 2,73 

473 4,60 3,25 

5.2.3.2. Bactéries en contact avec le PEDOT:PSS 

Une structure 3D ayant été placée dans un milieu de culture de PP de la même manière 
que pour l’expérience précédente, est retirée du milieu après 18h de culture (1080 min). Le pro-

tocole de fixation/déshydratation ci-dessous lui est appliqué dans le but d’effectuer des observa-
tions MEB de la surface des pores. Ce protocole est adapté de celui communément utilisé pour 
l’observation MEB d’échantillons biologiques [178], [179]. Il consiste en une étape de fixation 
visant à tuer les bactéries, et en plusieurs étapes de déshydratation visant à éliminer l’eau pour 

éviter une explosion des bactéries lors de la mise sous vide du MEB.  
· Fixation des bactéries dans du glutaraldéhyde 2,5% dilué dans du PBS pendant 

15min à température ambiante, 
· Rinçage 3 fois avec du PBS froid, 
· Immersion dans des mélanges éthanol/eau DI à divers ratios pendant 15-20min pour 

chacune de teneurs en éthanol suivante : 50, 60, 70, 80, 90, 100 et 100%, 
· Immersion dans de l’acétone pendant 20-30min,  
· Séchage à l’air libre puis découpe au scalpel. 

Pour obtenir de meilleures images MEB, une métallisation au platine est effectuée avant 
observation. Quelques bactéries sont observées sur les parois de la structure de PG3.5D0.5 (Fi-
gure 5-4). L’aspect extérieur des bactéries n’est pas identique pour toutes les observations  : par-
fois les membranes observées semblent intactes (Figure 5-4a), parfois elles ne sont pas lisses et 
les bactéries sont contractées (Figure 5-4b). Cela est probablement dû au protocole de fixation 
qui n’est pas optimisé et qui peut abîmer les membranes. Pour les bactéries intactes, leur morpho-
logie est celle attendue pour des bactéries se développant normalement, ce qui est positif.  

Il est intéressant de noter que les parois du matériau ne sont pas recouvertes de bactéries  : 
seulement quelques-unes sont observées. Ce résultat montre que la majorité des bactéries restent 
en phase liquide dans le surnageant au cours de la culture, les bactéries ne présentent pas une 
affinité forte avec notre électrode de PEDOT. Ce résultats est cohérent avec le résultat des travaux 
de Bouguelia [180] qui montrent que très peu de bactéries s’attachent à un autre polymère con-

ducteur (le polypyrrole). Toutefois, il est probable qu’une partie des bactéries adsorbées mais 

n’ayant pas créés de liaisons assez fortes avec le matériau se décollent au cours du processus de 

fixation.  
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a. 

Figure 5-4 : Image MEB de Pseudomonas putida à la surface de PG3.5D0.5.  

 

5.3. Adaptation de la puce pour les mesures en laboratoire de microbiologie 

 

5.3.1. Structure de la puce 

Les modèles de puces développées dans le Chapitre 4 ne conviennent pas pour les me-
sures in situ. En effet, une électrode de référence et une contre électrode sont immergées dans la 
cuve de la puce qui est donc ouverte. Les mesures in situ auront lieu à 37°C, pendant plusieurs 
heures et sous agitation. Il faut donc avoir une puce qui puisse être fermée pendant la culture. J’ai 

donc imaginé une puce possédant 3 puits (Figure 5-5) : l’un pour l’électrode de travail, le 2e pour 
la référence et le 3e pour la contre-électrode. De plus, la cuve de l’électrolyte est dimensionnée 

pour être compatible avec un cadre collant double face couramment utilisé pour définir une cuve 
entre lame de verre et lamelle en biologie. Ce cadre autocollant est étanche et neutre biologique-
ment, il permettra donc de fermer la cuve après inoculation.   

Figure 5-5 : Puce pour les mesures électrochimiques in situ. 

 

5.3.2. Contre-électrode 

La contre-électrode utilisée habituellement est un carré de platine. Pour l’intégrer dans 
la puce, une autre stratégie a été choisie : réaliser une contre électrode du même matériau que 
l’électrode de travail. Ainsi, pour s’assurer que la contre électrode ne sera pas limitante pour le 

passage du courant, il suffit de choisir un volume plus grand que celui de l’électrode de travail.  

 

5.3.3. Electrode de référence  

L’électrode de référence utilisée jusqu’à présent est une électrode Ag/AgCl combinant 

une partie solide et un électrolyte. Pour miniaturiser ce type d’électrode, il est plus facile de ne 

pas utiliser d’électrolyte. En effet, son utilisation nécessite de mettre en place une membrane 

retenant les ions pour éviter leur diffusion dans la solution. Dans le cas d’une électrode Ag/AgCl, 
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une alternative souvent choisie pour intégrer l’électrode de référence est de chlorer une surface 
d’argent. Toutefois, les ions Ag+ sont connus pour être bactériostatiques.  

Nous avons utilisé la même méthode d’évaluation de la bactério -compatibilité que celle 
utilisée sur les structures 3D dans le paragraphe 5.2.2.1 : les tests de diffusion sur milieu gélosé 
(analogues à l’antibiogramme de Kirby-Bauer). Pour les électrodes d’Ag/AgCl, un disque d’inhi-

bition très distinct est visible pour la plupart des 9 micro-organismes testés (Figure 5-6). Cette 
électrode ne peut donc pas être utilisée pour notre mesure.  

Figure 5-6 : Test de type Kirby-Bauer après 72h d’incubation sur une électrode 

d’Ag/AgCl déposée sur une lamelle de verre.  

Par la suite, d’autres voies ont été explorées et une a réussi les tests type «  antibio-
gramme ». C’est cette électrode qui a été conservée pour les mesures in situ. 
 

5.4. Analyse in situ de surnageant  

La puce fonctionnelle présentée Figure 5-5 a été utilisée pour réaliser des premiers tests 
d’analyse de surnageants in situ au cours de la culture. L’expérience a été réalisée tout d’abord 

sur PP, puis sur plusieurs souches de PA dont PAO1 et PAO1DpqsA. Le protocole détaillé de ces 
expériences est donné dans le paragraphe 5.6.4. 

 

5.4.1. Expérience « test » sur Pseudomonas putida 

Cette expérience a été réalisée dans un double but : tester le protocole avant de l’appli-

quer en laboratoire L2 et fournir une courbe de référence d’analyse de surnageant pour une bac-

térie n’étant pas rapportée comme électro-active. 
La bactérie a été inoculée dans du milieu LB directement dans la puce, qui a ensuite été 

fermée et incubée à 36°C, sous agitation à 30rpm. Des CV ont été réalisées avant inoculation, 
après inoculation et au bout de 22h45 de culture (Figure 5-7). L’allure des 3 courbes obtenues est 

similaire et aucun pic n’est détecté. Toutefois, la courbe obtenue après 22h45 de culture est légè-

rement déformée sur les bas potentiels. L’électrode évolue donc un peu au contact du mi lieu de 
culture ou des bactéries. Les mesures obtenues sous agitation sont propres. Ce test en L1 démontre 
l’applicabilité de la mesure.  
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Figure 5-7 : CV (50mV/s) in situ du surnageant de Pseudomonas putida dans du LB sur 

une électrode 3D de PG3D0.75 de 16µL.   

