N
N

N

HAL

open science

Développement d’un substrat SPRi/SERS pour des

applications en détection moléculaire
Raymond Gillibert

» To cite this version:

Raymond Gillibert. Développement d’un substrat SPRi/SERS pour des applications en détection
moléculaire. Autre [q-bio.OT]. Université Sorbonne Paris Cité, 2017. Francais. NNT: 2017US-

PCDO003 . tel-01715477

HAL Id: tel-01715477
https://theses.hal.science/tel-01715477
Submitted on 22 Feb 2018

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-01715477
https://hal.archives-ouvertes.fr

Université Paris 13

Institut Galilée

Laboratoire de Chimie, Structure, Propriétés des Biomatériaux et Agents Thérapeutiques

Horiba Jobin Yvon

Thése Présentée par

Raymond Gillibert

Pour obtenir le grade de

Docteur en Sciences de 1’Université Paris 13.

Sujet de thése :

Développement d’un substrat SPRI/SERS pour des applications

en détection moléculaire

Soutenue le 31 Mai 2017

Dr. JEAN-FRANCOIS BARDEAU Université du Maine

Prof. ADNEN MLAYAH Université Paul Sabatier
Prof. BERNARD HUMBERT Université de Nantes

Dr. EMMANUEL RINNERT Ifremer, Brest

Dr. MAHMOUD CHAKAROUN Université Paris 13

Dr. CATALINA DAVID Horiba Jobin Yvon S.A.S.

Prof. MARC LAMY DE LA CHAPELLE Université Paris 13

Rapporteur
Rapporteur

Examinateur
Examinateur
Examinateur
Responsable Industriel
Directeur de thése






Abréviations

A : Adénine

BM : Mode de Bragg

BPE : 1,2-di(4-pyridyl)ethylene

BT : Benzenethiol ou Thiophenol.

C : Cytosine

DDA : Approximation des dipdles discrets (Discrete Dipole Approximation)

DFT : Théorie de la fonctionnelle de la densité (Density Functional Theory)

FEM : Méthode de décomposition en éléments finis (Finite Elements Method)

G : Guanine

IR : Infrarouge

LSP : Plasmon de surface localisé (Localised Surface Plasmon)

LSPR : Résonance Plasmon de surface localisé (Localised Surface Plasmon Resonance)
MnSOD : Manganese superoxide dismutase

NP(s) : Nanoparticule(s)

OTA : Ochratoxine A

RCWA : Rigorous coupled-wave analysis
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Introduction

La détection et le développement de capteurs sont une des problématiques majeures du XXI*™
siécle ayant de nombreuses applications dans les domaines du biomédical, de 1’agro-alimentaire
ou de I’environnement. Pour les organismes de contrdle de plus en plus nombreux dans ces do-
maines d’application, il est nécessaire de détecter des traces infimes de biomarqueurs, de conta-
minants ou de polluants, dans une matrice complexe tels que des échantillons de fluides biolo-
giques, de nourriture, de terre, d’eaux de mer ou de riviére. Ainsi une de ces applications est la
détection de contaminants en agro-alimentaire. En effet, de nombreuses sources de contamination
(pesticides, toxines...) peuvent intervenir lors du stockage, du transport ou de la préparation de
produits alimentaires. Il est donc nécessaire de detecter de telles contaminations sous la forme de
traces pour eviter tout probléme de santé chez le consommateur.

Dans ce cadre, le projet Piranex avait pour but de combiner deux techniques de détection qui sont
I’imagerie par résonance plasmon de surface (SPRi) et la diffusion Raman exaltée de surface
(DRES ou SERS pour son acronyme anglais). Ce sont toutes deux des techniques optiques, qui
sont complémentaires et 1I’instrument développé au cours de ce projet devrait permettre de fournir
un outil qui allie la spécificité de la spectroscopie Raman et la détection d’analytes en temps réel
et multiplexée par I’imagerie par résonance de plasmon de surface. Nous verrons ainsi la liste des
avantages et des inconvénients de chacune de ces techniques et ce qui nous a mené a les combi-
ner. Nous verrons que la conception d’un tel instrument a impliqué le développement d’un subs-
trat nanostructuré dédié au couplage SPRi/SERS.

Ainsi mon sujet de thése s’est focalisé sur 1’optimisation de ces substrats nanostructurés ainsi que
sur leur caractérisation en plasmonique et en SERS. Je me suis donc intéresseé a la compréhension
des phénomenes physiques liés a ces substrats afin de comprendre 1’ensemble des régles qui ré-
gissent leurs comportements optiques ainsi qu’au développement de protocoles de détection en
SERS pour les molécules cibles fixées dans le projet. Cette thése a été effectuée dans le cadre
d’une bourse Cifre et en collaboration entre le laboratoire CSPBAT de 1’université Paris 13 et la
division Raman de I’entreprise Horiba Scientific.