  

5.4.2. Analyse de surnageants de PAO1 et PAO1DpqsA 

Pour la preuve de concept d’analyse de surnageant in situ avec PA, 2 souches qui ont 
déjà été utilisées dans le Chapitre 2 (et 3 pour la première d’entre elles) ont été choisies. Il s’agit 

de PAO1 et PAO1DpqsA. L’enregistrement des voltampérogrammes est programmé pour effec-

tuer automatiquement une mesure toutes les heures. Pour ces expériences, le LB utilisé pour la 
culture est tamponné par 50mM d’acide morpholino-3-propanesulfonique (MOPS). Ce tampon 
est utilisé classiquement en biologie, ainsi que pour la culture de PA [71]. Il a été introduit dans 
cette expérience par crainte que la grande acidité du PEDOT ait une influence sur la prolifération 
bactérienne au sein de l’électrode, la croissance de PA étant optimale entre pH 6,6 et 7 [181].  

Les CV obtenues au cours de la croissance des 2 souches sur la plage de potentiel 
-0,4/+0,4V sont tracées Figure 5-8a et c. Elles présentent 2 différences majeures par rapport à 
celles obtenues dans le paragraphe précédent pour PP : en dessous de -0,2V la courbe s’aplatit au 
cours de la culture, et un pic est présent vers +0,35V. En effectuant la soustraction de la partie 
oxydation de la CV obtenue juste après inoculation (0h) aux suivantes (Figure 5-8b et d), on met 
en avant « 3 pics » présents pour les 2 souches.  
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Figure 5-8 : CV (10mV/s) in situ du surnageant de : a. PAO1 et c. PAO1DpqsA au cours 

de la croissance dans du LB tamponné avec 50mM de MOPS sur une électrode 3D de 

PG3D0.75 de 16µL. Les figures c. et d. présentent la partie obtenue en oxydation de la 

CV après soustraction des valeurs obtenues à 0h pour PAO1 et PAO1DpqsA respective-

ment. 

Le premier « pic » observé (Figure 5-8b et d, pic �) est artificiel et vient de l’aplanis-

sement de la courbe pour les potentiels en dessous de -0,2V. Cet aplanissement n’a pas été observé 

lors de l’expérience sur PP, il n’est donc pas lié intrinsèquement à la croissance de bactéries. 

Toutefois, 2 origines sont possibles : il peut être lié au tampon MOPS du LB ou bien à la crois-
sance de PA par l’intermédiaire de molécules redox hors de la fenêtre de potentiel. Trois données 
supplémentaires ont été recueillies au cours d’expériences complémentaires pour circonscrire la 

réponse :  
· Lorsqu’un tampon phosphate est utilisé à la place du tampon MOPS, le même apla-

nissement à bas potentiel est constaté,  
· Lorsqu’on élargi la fenêtre de potentiel (Figure 5-9, après 22h20 de culture in situ 

de PAO1DpqsA), on observe un pic à bas potentiel qui n’est pas observé habituelle-

ment. L’aplanissement correspond donc bien à un pic.  
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· Lorsqu’on analyse le surnageant filtré pour enlever les bactéries avec un montage 

classique et sur une électrode de GC, on ne voit pas de pic vers ces potentiels.  

Sur la base de ces résultats, nous pensons plutôt à une action du tampon sur l’état d’oxy-

dation de l’électrode. Le pic à -0,4V correspondrait alors à l’oxydation de l’électrode.  

Figure 5-9 : CV (10mV/s) in situ du surnageant de PAO1DpqsA après 22h20 de culture 

dans du LB tamponné avec 50mM de MOPS sur une électrode 3D de PG3D0.75 de 16µL 

Le second « pic » (Figure 5-8b et d, pic �) est un pic peu intense observé vers +0,04V. 
Il peut s’agir soit d’une réelle espèce redox, soit d’un pic lié à une modification de l’électrode au 

cours de la culture, l’électrode présentant déjà initialement un épaulement vers ces potentiels . 
Le troisième pic (Figure 5-8b et d, pic �) est lui indiscutablement un pic d’oxydation 

d’une espèce redox. Nous avons tracé l’intensité du pic à +0,35V en fonction du temps de culture 
pour les 2 souches (Figure 5-10). L’espèce est détectée avec un retard d’environ 1h pour 

PAO1DpqsA par rapport à PAO1. Pour les 2 souches, l’intensité du pic de l’espèce augmente 

rapidement jusqu’à 4/5h de culture (probablement jusqu’à la fin de la phase de croissance expo-

nentielle, si on se réfère à la croissance obtenue dans le Chapitre 2 pour ces mêmes souches). 
Ensuite l’augmentation de la concentration est plus faible. A partir de 10h de culture pour PAO1 
et 12h pour PAO1DpqsA, l’intensité du pic diminue. Cette diminution est légère mais se poursuit 

jusqu’à la fin de la culture pour PAO1DpqsA. Pour PAO1, la diminution est observée jusqu’à 14h 

de culture. Après cette mesure, un problème informatique a stoppé la prise de mesure. Elle a été 
relancée le matin, ce qui correspond à une mesure à 24h de culture. La mesure à 24h, ainsi que la 
suivante à 25h, donnent des pics plus intenses que le pic à 14h.  Nous pensons que cela n’est pas 

la conséquence d’une concentration plus grande de l’espèce dans le surnageant à ces temps de 

culture, mais la conséquence de l’augmentation du temps d’accumulation de l’espèce à la surface 

de l’électrode, qui a duré 10h pour le point à 24h au lieu d’1h habituellement. 
Sans permettre une identification de l’espèce correspondant à ce 3 e pic, nos expériences 

nous ont permis d’obtenir quelques informations : 
· La molécule subit une réaction d’oxydation irréversible vers +0,35V sur  

PEDOT:PSS (absence de pics correspondant en réduction). 
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· L’espèce, ou son produit d’oxydation s’adsorbe à la surface de l’électrode (diminu-

tion drastique de l’intensité du pic lorsque 2 cycles de CV successifs sont réalisés 

(Figure 5-9)).  
· La réaction d’oxydation de l’espèce implique des protons (décalage du pic vers les 

bas potentiels pour l’expérience réalisée avec le tampon phosphate et donc à pH plus 

élevé).   
· L’espèce est produite à la fois par PAO1 et par PAO1DpqsA, elle n’est donc pas 

dépendante du gène pqsA. 
· L’espèce n’est pas un produit de dégradation (production massive en phase expo-

nentielle, puis sa concentration stagne et diminue en phase stationnaire).   

Figure 5-10 : Intensité du pic à +0,35V en fonction du temps de culture pour l’analyse 

de surnageant in situ de PAO1 et PAO1DpqsA. 

Aucun de ces « pics » ne correspond à PYO et à PQS en considérant à la fois leurs 
potentiels et le fait qu’ils sont détectés dans le surnageant des 2 souches de PA. Pour commencer 

à proposer des pistes d’explications, nous avons réalisé les 3 cultures de PAO1 suivantes :  
· Culture témoin (2mL dans un tube de 15mL),  
· Culture en présence de l’électrode de référence (2mL dans un tube de 15mL),  
· Culture dans une puce non connectée (0,5mL dans la puce de 1mL). 

Après 15h d’incubation à 36°C et 30rpm dans du LB MOPS 50mM, les 3 cultures ont 

été filtrées pour enlever les bactéries puis le surnageant a été analysé sur électrode de GC en 
laboratoire d’électrochimie. Les courbes obtenues en SWV sont représentées sur la Figure 5-11.  

La courbe obtenue pour la culture témoin (Figure 5-11, courbe « témoin ») correspond 
à nos attentes. Les pics de PQS et PYO sont présents. Cette analyse permet de confirmer que la 
non détection de PYO et de PQS dans l’expérience in situ n’est pas due à un problème lié de la 
souche.  

La courbe obtenue lorsque la bactérie croit en présence de l’électrode référence est plutôt 

surprenante (Figure 5-11, courbe « avec référence »). Elle présente bien les pics de PYO et de 
PQS, ce qui montre que la présence de l’électrode de référence n’empêche pas la mise en place 

du système pqs. Mais, elle présente 2 pics supplémentaires non attendus : vers -0,32V et +0,4V. 
Ces 2 pics n’ayant pas été observés lors de nos tests avec l’électrode de référence mais sans 
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bactérie, ils doivent être liés à l’interaction électrode référence (ou élément relargué par celle -
ci)/bactérie. Le microenvironnement de la bactérie doit être modifié ce qui conduit à la production 
par la bactérie d’autres espèces redox. Le pic à -0,32V pourrait être une autre phénazine : PCA 
(-0.31V) [76], PCN (-0.34) [76] ou Aeruginosin A (-0.34V) [87], par exemple. Celui a +0,4V 
correspond au pic observé lors des mesures in situ, et n’a pas été attribué. Il est intéressant de 

noter qu’il est détecté sur GC à un potentiel légèrement supérieur que sur PEDOT:PSS (+0,4V 
contre +0,35V).   

La troisième courbe obtenue lors de la culture dans la puce (Figure 5-11, courbe 
« puce »), ne présente ni PYO, ni PQS, ni le pic vers -0,32V. On détecte seulement le pic non 
identifié présent aussi lors des mesures in situ. Sur cette base, on peut donc affirmer que ce n’est 

pas l’action de mesurer la culture qui est responsable de l’absence de PYO et de PQS mais bien 

la puce. L’électrode de référence ayant été mise hors de cause, seules 3 causes restent  possibles : 
les produits relargués par l’électrode de travail  et/ou les produits relargué par le plastique ou le 
collant et/ou la configuration de la culture (0,5mL de milieu de culture et 0,5mL d’air au -dessus 
de la culture). Par manque de temps, nous n’avons pas pu effectuer d’autres expériences pour 

tester chacune de ces 3 hypothèses. Toutefois, il nous semble possible de trouver des solutions 
pour chacune (travail sur la composition de l’électrode, changement de matériau de la puce, créa-

tion d’une cuve plus grande, introduction d’O2 dans le système…).  

Figure 5-11 : SWV (pas 5mV, amplitude 20mV, fréquence 2Hz) du surnageant de PAO1 

après 14h de culture dans du LB tamponné avec 50mM de MOPS sur une électrode de 

GC. 

Un travail d’optimisation est donc à réaliser pour  trouver les bonnes conditions de cul-
ture permettant à la bactérie de communiquer comme si elle était cultivée dans des conditions 
classique. Toutefois, ces expériences ont permis de montrer que réaliser une culture et des me-
sures automatisées au sein d’une puce combinant électrode de référence, électrode de travail et 
contre-électrode est possible. De plus, par le pic 3, nous avons déjà obtenu un marqueur de la 
croissance de PA qui s’exprime rapidement (détection au bout d’1 ou 2h de culture). La faisabili té 
du système a donc été démontrée.    
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5.5. Conclusions 

Le travail réalisé dans ce Chapitre a permis d’aborder différents points lié s à la culture 
de bactérie au sein de l’électrode 3D de PEDOT:PSS. Peu de tests étaient disponibles dans la 

littérature pour ce type de problématique et nous avons dû imaginer et mettre au point nos propres 
expériences. Pour développer ces protocoles sans les contraintes liées à la manipulation d’une 

bactérie pathogène, la majorité du travail présenté dans ce Chapitre a été réalisé  en laboratoire de 
microbiologie de niveau 1 et donc sur d’autres bactéries que PA. Certaines des expériences né-

cessitent encore du travail de développement pour être robustes et quantitatives, mais nous avons 
pu évaluer au moins qualitativement les différents aspects voulus : la bactério-compatibilité du 
matériau ainsi que les caractéristiques de la croissance des bactéries en son sein. Les résultats 
obtenus sur ces 2 aspects sont plutôt positifs et encourageants pour la suite.  

L’étape suivante a été de concevoir et de tester en condition réelle une puce permettant 
l’analyse in situ de surnageant. Cette étape a nécessité un effort important notamment en ce qui 
concerne l’électrode référence et sa bactério-compatibilité. Une fois ces problèmes résolus, de 
premières expériences de preuve de concept ont été réalisées sur Pseudomonas putida ainsi que 
sur Pseudomonas aeruginosa. Elles ont révélé que, bien que la puce et le système soit fonctionnel, 
une étape d’optimisation des conditions de culture est encore nécessaire.  
 

5.6. Protocoles de microbiologie du Chapitre 5  

 

5.6.1. Tests de bactério-compatibilité sur boites  

L’expérience se déroule de la manière suivante : 
· Préculture durant la nuit des micro-organismes sur des boites de Trypcase Soy Agar 

(TSA), 
· Prélèvement de colonies des boites de préculture dans un tube de sérum physiolo-

gique de 3mL pour obtenir ~0,5McF avec un densimat,  
· Ensemencent uniforme de nouvelles boites avec 200µL de la solution à l’aide d’un 

râteau, 
· Positionnement de 2 structures macroporeuses de PEDOT:PSS à la surface de la gé-

lose, 
· Incubation à 36,5°C pendant 3 jours. Des photos des boites sont prises à 24, 48 et 

72h.  

 

5.6.2. Tests de bactério-compatibilité en liquide 

Le protocole suivant est appliqué :  
· Préculture durant la nuit de Pseudomonas Putida ATCC 31483 sur boites de TSA, 
· Prélèvement de colonies de la boite de préculture dans une tube bouillon tryptone 

sel de 9mL pour obtenir ~0,5McF avec un densimat,  
· Dilution au 10e,   
· Inoculation au 100e dans 200mL de milieu LB. Ces 200mL sont ensuite réparti dans 

4 flacons de 200mL. On ajoute ou non des structures de PG3D0.75 de 200µL selon 
le schéma suivant :  
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o Culture témoin,  
o Culture avec PG3D0.75 autoclavé à sec,  
o Culture avec PG3D0.75 immergé 14 jours dans l’eau DI puis autoclavé dans 

l’eau DI,  
o Culture avec PG3D0.75 immergé 14 jours dans du milieu LB puis autoclavé 

dans ce milieu,  

· Inoculation au 100e de 50mL du même milieu LB qui a servi pour l’immersion de la 

structure de PG3D0.75 pendant 14 jours. 
· Incubation à 37°C sous agitation à80rpm. 