Je consacrerai le premier chapitre a la description détaillée des plasmons de surface et comment
ceux-ci peuvent étre utilises pour la détection en SPRi et en SERS. Je ferai également une revue
de la littérature sur la détection de contaminants en agro-alimentaire par SERS dans différents
milieux.



Dans un second chapitre, je présenterai comment nous pouvons concevoir et caractériser des
substrats lithographiés pour la détection en SERS. Puis je présenterai les caractéristiques plasmo-
niques complétes de nanostructures d’or.

Dans le troisiéme chapitre, j’exposerai deux études effectuées avec de 1’aluminium comme mate-
riau plasmonique. Nous verrons que les propriétés optiques différentes de 1’aluminium compara-
tivement a I’or ouvrent la porte a de nouvelles possibilités en termes d’applications.

Enfin dans le quatriéme chapitre, j’analyserai les spectres Raman et SERS d’un aptameére, sonde
moléculaire spécifique de la mycotoxine Ochratoxine A, qui est un contaminant alimentaire cible
du projet Piranex. Nous verrons ensuite qu’il est possible grace au SERS de détecter cette molé-
cule a des concentrations de 1’ordre de 10 pM.
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1.1. Plasmon / SERS

Les plasmons sont des oscillations collectives du nuage électronique d’un métal, ¢’est-a-dire des
oscillations de plasma ; ces dernieres sont quantifiées au méme titre que les photons ou les pho-
nons, ce qui mene a les définir comme des quasi-particules. Lorsque ces plasmons sont excités a
I’interface plane entre un métal et un diélectrique, on parle alors de plasmon de surface. Un autre
cas intéressant est celui des nanoparticules métalliques pour lesquelles 1’oscillation du plasma se
fait dans tout le volume de la nanoparticule et non plus strictement a I’interface mé-
tal/diélectrique. Nous étudierons ces deux cas de figure dans ce chapitre. Par la suite, nous pré-



senterons les mécanismes de la spectroscopie Raman exaltée de surface (DRES ou SERS pour
son acronyme anglais), avant d'effectuer un état de I'art sur les différentes méthodes de détection
par SERS des contaminants en agro-alimentaire.

1.1.1 Plasmon de surface délocalisé

1.1.1.1. Principe physique

A une interface plane entre un métal et un diélectrique, le cas d'un miroir par exemple, il est pos-
sible d'exciter & l'aide de photons™ un plasmon qui se propage comme une onde électromagné-
tique a la surface du métal (Figure 1) et qui est alors appelée plasmon de surface délocalisé ou
plasmon de surface propagatif (PSP).

Excitation

Lignes de champ E.
Diélectrique f\ /\ f\ /\ f\ /\ f\ /\ td Ex
veta STV TN TP Vo
OL"

Figure 1 : Représentation de la propagation d'un plasmon de surface a l'interface entre un
métal et un diélectrique de permittivité respectives &, et &4, les lignes de champ induites
par I’onde propagative de 1’oscillation des charges locales sont présentées sous formes de
fleches courbes. La projection des différentes composantes du champ du plasmon est pré-
senté a droite, le champ électrique E est dans le plan (x,z) et le champ magnétique H est le
long de I’axe y.

D’un point de vue physique, on peut aisément calculer la relation de dispersion de ce plasmon, &
partir des équations de Maxwell et des relations de continuités & I’interface métal/diélectrique’.
En considérant une onde plane a I’interface métal/diélectrique se propageant dans le plan (x,y),
on peut exprimer les champs électriques dans le diélectrique (Eg) et dans le métal (En,) comme
suit :

E{I = (E_l,“’, 0, JE;:(E)f—"k'r(i'ln—'—'l":"z_wf (eq 11)
E-m = (E;r’m.a 0, Ezm)el.;,»,,,_:1‘—1—1.1;,,;;—:4)?

Le champ magnétique est alors selon 1’axe y. Les conditions de continuité a I’interface donnent
les relations suivantes :

" Cette excitation se fait sous certaines conditions expérimentales détaillées dans la section 1.1.1.2.



E:l:.'n - E:tfd 2q. 1.2
}Iym — Hyd (eq ' )
SINE".’H - EdEzd

<~

formulant la continuité du champ électrique E selon 1’axe x, la continuité du champ magnétique
H selon I’axe y et la continuité de I’induction électrique (D = €E) le long de 1’axe z. Nous pou-
vons alors déterminer les relations entre les vecteurs d’onde dans le diélectrique, kyq €t Koq €t le
métal, kym et k,m, et la pulsation du plasmon :

(ég. 1.3)

'l‘/::z:d — k:{:m - ‘l‘::z: ,
1 i (ég. 1.4)
'zd + Mamo 0

€d Em

. . w2 :

c

. ] W 2 ,

e (¢a. 1.6)
c
Si on combine maintenant 1’équation 1.4 avec 1’équation 1.5, nous parvenons a :
2 )

.2 gd .2 wh = z

]1._,1: + C‘_ZA'Z'W = &y ((—) (ég.1.7)

~m

Et si I’on remplace k;m par sa valeur donnée dans 1I’équation 1.6, nous obtenons 1’équation :

5 5% W 2 , w2 ,
ki + = (s,,,, (—) — k:_;) = &4 (—) (€g. 1.8)
£ c c

m
A partir de cette équation, I’on obtient la relation de dispersion, c'est-a-dire w(%kx) :

Em + €d /m
W=cCq/— kg ;

EmEd (9. 1.9)
Nous aboutissons ainsi a une équation bien connue. Il est important de noter que & dépend de la
pulsation . Cependant, en premiére approximation, on peut considérer que &4 €St une constante,
car la plupart des diélectriques considérés tels que 1’eau, I’air, les plastiques ou le verre présentent
une faible dispersion de la lumiere du moment qu’on les considére dans une gamme spectrale
limitée, le visible par exemple. Pour gn(m), il est possible soit d’utiliser les mesures expéerimen-



tales d’indice’, soit un modéle théorique tel que le modéle de Drude, qui permet de déterminer les
variations de ey en fonction de  a partir du comportement des électrons dans le métal sous
I’effet d’une excitation électromagnétique. Le modéle de Drude simplifie au maximum la des-
cription d’un métal et consideére les électrons comme complétement libres et qui, a la maniére
d’un gaz parfait, n’interagissent que par collisions avec les ions du métal. On définit ainsi un
temps moyen entre deux collisions () et il en résulte une force de friction Fp qui s’oppose au
déplacement d’un électron a une vitesse v et qui s’écrit :

=" (éq. 1.10)
-
Lorentz a ensuite amélioré le modéle en ajoutant une force de rappel élastique F_ = -kx qui dé-
pend de la distance x de 1’¢lectron par rapport a sa position d’équilibre ainsi que d’une constante
de rappel notée ici k. Pour finir, si nous considérons une excitation électrique des électrons par
une onde lumineuse E=E, e™" cela conduit & une force de coulomb Fc = - e Eo e™" avec e la
charge de I’¢lectron. Ainsi la seconde loi de Newton se résume 4 :

mr = Fp+ I, + Fo
. m . a
mi = ——i — kx — eFye
T

(6g. 1.11)

iwt

Une solution de type exponentielle x(t) = xo e est aisée a trouver, et Xy s’écrit simplement :

f?E(] k ,
Tolw) = , Wn = 4§ — (é9.1.12)
o(w) m(w? — wj + %) Avec 0 m

Nous constatons tout de suite que nous avons un effet de résonance pour ® = wy.

Maintenant, afin de se ramener a des observables macroscopiques du matériau, nous pouvons
calculer le moment dipolaire P induit par 1’excitation du matériau par le champ électrique E. P est
proportionnel au déplacement des électrons et donc a x(t) ainsi qu’a la densité électronique, notée
ne. Enfin la direction de P est donnée par la direction du champ électrique E. On peut ainsi
écrire :

(. 1.13)

P=—na(t)i=—nee-

Avec 1 le vecteur unitaire du champ électrique. Nous pouvons également écrire par définition de
la susceptibilité electrique y ainsi que de le la perméabilité électrique relative &.

" Plusieurs mesures expérimentales ont été proposées dans la littérature comme celles de Palik?, Johnson et
Christie®. Celles-ci ne sont pas toutes identiques et il est possible de constater une certaine dispersion dans
les valeurs expérimentales.
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P =zox.E et & =1+xe (éq. 1.14)

Il est donc finalement possible d’exprimer la permittivité relative €lectrique e(w), uniquement
avec les constantes du matériau :

w? . e2 .

12 I3 2 /'ﬁ
W — Wy + = P mey

Avec ce modeéle, il est maintenant possible de représenter la relation de dispersion d’un plasmon
propagatif (figure 2), définie précédemment (éq. 1.9).

T T T T T T T
W = —w?)
T maxr - T
V 1 + €d

Figure 2: Représentation de la relation de dispersion du plasmon de surface (courbe en
rouge). Les droites en bleu et en noir représentent respectivement la relation de dispersion
de la lumiére et pulsation maximale atteinte par le plasmon.