 

5.6.3. Evaluation de la croissance bactrienne dans la phase liquide intrapore 

Pour notre expérience, on effectue les étapes suivantes :  
· Préculture durant la nuit de Pseudomonas Putida ATCC 31483 sur boites de TSA, 
· Prélèvement de colonies de la boite de préculture dans un sérum physiologique de 

9mL pour obtenir ~0,5McF avec un densimat,  
· Dilution au 10e,   
· Inoculation au 100e dans 100mL de milieu LB dans un flacon de 200mL, 
· 4 structures 3D de PG3D0.75 de 200µL de dispersions initiales sont ajoutées dans le 

flacon, 
· Incubation à 37°C sous agitation à 80rpm.  

Après différentes durées de culture, une structure 3D est prélevée dans le milieu de cul-
ture en suivant le protocole suivant :  

· Prélèvement avec une pince et dépôt quelques secondes sur un papier de salle 
blanche pour enlever le liquide en excès, 

· Placement de la structure dans un sachet pour broyeur homogénéisateur avec 100mL 
de LB, 

· Broyage pendant 10min,  
· Extraction du milieu de culture, 
· Etalement sur boite pour effectuer un comptage après incubation des boites pendant 

24h à 37°C 

 

5.6.4. Analyse de surnageants in situ  

L’expérience est effectuée selon le protocole suivant  :  
· Introduction de 0,5mL de LB dans la puce stérilisée : 

o 24h avant le début de l’expérience pour l’expérience sur PP,  
o 84h avant le début pour celle sur PA, 

· Remplacement du LB de la puce, le jour de l’expérience, par 0,5mL de LB frais et 

tamponné par 50mM d’acide morpholino-3-propanesulfonique (MOPS) pour les ex-
périences PAO1 et PAO1DpqsA, 

· Placer la puce dans l’incubateur à 36°C,  
· Réalisation d’une CV, 
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· Réalisation d’une suspension de ~0,5McF avec un densimat à partir d’une boite de 

culture de moins de 24h de : 
o Pseudomonas Putida ATCC 31483,  
o PAO1, 
o PAO1DpqsA, 

· Inoculation au 10e du LB de la puce,  
· Incubation à 36°C et 30rpm,  
· Réalisation de CV in situ au sein de l’incubateur grâce à un mini potentiostat PG581 

de Bio-logic contrôlé par un ordinateur à intervalle de temps régulier.  
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CONCLUSION GENERALE 
  



Conclusion générale 

 

196 

Conclusion générale 
Le travail de cette thèse a été découpé en 2 grands volets. Le premier présenté dans le 

Chapitre 2 a eu pour but d’évaluer l’intérêt de la détection de Pseudomonas aeruginosa (PA) par 
l’intermédiaire de ses métabolites redox. Le second volet, qui a été présenté dans les Chapitres 3, 

4 et 5, s’est consacré à l’amélioration de la détection électrochimique des molécules redox com-

posant le surnageant de la bactérie par l’utilisation d’une électrode de PEDOT:PSS.  
 
Le premier volet a été abordé en 3 phases.  
Tout d’abord, une identification dans la littérature de molécules redox appartenant au 

sécrétôme de la bactérie a été menée. Quatre molécules ont été sélectionnées :  la 2-heptyl-4-
quinolone (HHQ), Pseudomonas Quinolone Signal (PQS), pyocyanine (PYO) et la 2’-aminoacé-
tophénone (2-AA). Ces 4 molécules ont été sélectionnées car elles appartiennent à des familles 
chimiques différentes (les quinolones pour HHQ et PQS, les phénazines pour PYO, et les com-
posés aromatiques pour 2-AA), et car elles ont des rôles physiologiques différents (messagers 
chimiques pour HHQ et PQS et métabolites secondaires pour PYO et 2-AA). De plus, elles sont 
toutes les 4 produites en grandes quantité par la bactérie et disponibles commercialement.    

A l’exception de PYO, l’électrochimie de ces molécules a peu été étudiée dans la litté-

rature. Je me suis donc ensuite consacrée à leurs études complètes en solution modèles, à la fois 
aprotique (acétonitrile) et aqueuse (PBS), sur électrode de carbone vitreux. Leurs comportements 
en CV et en SWV ont été analysés en faisant notamment varier le pH de la solution ainsi que la 
vitesse de balayage. De plus des courbes de calibrations ont été réalisées pour chacune des 4 
molécules sur une gamme de concentrations physiologiques. Cela a permis de mieux connaitre 
chacun des composés ainsi que de proposer les mécanismes des réactions redox de HHQ et PQS.  

Suite à ces caractérisations, du surnageant bactérien de plusieurs souches de PA a été 
analysé en électrochimie au cours de la croissance des bactéries dans un milieu de culture classi-
quement utilisé en microbiologie (le LB). Les voltampérogrammes obtenus étaient composés de 
nombreux pics correspondant à de nombreuses espèces redox, parmi celles-ci PYO et PQS ont 
été détectés (pour les souches produisant ces molécules). Ces voltampérogrammes constituent  une 
signature électrochimique résolue en temps pour les souches analysées. Ces résultats sont très 
positifs et ces travaux sont les premiers à mettre en évidence cette signature électrochimique 
complexe, ce qui a permis de répondre de manière positive à notre première problématique. Une 
petite limitation a été mis en évidence concernant la fenêtre d’analyse permise dans les milieux 

de culture bactériens : en oxydation, à partir de +0,6V, un pic intense lié aux peptones empêche 
la détection d’autres espèces électrochimiques. Il n’est ainsi pas possible de détecter HHQ et la 

2-AA dans ces conditions. Pour contourner ce problème, l’équipe de Buzid et al. [92] effectue 
une double extraction (liquide-liquide et liquide-solide) du milieu de culture pour transférer les 
molécules d’intérêt dans un milieu propre et optimisé notamment en termes de pH et de polarité 

(ajout de solvant organique pour mieux solubiliser PQS et HHQ). Cette solution, bien que per-
mettant d’avoir des voltampérogrammes très propres, n’a pas été retenue dans ce travail car elle 

ne permet plus une détection in situ, en temps réel et sans préparations des molécules ce qui sont 
les principaux avantages de l’électrochimie. Une autre piste pour résoudre ce problème de fenêtre 

électrochimique a été partiellement abordée dans cette thèse  : changer la composition du milieu 
de culture. Il a été montré dans le Chapitre 2 que pour diminuer les interférents,  il faut utiliser un 
milieu de culture non riche. Toutefois, ce type de milieu ne permet pas la production de nos 
molécules d’intérêt aussi rapidement et dans les mêmes quantités qu’avec un milieu riche [84]. 
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Mais, une optimisation de sa composition est possible, et un bon compromis en te rme d’interfé-

rents et de niveau de production des espèces pourra peut-être être obtenu. Toutefois, il est impor-
tant de noter qu’il s’agit de milieu de culture artificiel et non de fluides biologiques. Certains sont 

plus complexes (comme le sang), mais d’autres plus simples (comme l’urine). Cette limitation de 

fenêtre de mesure sera donc à évaluer pour chacun des fluides biologiques ciblés.  
Concernant l’analyse électrochimique de surnageants bactériens, plusieurs points dignes 

d’intérêt pourront être abordés dans le futur :  
· De nombreux pic redox des voltampérogrammes n’ont pas pu être attribués de ma-

nière certaine. Cette attribution pourra être réalisée en couplant des techniques 
d’analyses classiques (HPLC ou LC/MS) à l’analyse électrochimique. Ainsi, la s i-
gnature électrochimique pourra être reliée complétement au sécrétôme redox de la 
bactérie. 