Le plasmon présente d’abord un régime linéaire proche de la courbe de lumiére (w=ck) pour les
faibles valeurs de ky et de w puis, dans une zone intermédiaire, passe par un régime asymptotique
pour atteindre une valeur maximale dépendante de wyp. Le plasmon entre dans un régime constant
ou o ne dépend plus de k et se rapproche de wmax, qui est defini par :

p (éq. 1.16)

Whar = —F77——
V14 ey

L’¢énergie du plasmon varie donc de z€éro a wmax de maniére continue selon le vecteur d’onde k.
D’un point de vue concret, si I’on regarde les équations 1.5 et 1.6, que nous pouvons réécrire :

kf(i =gy (ﬁ)Q — k2 <0 (ég. 1.17)
c
’ 2 /
k2 =¢m (ﬁ) — k2 <0 (ég. 1.18)
c



On constate, que ce soit dans le métal ou le diélectrique que k,° est négatif & cause de
I’expression de w (éq. 1.9), impliquant que Kz et kzq sont tous deux imaginaires. L’équation de
I’onde du plasmon ainsi exprimée en équation 1.1, se décompose en un terme propagatif dans la
direction x et en un terme d’onde évanescente selon la direction z.

On peut constater également que la droite de lumiere o = ck est toujours supérieure a la courbe
de dispersion du plasmon de surface, ce qui signifie que la lumiere ne peut pas I’exciter directe-
ment. Il est donc nécessaire de trouver un moyen d’exciter les plasmons, pour cela il faudrait une
onde dont le vecteur d’onde k soit égal au vecteur d’onde du plasmon. Il existe plusieurs ma-
ni¢res d’effectuer cela. La maniére la plus simple est de jouer sur I’indice de réfraction du milieu
de propagation de I’onde. Auquel cas 1I’on peut augmenter le vecteur k pour la méme fréquence
excitatrice en augmentant 1’indice. Cependant, si I’on augmente I’indice du diélectrique a
I’interface, la courbe de dispersion du plasmon sera également altérée, ce qui signifie qu’il faut
que I’indice de ce dernier soit inférieur a 1’indice du milieu de propagation de 1’onde excitatrice.
Ceci n’est pas possible a premiere vue étant donné qu’il faut également que I’onde excitatrice
vienne au contact de I’interface métal dié¢lectrique. Cependant, dans les conditions de réflexion
totale sur un prisme de verre par exemple, il y a formation d’une onde évanescente dont
I’intensité decroit exponentiellement avec la distance au prisme. Le vecteur d’onde quant a lui
correspond au vecteur d’onde a I’intérieur du prisme, donc pour un indice élevé. Il est donc pos-
sible d’exciter un plasmon propagatif avec une onde lumineuse en approchant suffisamment notre
interface métal/diélectrique de cette onde évanescente. Pour cela, plusieurs configurations exis-
tent, elles sont décrites dans la section 1.1.1.2.

1.1.1.2. Excitation des plasmons de surface

Il est possible d'exciter les plasmons avec des photons par I’intermédiaire de prismes. Dans ce
cas, deux configurations existent : la configuration Otto et la configuration Kretschmann.

La configuration Otto, qui est la plus ancienne, consiste a éclairer la surface métallique placée a
une tres faible distance du prisme. L’angle d’incidence du faisceau lumineux est supérieur a
I’angle limite de réflexion totale, créant alors une onde évanescente dans le milieu diélectrique
entre le métal et le prisme. Cette onde possede alors un vecteur d’onde supérieur a celui de I’onde
excitatrice et peut donc exciter le plasmon propagatif a la surface du métal.

Pour la configuration Kretschmann, le film mince metallique est directement déposé a la surface
du prisme. De la méme maniére, un faisceau lumineux est envoyé dans une configuration de ré-
flexion totale et, cette fois ci, I'onde évanescente passe a travers le film métallique afin d'exciter
le plasmon propagatif a I’interface métal/di¢lectrique opposée au prisme (Figure 3).



Figure 3 : représentation des configurations Otto (a gauche) et Kretschmann (a droite)

La configuration Otto, bien qu’elle ft la premiere proposée historiquement, est assez difficile a
mettre en ceuvre car il faut étre capable de conserver une trés faible distance, de I’ordre de
quelques centaines de nanometres entre le prisme et le métal, tout en conservant cette distance
bien homogene sur une surface centimétrique. La configuration Kretschmann, quant a elle, est
facile a mettre en ceuvre et est largement utilisée. Dans les deux cas, le plasmon est caractérisé
par la mesure de la réflectivite de la lumiére en fonction de 1’angle d’incidence ou en fonction de
la longueur d’onde d’excitation. Un minimum de réflectivité est observé pour un angle donné a
une longueur d’onde fixée ou pour une longueur d’onde donnée & un angle fixé. Ce minimum
correspond au maximum d’excitation du plasmon quand 1’énergie de la lumiére est absorbée et se
dissipe dans le mode propagatif au lieu d’étre réfléchie. On parle alors de résonance plasmon de
surface. La position de cette résonance est fortement dépendante bien sr de la nature du métal,
mais aussi de I’indice de réfraction de I’environnement. De maniere génerale, les métaux nobles
(or, argent, cuivre, platine, palladium) sont préféres, car ils présentent une résonance plasmon
dans le visible. De plus ils se caracterisent par une faible absorption de la lumiére, ce qui induit
I’excitation d’un plasmon pouvant se propager sur des grandes distances pouvant aller jusqu’a
quelques dizaines de micron et présentant un bon facteur de qualité. Dans ce cas, on observe un
fort contraste, c'est-a-dire que le minimum de réflectivité est proche de 0 % et le maximum
proche de 100 %. L’or est particulierement utilisé pour les applications biologiques car il posséde
de bonnes propriétés plasmoniques et qu’il est inerte chimiquement, ce qui le rend biocompatible.

1.1.1.3. Détection par résonance des plasmons de surface

La relation de dispersion du plasmon propagatif (éq. 1.9) dépend de g4, qui est assimilable au
carré de I’indice de réfraction n? Il 'y a donc une forte dépendance de la pulsation plasmon w, en
fonction de I’indice du diélectrique. Ceci fait du plasmon de surface une technique de détection
tres sensible. En effet dans une configuration Kretschmann typique avec une cellule fluidique
posée sur la surface d’or, il est possible d’adsorber des molécules en solution sur la surface métal-
lique. L’indice de réfraction a la surface va alors augmenter, ce qui entrainera un décalage de la
résonance plasmon vers le rouge. On peut ainsi observer 1I’adsorption de molécules suffisamment
lourdes, de I’ordre du kilo Dalton ou plus en utilisant ce principe. Il existe deux approches princi-
pales : I’interrogation spectrale (SPR, Surface plasmon resonance) et I’imagerie SPR, appelé en-
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core SPRi (Surface plasmon resonance imaging). La premiére, utilisée notamment par les sys-
témes commerciaux Biacore, consiste a envoyer une lumiére blanche, a un angle fixé, sur le film
d’or. L’intensité de la lumiére réfléchie est mesurée et la position de la résonance plasmon (mi-
nimum de réflectivité) est enregistrée en fonction du temps. Le décalage de la résonance plasmon
donne alors accés directement a la quantité de matiere adsorbée a la surface du film d’or. Cette
approche a I’avantage d’avoir une bonne gamme d’acquisition tout en ayant une bonne sensibili-
té.

Injection de (b) 100 RERRAARSRRRRARARRARRRRRE
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~ T
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\49 1
S 40
g
0
= 20
N
o

e
850 700 750 800 850
A (nm)

Mesure du décalage spectral
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sur toute la biopuce.

Figure 4 : Principe d’un capteur SPR en interrogation spectrale. (a) Schéma expérimental.
(b) Spectre de réflectivité en fonction de la longueur d’onde avant adsorption de la cible
(bleu) et aprés (rouge).

L’autre technique, proposée par la société Horiba, consiste a utiliser une lumiére monochroma-
tique pour exciter le plasmon propagatif, et a faire I’image enti¢re du film a 1’aide d’une caméra
CCD. L’intensité de chaque point de 1’image correspondant ainsi a la réflectivité en un point
donné a la surface du film. Dans un premiers temps, une mesure simple de réflectivité en fonction
de I’angle d’incidence est effectuée, afin de définir I’angle du maximum de variation de la réflec-
tivité (maximum de la dérivée). Une fois placé a cet angle, toute variation d’indice a la surface de
I’or sera détectée par une variation de réflectivité et donc un changement d’intensité sur 1’image
SPRi. Cette méthode permet d’avoir une véritable carte 2D de 1’adsorption des molécules a la
surface du film. La sensibilité est comparable a celle de I’interrogation angulaire. Cependant la
gamme d’acquisition est limitée, c'est-a-dire que si 1’on a un saut d’indice (changement du tam-
pon de circulation par exemple), la résonance plasmon peut étre décalée au point d’étre trop loin
de I’angle de travail et, auquel cas, une variation d’indice n’entrainera presque plus de variation
de réflectivité.
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Figure 5 : Principe de I'imagerie SPR (SPRIi). () Schéma expérimental. (b) Réflectivité en
fonction de I’angle. (c) Image en réflectivité de la biopuce, les zones claires correspondent
aux régions ou plus de matiére est adsorbée.