· La bactérie pouvant produire de nombreuses molécules différentes, une grande va-
riabilité inter-souches de la signature a été mis en avant. Dans une visée d’identifi-

cation de la bactérie grâce à sa signature électrochimique, il sera donc nécessaire de 
construire une base de données comprenant les signatures de nombreuses souches. 
Cette base de données pourra aussi permettre de dresser un profil des molécules sé-
crétées par la souche à identifier. Il sera notamment intéressant de voir si le sécré-
tôme électro-actif est dépendant du lieu de l’infection. En effet, chaque tissu possé-

dant son propre microenvironnement, il est susceptible d’orienter le développement 

d’un certain type de souches et donc de sécrétôme.  
· Seul des souches de PA ont été étudiées dans ce travail, toutefois, il existe d’autres 

bactéries (ainsi que certaines espèces de champignons) connues pour être électro -
actives. Il pourrait être intéressant d’étendre les études à ces microorganismes, pour 

évaluer si ce type de détection est aussi pertinent pour ces espèces.  
· Pour les microorganismes qui ne présenteraient pas de signature électrochimique, 

mais pouvant être présents dans les mêmes lieux d’infection cibles que PA d’autres 

stratégies électrochimiques pourront être utilisées. On peut notamment penser à in-
troduire dans le milieu de culture des substrats enzymatiques pouvant être clivés 
spécifiquement par la bactérie à détecter. Ces substrats pourront être choisis pour 
libérer des espèces redox, ce qui permettra de réaliser tout de même une détecti on 
électrochimique de ces micro-organismes.  

 
Le second volet a été abordé en 3 Chapitres.  
Tout d’abord, le Chapitre 3 a permis de montrer que l’utilisation d’une électrode de 

PEDOT:PSS, à la place de l’électrode de carbone vitreux utilisée précédemment, permet d’obtenir 

une amplitude de signal plus grande pour la détection de PYO et de PQS ainsi pour les autres 
molécules non identifiées du surnageant. L’intensité de l’amplification dépend de l’espèce étudiée 

et notamment de sa charge, de sa taille ainsi que de son hydrophilie. Toutefois, cette amplification 
reste limitée pour nos molécules cibles comparée à certaines molécules modèles, raison pour la-
quelle une autre voie d’amplification de la réponse électrochimique a été abordée  : l’augmentation 

de la surface spécifique de l’électrode de travail.  
Une voie originale et peu explorée a été choisie pour la réalisation de cette électrode 3D 

de PEDOT:PSS dans le Chapitre 4 : la lyophilisation. La lyophilisation présente l’avantage d’être 

une voie biocompatible (pas d’utilisation de solvant) et simple. Un travail de formulation a été 
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mené à bien pour obtenir une électrode macroporeuse (pores de ~40µm), ayant de la tenue méca-
nique en phase aqueuse et étant conductrice. Cette électrode permet d’obtenir un signal él ectro-
chimique bien plus intense qu’une électrode 2D. Toutefois, plusieurs limitations ont été mises en 
avant dans le Chapitre 4 :  

· La technique de mesure SWV, qui était utilisée jusqu’alors, n’est pas la technique la 

plus adaptée pour l’électrode 3D de PEDOT:PSS à cause de la grande capacitance 
de l’électrode qui ne peut être extraite par cette technique. Nous avons donc choisi 

d’utiliser pour la suite des travaux, une technique de détection plus classique (la 

CV). Bien que cette technique n’amplifie pas la mesure intrinsèquement, il est pos-
sible de mettre en place une extraction de ligne de base pour tout de même obtenir 
une amplification par somme des signaux aller et retour. 

· Pour éviter un travail de synthèse trop lourd et arriver plus rapidement à une preuve 
de concept, l’électrode 3D a été réalisée à partir de solutions commerciales. Mais ces 

dispersions aqueuses conduisent à des électrodes très peu conductrices, ce qui a né-
cessité l’emploi d’un additif (la DBSA) pour obtenir une bonne conductivité. Or la  
DBSA est une petite molécule qui peut se relarguer en solution ce qui limite dans le 
temps l’utilisation des électrodes 3D. Il serait opportun, dans la perspective d’une 

stabilisation long terme de l’électrode, de chercher à remplacer la DBSA par un autre  
additif. Ce remplacement pourra être réalisé en explorant à la fois des voies intro-
duisant des surfactants et des dopants, la DBSA jouant ces 2 rôles. Une autre voie à 
explorer, plus radicale, mais probablement plus efficace, consiste à ne plus utiliser 
de dispersions commerciales (ces dispersions contenant toute du PSS en excès qui 
nécessite ensuite l’ajout d’additifs), mais de synthétiser notre propre dispersion. 

Celle-ci pourrait contenir des monomères d’EDOT modifiés pour jouer le rôle de 

surfactant et de dopant, comme par exemple dans le travail de Xu et al. [153]. 
Le Chapitre 5 s’est consacré à l’étude des électrodes 3D en milieu biologique. J’ai pu 

montrer sur des bactéries de classe L1 que l’électrode 3D ne relargue pas de composés toxiques 

pour la bactérie, ni ne ralenti significativement sa croissance. Toutefois, peu de bactéries coloni-
sent la surface de l’électrode, la plupart reste dans le liquide intra -pore. Pour atteindre une plus 
forte colonisation de l’électrode, deux stratégies sont possibles : attacher à l’électrode un mi-

croorganisme spécifique par l’utilisation d’anticorps ou rendre l’électrode plus attractive pour 

tous les organismes vivants en plaçant (par exemple) des protéines sa surface. Ces différentes 
molécules pourront être introduite dans la dispersion initiale avant lyophilisation ou bien être 
greffées à la surface du PEDOT:PSS. 

Outre la détection du sécrétôme bactérien, de nombreuses autres applications peuvent 
être envisagées pour cette électrode 3D de PEDOT:PSS. Par exemple, elle pourrait être utilisée 
comme matrice externe pour la croissance de cellules eucaryotes en ingénierie tissulaire. Ce choix 
pourrait être pertinent, notamment pour les cellules ayant besoin d’impulsion électriques pour se 

développer comme les neurones.  
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Annexe 1. Electrochimie pour la détection  

L’électrochimie permet une détection de molécules ayant une activité redox en phase 

liquide. Les deux paragraphes suivants constituent une introduction à l’électrochimie et certaines 

de ses méthodes de détection.  

 

Annexe 1.1. Principe de l’électrochimie 

L’électrochimie est la science qui décrit les phénomènes couplant réactions chimiques 

et électricité (c’est-à-dire échange d’électrons, voir échange d’ions). Elle s’intéresse plus parti-

culièrement aux réactions se passant à l’interface entre un conducteur électrique solide (carbone, 

métal, oxyde métallique ou polymère conducteur principalement) que l’on appelle électrode, et 

une solution contenant des ions qu’on appelle électrolyte. Les ions, en général très concentrés, 

servent à fermer le circuit électrique hétérogène : conducteur solide, conducteur ionique, conduc-
teur solide. On différencie deux grands types de systèmes électrochimiques  : 

· Piles : l’énergie chimique est transformée en énergie électrique,  
· Electrolyseurs : l’énergie électrique permet de réaliser des réactions chimiques.  