L’intérét principal de I’imagerie est 1ié a ce que I’on appelle le multiplexage, c’est-a-dire faire
plusieurs mesures simultanément sur un méme échantillon. En effet, le plus souvent dans un dis-
positif SPR, la surface est fonctionnalisée avec des sondes spécifiques de ce que 1’on veut détec-
ter ou spécifiques de I’interaction que 1’on veut étudier. Si on posséde un systéme d’imagerie, il
suffit de déposer, sur des zones limitées et définies (spotter), les différentes sondes pour les diffé-
rentes mesures que 1’on veut effectuer. Par la suite, on pourra mesurer sur chacun de ces plots la
variation de réflectivité et donc effectuer aisément des dizaines de mesures SPR en méme temps.

Enfin il existe des systémes, moins répandus, qui combinent les deux avantages. Pour cela, il suf-
fit d’utiliser un systéeme d’imagerie, et d’envoyer séquentiellement plusieurs longueurs d’onde.
Ensuite, a partir des images pour chaque longueur d’onde, on peut reconstruire le spectre SPR en
chaque point de I’'image. Il est également possible de faire varier 1’angle d’excitation et
d’acquérir une image pour chaque angle, ce qui donnera acces a une information spectrale point
par point. L’inconvénient de ces méthodes est 1’augmentation du cotit ainsi que 1’augmentation
du temps d’acquisition. Comme un des intéréts principaux des systémes SPR est d’avoir une me-
sure en temps réel qui permet de remonter a des dynamiques moléculaires, il est important
d’avoir un pas de temps d’acquisition court afin de suivre toutes les interactions. Cependant, dans
le cadre d’interactions biologiques par exemple, les dynamiques a suivre sont de I’ordre de la

minute et une acquisition toutes les quelques secondes suffit amplement pour suivre ces sys-
temes.
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1.1.1.4. Fonctionnalisation de surface

Comme évoqué précédemment, afin d’avoir une interaction spécifique entre la cible et la surface
d’or, il est nécessaire de fonctionnaliser cette derniere, de telle sorte que seule la molécule cible
puisse s’y adsorber. Sans fonctionnalisation, il est utile de savoir que beaucoup de groupements
chimiques s’accrochent a 1’or, de maniere plus ou moins forte. C’est pourquoi la fonctionnalisa-
tion est généralement constituée de molécules ayant une trés forte affinité avec 1’or telle que
celles contenant des groupements thiol ou des sels de diazonium.

1.1.2. Résonance plasmon de surface localisée

Nous avons vu que des oscillations du nuage électronique dans un meétal donnaient naissance a
des ondes se propageant a I’interface entre un métal et un di¢lectrique. De la méme maniere que
pour toute autre onde, si ’on limite la taille du milieu de propagation (métal), c'est-a-dire que
I’on confine I’onde, il apparait des ondes stationnaires qui, telle une corde de guitare pincée ou
une cavité Fabry-Perrot, ne donne plus lieu a une propagation mais a une oscillation localisée.
Dans le cas du plasmon, on parle alors de plasmon de surface localisé (LSP). Un tel cas de figure
peut se produire lorsque la taille du milieu métallique est de 1’ordre de ou inférieure a la longueur
d’onde du plasmon. Le cas le plus simple d’un tel systéme correspond a une nanoparticule métal-
lique sphérique excitée par de la lumiére dans le domaine du visible. Le champ électrique de
I’onde incidente permet d’exciter un déplacement collectif du nuage électronique par rapport aux
ions du métal pour créer un LSP. C’est un cas de figure similaire a une antenne radio, mais dans
le domaine du visible.

Figure 6 : Représentation schematique de l'excitation d'un plasmon de surface localisé
dans une nanoparticule métallique.

Il est ainsi aisé de comprendre que, comme tout systeme oscillant, il existe une fréquence de ré-
sonance (fréquence propre du systéme). A cette fréquence, le déplacement du nuage électronique
sera maximal, ce qui entrainera une interaction maximale avec la lumiére. Cette fréquence est
appelée résonance plasmon de surface localisé (LSPR). La position de cette résonance dépend
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bien sir de tous les paramétres constituants le systeme. En utilisant I’approximation de Rayleigh,
c'est-a-dire en considérant que la longueur d’onde est trés grande devant la taille des particules et
que le champ est donc constant a I’intérieur d’une nanoparticule a tout instant, on peut calculer la
polarisabilité effective oes d’une nanoparticule4'5.