 Dans le cadre de cette thèse, on s’intéresse seulement au deuxième type de systèmes. 

La Figure A 1 présente le montage utilisé classiquement pour l’étude d’espèce en solution ou 

d’électrodes. Le potentiostat permet de contrôler la cellule électrochimique qui est composée de 

3 électrodes, et d’un électrolyte :  
· Potentiostat : c’est l’appareil qui permet d’imposer une différence de potentiel ou un 

courant et de mesurer respectivement un courant ou une différence de potentiel.  
· Electrode de travail : c’est l’électrode d’intérêt. Les réactions qui ont lieues à son 

interface sont étudiées soit pour étudier et caractériser l’électrode, soit pour caracté-
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riser l’espèce électrochimique en solution. De nombreux matériaux d’électrodes dif-

férents peuvent être utilisés (carbone, métaux, oxydes métallique, polymères con-
ducteurs…). 

· Electrode de référence : elle a un potentiel électrochimique fixe qui sert de référence 
pour appliquer ou mesurer un potentiel à l’électrode de travail. Elle est nécessaire 

car le potentiel électrochimique est une grandeur flottante : il n’est pas mesurable ou 

applicable en tant que tel, seules les différences de potentiel le sont.  
· Contre-électrode : elle permet de fermer le circuit électrique. C’est le courant pas-

sant entre cette électrode et l’électrode de travail qui est mesuré pour quantifier les 
réactions redox ayant lieu à l’électrode travail.  

· Electrolyte : c’est la solution dans laquelle baignent les trois électrodes. Elle contient 

des ions en grande quantité pour assurer le passage du courant et fermer le circuit 
électrique entre les différentes électrodes. Elle peut aussi contenir les espèces redox 
à étudier.  

 

Figure A 1 : Représentation schématique d’une cellule électrochimique.   

Le courant de la cellule électrochimique est composé de deux parties distinctes :  
· Courant non-faradique : il est dû au mouvement des espèces ioniques de l’électrolyte 

qui se déplacent en réponse au potentiel des électrodes pour garder l’interface neutre 

(équilibre des charges). Il dépend des ions de l’électrolyte et  des électrodes.  
· Courant faradique : c’est le courant produit par l’oxydoréduction des espèces redox. 

Il apparait lorsque le potentiel de l’électrode de travail devient plus grand ou plus 

petit que le potentiel d’oxydation ou de réduction des espèces dans l’électrolyte. 
C’est ce courant qui est important lorsqu’on étudie une réaction redox.  

Le courant faradique mesuré peut-être complexe, car il dépend de la cinétique de la ré-
action électrochimique. Les étapes de la réaction sont les suivantes (Figure A 2) : 

· Diffusion des réactifs jusqu’à l’électrode, 
· Adsorption des réactifs sur l’électrode,  
· Echange d’électron à l’interface électrode/électrolyte,  
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· Désorption des produits,  
· Diffusion des produits de la surface de l’électrode vers la solution.  

 

Figure A 2 : Schéma des étapes d’une réaction électrochimique. 

Lorsque l’étape de transfert d’électron est rapide, l’étape limitan te celle de la diffusion 
des réactifs. On parle de système réversible (ou rapide). Lorsque l’étape limitante est celle du 

transfert d’électron, on parle de de système irréversible (ou lent).  

 

Annexe 1.2. Les différentes méthodes utilisées pour la détection  

Annexe 1.2.1. Ampérométrie 

C’est la technique la plus simple. L’électrode de travail est placée à un potentiel fixé (en 

général légèrement au-dessus du potentiel redox de la molécule que l’on veut détecter) et le cou-

rant au cours du temps est enregistré. L’expérience est réalisée en régime de diffusion station-

naire, mis en place par agitation continue de la solution ou bien par l’utilisation de microélec-

trodes comme électrodes de travail. A chaque ajout de la molécule à détecter dans la solution 
(Figure A 3), le courant change et se stabilise à une nouvelle valeur. Cette valeur est une valeur 
d’équilibre, fixée par le temps de diffusion de l’espèce chimique et le temps de réaction.  

 

Figure A 3 : Réponse ampérométrique à des ajouts successifs d’un analyte.    

Annexe 1.2.2. Voltampérométrie cyclique 

Pour cette technique abrégée CV pour Cyclic Voltammetry, le potentiel de l’électrode 

travail varie entre une valeur haute et une valeur basse et le courant à chaque potentiel est mesuré. 
Contrairement à la technique précédente, la solution n’est pas agitée. On reste en régime de dif-

fusion pure (on parle de diffusion linéaire semi-infinie) ou bien en régime combinant diffusion et 
adsorption. La Figure A 4 présente l’allure type du voltampérogramme obtenu. Le cycle de po-

tentiel débute (par exemple) en partant d’une valeur basse de potentiel. Au début, le courant me-
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suré est composé uniquement de courant non-faradique et d’éventuelles réactions électrochi-

miques de l’électrode (Figure A 4a). Ce courant est appelé courant de fond. Il n’est pas nécessai-

rement constant sur toute la fenêtre de potentiel examinée. Lorsque le potentiel d’oxydation de 

l’espèce redox en solution est atteint, un courant faradique lié à l’oxydation de la molécule 

s’ajoute au courant non faradique. Le courant mesuré augmente (Figure A 4b). Les molécules 
réduites présentes au contact de l’électrode s’oxydent. De nouvelles molécules réduites diffusent 

depuis la solution et viennent s’oxyder à l’électrode mais ce processus de diffusion est lent. On 

observe donc une baisse du courant mesuré et puis une stabilisation à un niveau plus élevé que le 
niveau de base mais moins élevé que le courant de pic (Figure A 4c). Ce niveau de courant est un 
courant d’équilibre dont la valeur dépend de la vitesse de diffusion et/ou d’oxydation. Ce proces-

sus se répète de la même façon lorsque les potentiels sont balayés  en sens inverse, mais avec une 
réduction à la place de l’oxydation (Figure A 4d). Le voltampérogramme obtenu permet de bien 
caractériser l’espèce en solution. En effet de nombreux paramètres influent sur sa forme  : le po-
tentiel redox de l’espèce, sa concentration, son temps de diffusion, sa réversibilité, son adsorp-
tion…  

 

Figure A 4 : Voltampérogramme d’une espèce redox en voltampérométrie cyclique.  

Pour une espèce réversible, le potentiel redox de l’espèce  (on parle aussi de poten-
tiel de demi-vague) peut être déterminé grâce à la position des pics d’oxydation  et de réduc-
tion  :  

 

La différence de potentiel entre les 2 pics  est relié au nombre d’électrons échangés 

 selon :  

 

à 25°C, et pour  en mV.  