[y
<m <d

€4+ 14(:_}"f(5-m - gd)

e ff = V (eq 1.19)

Avec V le volume de la nanoparticule, g et ey les perméabilités electriques respectives du diélec-
trique entourant la nanoparticule et du métal constituant la nanoparticule. Enfin A est le facteur
de dépolarisation effectif, qui dépend de la forme de la nanoparticule. La position de la résonance
plasmon se décale donc :

o vers le rouge quand la taille de la particule augmente ;

o quand le rapport d’aspect de la nanoparticule change ;
o pour un métal différent ;
o vers le rouge quand I’indice de réfraction extérieure augmente.

Tous ces parameétres seront a prendre en compte lorsque nous utiliserons les nanoparticules pour
les applications en spectroscopie exaltée, ou lorsque nous aurons besoin de caractériser des na-
nostructures plasmoniques par spectroscopie d’extinction.

1.1.3. Spectroscopie Raman

La spectroscopie Raman est un processus physique, qui fut théoriquement prédit en 1923 par
Adolf Smekal® puis fut observé expérimentalement en 1928 par C. V. Raman et son étudiant
K. S. Krishnan’ sur une solution liquide ainsi que par G. Landsberg et L. Mandelstam sur un cris-
tal®. Dans tous les cas il s’agit d’un méme processus physique de diffusion inélastique de la lu-
miere par la matiére apres interaction avec ses modes de vibration. Il s’agit donc d’une spectros-
copie vibrationnelle s’apparentant a la spectroscopie infrarouge.

L’énergie des modes de vibration est de I’ordre d’une centaine a quelques milliers de cm™, ce qui
correspond a des longueurs d’onde de quelques micrométres a quelques dizaines de micrometres.
Ainsi, en observant un spectre en transmission dans cette gamme spectrale, les minima d’intensité
correspondront aux énergies de transitions vibrationnelles et I’ensemble de ces raies constituera
la signature vibrationnelle de 1’échantillon analysé. Cette technique est appelée spectroscopie
infrarouge et permet d’observer tous les modes de vibration, entrainant une variation du moment
dipolaire de la molécule.
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Figure 7 : Principe des spectroscopies vibrationnelles.

Qualitativement et quantiquement, le phénoméne Raman est trés différent car 1’énergie de
I’excitation dans la gamme spectrale du visible est trés supérieure a celles des modes de vibra-
tion. Le matériau est d’abord excité dans un état virtuel, puis se désexcite soit vers le niveau fon-
damental (diffusion Rayleigh), soit vers un niveau vibrationnel excité (diffusion Stokes), indui-
sant une réémission de la lumiére. Dans le dernier cas, la lumiére diffusée a une énergie plus
faible que la radiation excitatrice et la différence d’énergie correspond précisément a 1’énergie du
mode de vibration excité. Seulement, les modes de vibration entrainant un changement de polari-
sabilité du matériau sont actifs. 1l existe donc trois cas de figure :

e La diffusion Rayleigh, pour laquelle le matériau est au départ a 1’état fondamental et se
désexcite directement sur 1’état fondamental. C’est une diffusion élastique induisant
I’émission d’un photon de méme énergie. Il s’agit du processus le plus probable.

e La diffusion Raman Stokes, pour laquelle le matériau est au départ a 1’état fondamental
et se désexcite sur un état vibrationnel excité. Ainsi, I’énergie réémise est plus faible que
I’énergie de I’onde excitatrice.

e Ladiffusion Raman anti-Stokes, pour laquelle le matériau est au départ dans un état ex-
cité pour se désexciter sur 1’état vibrationnel fondamental. Dans ce cas, I’énergie réémise
est supérieure a I’énergie d’excitation. Ce dernier processus est le moins probable car,
dans des conditions normales de température, les états excités sont trés peu peuplés par
rapport a 1’état fondamental.

Pour mesurer un spectre vibrationnel avec ce principe, il suffit d’exciter 1’échantillon avec une
lumiére monochromatique, typiquement dans le visible, afin d’observer le spectre des raies
d’émission (mesure de 1’énergie des photons diffusés par le matériau). L’énergie des modes de
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vibration est alors déterminée en ayant soustrait I’énergie de I’excitation a toutes les valeurs des
énergies diffusées.