L’intensité du pic d’oxydation ou de réduction  dépend de nombreux paramètres :  

A 25°C, avec  l’aire de l’électrode en cm²,  la concentration de l’espèce redox en mol/cm3,  le 

coefficient de diffusion en cm²/s, et  la vitesse de balayage en potentiel.  
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Annexe 1.2.3. Voltampérométrie à signaux carrés de potentiel 

La voltampérométrie à signaux carrés de potentiel (SWV pour Square Wave Voltam-

metry) est une technique pour laquelle une modulation créneaux est surimposée au balayage en 
potentiel (Figure A 5a). De cette manière, des impulsions positives et négatives sont alternées 
tout en augmentant progressivement le potentiel moyen. Le voltampérogramme est ensuite cons-
truit en soustrayant le courant obtenu à la fin de chaque pulse positif et négatif (Figure A 5b). 
Cette technique permet d’atteindre de grande vitesse de balayage contrairement à la CV classique. 
De plus, elle est utilisée pour amplifier le pic pour des espèces très réversibles, par «  ajout » des 
pics d’oxydation et de réduction. Le bruit de fond est ainsi diminué.  

a.   b.  

Figure A 5 : a. Variation du potentiel avec le temps pour la SWV ; b. allure du voltammo-

grame obtenu en SWV.  

Le potentiel de demi-vague de l’espèce  est égal au potentiel de pic . L’intensité 

du pic  a une formule beaucoup plus complexe qu’en CV. Sa proportionnalité à certaines gran-

deurs intéressantes est la suivante :  

avec  la fréquence de la SWV. 

Annexe 1.2.4. Voltampérométrie impulsionnelle différentielle 

La voltampérométrie impulsionnelle différentielle (DPV pour Differential Pulse Vol-

tammetry) ressemble à la SWV sauf que la durée de l’impulsion négative est beaucoup plus grande 

que celle de la positive (Figure A 6). Cette méthode est utilisée pour soustraire le courant de fond, 
et ainsi amplifier le signal, pour une espèce non ou peu réversible (le pic de réduction n’existe 

pas).  

  

Figure A 6 : Variation du potentiel avec le temps pour la DPV.  
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Annexe 1.3. Spectroscopie d’impédance électrochimique 

Les méthodes exposées ci-dessus sont en général utilisées pour la détection d’un com-

posé redox. Ce paragraphe s’intéresse à la spectroscopie d’impédance électrochimique, méthode 

utilisée pour caractériser la réponse fréquentielle d’un circuit électrique. L’impédance complexe 

 est définie par la formule suivante : 

avec  le potentiel complexe appliqué au composant électrique et  l’intensité complexe dans le 

circuit. 

Pour mesurer l’impédance d’un composant, une perturbation sinusoïdale de potentiel de 

faible amplitude (afin de rester dans le domaine linéaire du composant) lui est appliquée. Le 
courant résultant dans le circuit est mesuré, ce qui permet d’obtenir l’impédance du composant 
pour chaque fréquence de perturbation. L’impédance est représentée soit dans le plan complexe 

en traçant l’opposée de sa partie imaginaire en fonction de sa partie réelle (représentation de 

Nyquist), soit dans le plan réel en représentant sa norme et sa phase en fonction de la fréquence 
imposée (représentation de Bode). Une fois le spectre d’impédance obtenu, des informations sur 

le circuit électrique (en particulier sur l’électrode de travail) peuvent être obtenues en modélisant 

le spectre à partir d’éléments électriques (résistance, capacitance…). Dans le cadre de cette thèse, 

cette analyse a été effectuée notamment pour extraire la capacitance de nos électrodes.  
 

Annexe 2. La lyophilisation 

Le processus de lyophilisation est constitué de 2 ou 3 étapes (Figure A 7). A partir d’une 

dispersion aqueuse de la solution à lyophiliser, il se découpe en étapes de :  
· Congélation : l’eau libre de la dispersion est transformée en cristaux de glace en 

baissant la température (Figure A 7 a-b), 
· Lyophilisation primaire : la pression est diminuée pour passer sous le point triple  de 

l’eau (Figure A 7 b-c) puis la température est progressivement augmentée pour su-
blimer les cristaux de glace en vapeur d’eau (Figure A 7 c-d), 

· Lyophilisations secondaire (facultative) : dans cette étape, la température est aug-
mentée au-delà de la température ambiante et la pression diminuée au minium pour 
éliminer la fraction d’eau résiduelle qui n’a pas été transformée en glace (eau enche-

vêtrée dans les molécules ou absorbées à leur surface). 
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Figure A 7 : Schéma du principe de la lyophilisation.  

Un lyophilisateur semi-industriel (Lyophilisateur pilote de paillasse de Cryotec) est dis-
ponible au Département des Technologies pour la Biologie et la Santé du CEA-LETI (Figure A 
8). Il est composé d’une chambre de lyophilisation, d’un piège à froid et d’une pompe. La 

chambre de lyophilisation possède 3 plateaux contrôlables en température pour accueillir les 
échantillons à lyophiliser. Le piège à froid permet de recondenser l’eau sublimée au cours du 

processus. La pompe permet de contrôler la pression dans la chambre de lyophilisation.  

 

Figure A 8 : Lyophilisateur pilote de paillasse de Cryotec,  

http://www.cryotec.fr/nos-produits/lyophilisateur/pilote-de-paillasse/. 

 

Annexe 2.1. Congélation 

La congélation est une étape importante du processus de lyophilisation car  elle déter-
mine la morphologie du produit final [182]. De plus, si une partie de la solution n’est pas conge-

lée, elle va ensuite bouillir lors de la descente en pression, ce qui peut  endommager le produit 
[182].  
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La température atteinte en fin d’étape de congélation est choisie pour être quelques dé-

grées plus basse que la température de congélation de la solution initiale. Cette température est 
liée, pour un polymère, à sa température de transition vitreuse (Tg) en présence de glace. Le but 
est que les molécules de la solution soient immobilisées pour la suite du processus.  

L’évolution de la température lors de la congélation (ou solidification) d’un liquide con-

tenant au moins 2 corps, comme c’est le cas dans cette thèse, est présentée dans la  Figure A 9. Le 
liquide commence par se refroidir, puis la courbe de la température connait une inflexion l ors de 
la solidification de l’eau contenu dans notre mélange, puis un refroidissement du solide obtenu. 

L’obtention de cette courbe permet de fixer la température de congélation utilisée pour le proces-

sus de lyophilisation.  

 

Figure A 9 : Schéma de l’évolution de la température au cours de la solidification d’un 

mélange.  

 

Annexe 2.2. Lyophilisation primaire 

L’étape de lyophilisation primaire débute par la descente en pression de la chambre du 

lyophilisateur. La pression est choisie pour que la remontée en température se fasse sous le point 
triple de l’eau et ainsi s’assurer de sa sublimation et non d’une liquéfaction. Néanmoins, une 
pression trop faible n’est pas favorable . En effet, la convection est le moyen le plus rapide pour 
propager les changements de température de consigne, et elle est très ralentie sous faibles pres-
sions [183].  

Après la baisse de pression, vient l’étape de sublimation de la glace. Cette sublimation 

commence lorsque la ligne de changement d’état solide/gaz de l’échantillon est franchie, via 
l’augmentation de la température. Lorsque la glace se sublime, la température du matériau baisse 

car la sublimation est endothermique. Il est donc nécessaire de lui apporter de l’énergie pour que 

la sublimation puisse se poursuivre. Cet apport est réalisé par l’augmentation de la température 

des plateaux. La chaleur des plateaux est ensuite transmise au matériau par conduction et radia-
tion, et sous faible convection selon la pression choisie. Pour les matériaux ayant une T g compa-
tible, la température est augmentée jusqu’à être en dessous de 2 à 5°C de la T g en présence de 
glace. Le but est de prévenir un effondrement de la structure lié à la création de vide suite à la 
sublimation de l’eau.  

Le processus de sublimation se propage depuis la face supérieure du matériau. Cela si-
gnifie que plus le front de sublimation va descendre à l’intérieur du matériau, plus l’eau sublimée 
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devra traverser de matière pour sortir et plus le processus sera lent et difficile. De fait, il est 
déconseillé de lyophiliser des matériaux de plus de 12 à 15mm d’épaisseur [182].  

L’eau sublimée est condensée sur le piège qui est maintenu à une température plus froide 
que l’échantillon. La vitesse de sublimation augmente avec la différence entre la pression de va-

peur sur le piège et sur l’échantillon. Pour gagner en vitesse, il est préférable d’élever la tempé-
rature de l’échantillon plutôt que de baisser celle du piège [182]. Il faut toutefois faire attention 
à ce que la vapeur ne soit pas créé plus vite que la vitesse à laquelle le piège peut la recondenser 
sinon elle s’échappe dans la pompe ce qui peut l’endommager.  

 

Annexe 2.3. Lyophilisation secondaire 

Dans cette étape facultative d’évaporation de l’eau résiduelle, la température est fixée, 

si possible, quelques degrés en dessous de la Tg du matériau anhydre pour éviter un effondrement 
de la structure liée au vide poussé.   

 

Annexe 2.4. Contrôler le matériau final 

Les paramètres les plus importants pour la morphologie du matériau obtenu sont à clas-
ser en 2 catégories [184] :  

· Liés au processus :  

o La température de congélation atteinte, 
o La vitesse de la rampe de congélation, 
o Le gradient de température dans le matériau lors de la congélation,  
o L’application d’un champ électromagnétique : l’eau est dipolaire, il est donc 

possible d’influencer la cristallisation de cette manière,   

· Liée à la dispersion :  

o L’utilisation d’additifs,  
o La proportion de solvant par rapport au matériau, 
o La nature du solvant.  

 

Annexe 3. Fabrication des puces 

La réalisation des dispositifs comprend 6 étapes : 
· Usinage des différentes plaques (Figure A 10) grâce à une fraiseuse Charly4U, à 

partir de plaques de COC de 3 épaisseurs : 1, 2 et 3,14mm.  

 

Figure A 10 : Les 3 plaques utilisées pour les dispositifs de mesures de conductivité, 

après usinage.  
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· Nettoyage des cartes : rinçage avec de l’eau DI et de l’éthanol, puis trempage 10min 
dans une solution Piranha (eau oxygéné 45% 1 : 3 acide sulfurique 96%), pour finir, 
rinçage abondant sous l’eau DI. Cette stratégie de nettoyage est adaptée des travaux 

de Lee et al. [185]. 
· Evaporation des pistes d’or : dépôt d’épaisseur 150nm à la vitesse de 0,5nm/s avec 

un évaporateur PLASSYS à travers un masque découpé avec une Craft ROBO dans 
un film plastique (Figure A 11).  

 

Figure A 11 : Positionnement du film plastique servant de masque pour l’évaporation 

d’or sur la 1ère plaque de COC utilisées pour les dispositifs de mesures de conductivité.  

· Scellement thermique des différentes couches à 127°C pendant 120min sous pression 
mécanique. 

· Reprise d’usinage pour séparer les différentes puces réalisées dans une même plaque 

de COC (Figure A 12). 

 

Figure A 12 : Plaque de COC scellée avant et après reprise d’usinage pour les dispositifs à puits clas-

siques. 

· Nettoyage des puces : rinçage avec de l’eau DI et de l’éthanol, puis trempage pen-
dant10min dans l’acétone bouillant puis 10min dans un mélange eau oxygéné 1 : 3 
KOH 50mM, pour finir rinçage abondant sous l’eau DI. Cette stratégie de nettoyage 

est adaptée des travaux de Heiskanen et al [186]. 
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Abstract : 

 

During infections, microorganisms fast identification is critical to improve patient treatment 

and to better manage antibiotics use. Electrochemistry exhibits several advantages for rapid 

diagnostic: it enables easy, cheap and in situ analysis in most liquids. Its use for bacterial 

identification is recent and comes from the discovery of molecules giving strong redox 

signals in the bacterial supernatant of the Pseudomonas genus. 

This thesis focuses on the supernatants analysis of the bacterium Pseudomonas aeruginosa. 

This bacteria is the fourth cause of nosocomial infections in Europe. First, the interest of 

supernatants electrochemical analysis for identification was evaluated. For this, after the 

study of four redox biomarkers of this bacterium in model solutions, supernatant 

electrochemical analysis of several strains of P. aeruginosa was performed. The results are 

promising. They highlight a complex strain-dependant electrochemical signature of the 

supernatant. 

Following, we focused in the amplification of the electrochemical detection through the use 

of the conductive polymer PEDOT: PSS. This polymer was chosen for its good 

electrochemical properties, its biocompatibility and its easy shaping. It was first used as a thin 

films to confirm its amplification power through biomarker adsorption. Then, a 3D electrode 

was made by freeze drying. The use of this type of electrode can further amplify the detection 

by increasing the exchange surface as well as confining the bacteria in the electrode. 
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Résumé : 

 

Lors d’infections, l'identification rapide des micro-organismes est cruciale pour améliorer la 

prise en charge du patient et mieux contrôler l'usage des antibiotiques. L’électrochimie 

présente plusieurs avantages pour les tests rapides : elle permet des analyses in situ, faciles et 

peu chères dans la plupart des liquides. Son utilisation pour l’identification bactérienne est 

récente et provient de la découverte de molécules donnant de forts signaux redox dans le 

surnageant de bactéries du genre Pseudomonas. 

Cette thèse s’intéresse à l’analyse de surnageants de la bactérie Pseudomonas aeruginosa, 4e 

cause de maladies nosocomiales en Europe. Tout d’abord, l’intérêt de l’analyse 

électrochimique de surnageants de culture dans une visée d’identification a été évalué. Pour 

cela, après l’étude de 4 potentiels biomarqueurs de la présence de cette bactérie en solutions 

modèles, l’analyse électrochimiques de surnageant de plusieurs souches P. aeruginosa a été 

effectuée. Les résultats obtenus sont prometteurs. Ils mettent en évidence une signature 

électrochimique complexe et souche-dépendante du surnageant. 

La suite de la thèse s’est intéressée à l’amplification de la détection électrochimique grâce à 

l’utilisation du polymère conducteur PEDOT:PSS. Il a été choisi pour ses bonnes propriétés 

électrochimiques, sa biocompatibilité et sa facilité de mise en forme. Il a tout d’abord été 

utilisé sous forme de films minces pour confirmer son pouvoir d’amplification. Une électrode 

3D a ensuite été fabriquée par lyophilisation. L’utilisation de ce type d’électrode permet 

d’amplifier encore la détection en augmentant la surface d’échange mais aussi en confinant 

les bactéries dans l'électrode. 

 