De maniére générale, une molécule comportant N atomes possede 3N - 6 degrés de liberté de
vibration (3N - 5 si elle est linéaire). Cela signifie que méme pour des molécules assez simples,
on a acces a une signature vibrationnelle complexe qui permet de caractériser et d’identifier les
matériaux avec peu d’ambiguité. Cette technique a donc un trés bon pouvoir discriminant et est
idéale pour la détection. Cependant, la section efficace de diffusion Raman est tres faible, de
I’ordre de grandeur d’un photon sur cent millions, ce qui la rend inutilisable pour de faibles con-
centrations. Cette technique est donc utilisée sur des matériaux denses ou sur des solutions con-
centrées. Pour observer de faibles concentrations de molécules, il est alors nécessaire d’utiliser
des techniques permettant d’augmenter le signal Raman comme la diffusion Raman exaltée de
surface.

1.1.4. Diffusion Raman exaltée de surface

La diffusion Raman exaltée de surface (SERS) est un phénomene qui fut découvert en 1974 par
M. Fleischmann et al.?, qui observérent un signal Raman trés intense de la pyridine adsorbée a la
surface d’une électrode rugueuse d’argent. En premier lieu, I’exaltation du signal fut attribuée a
la simple augmentation de surface spécifique de 1’argent sous le faisceau laser, due a la rugosité
de surface de I’¢lectrode. Cependant une telle hypothése ne suffisait pas a expliquer une si grande
augmentation du signal, et ce n’est que plus tard que le phénomeéne fut expliqué électromagnéti-
quement*®** et chimiquement***3. Ainsi on constate que toute molécule adsorbée sur une surface
métallique nanostructurée voit son signal Raman exalté d’un facteur trés important, typiquement
de I’ordre de 10° et pouvant aller jusqu'a 10™. De tels facteurs d’exaltation ont permis la détec-
tion et I’observation de molécules uniques.14‘15'16

1.1.4.1 Effet électromagnétique

Le principal facteur d’exaltation du signal Raman en SERS est le facteur électromagnétique. Il est
trés étudié et est facile a caractériser et a expliquer car c’est un phénomene physique simple.
L’excitation d’une nanoparticule métallique par une onde lumineuse induit la formation d’un
champ local (Ejc) a la surface de la nanoparticule exalté d’un facteur dix a mille environ par rap-
port au champ électrique excitateur Eq (Figure 8). La section efficace de diffusion Raman étant
proportionnelle au carré du champ électrique de 1’onde excitatrice, cela implique 1’apparition
d’un premier facteur d’exaltation, proportionnel au carré de I’exaltation du champ local a la lon-
gueur d’onde d’excitation (Ag) et défini par M?%oc(A) = (Eioe(A)/Eo)>. De plus, le champ Raman
diffusé par la molécule interagit également avec la nanoparticule induisant une deuxiéme exalta-
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tion a la longueur d’onde de diffusion Raman (Ag), exaltation définie par Mi,.>(Ag). Le facteur
d’exaltation électromagnétique total (EFgm) s’exprime alors sous la forme :

Ef'}:;j” = ﬂfﬁ)“()\()) X ﬂfﬁ)(,()\[,{) (eq 1-16)

D’une maniére générale, la longueur d’onde de réémission Raman est proche de la longueur
d’onde d’excitation, ce qui implique que Mjoc(ho) = Mioc(Ar) €t ainsi, EFgym = M|oc4(Xo). Or,
comme My est proportionnelle au champ électrique local, on parle alors de I’approximation en
E* (champ électrique local  la puissance quatre).

Effet de pointe

Excitation Raie )Ii{aman
Ao R Couplage en
champ proche
Concentration L
de I'excitation Amp}lpﬁc_atpn de
la réémission
dans la NP
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Figure 8 : Image de I'exaltation du signal Raman par une nanoparticule (NP).

Afin d’optimiser ces deux facteurs d’exaltation, il est important de prendre en compte et de con-
tréler les propriétés optiques de la structure plasmonique. Afin d’obtenir de fortes exaltations
locales, il est possible de recourir a des structures en forme d’antenne ou a des nanostructures
couplées, c'est-a-dire constituées de deux particules trés rapprochées (distance interparticule de
quelques nanomeétres seulement). Dans le premier cas, 1’exaltation en bout de pointe sera maxi-
male par effet paratonnerre alors que dans le deuxiéme cas, il y a un couplage en champ proche et
le champ électrique situé dans I’intervalle entre les deux particules est plus exalté que dans le cas
d’une particule isolée.

1.1.4.2 Effet chimique

L’exaltation SERS n’est pas un processus purement électromagnétique. Les molécules étant ad-
sorbées sur une surface métallique, il peut y avoir formation d’un complexe métal/molécule ou
interaction électronique (transfert de charge, élargissement des bandes électroniques) entre le
métal et la molécule.'” Dans tous les cas, le nuage électronique de la molécule sera modifié, in-
duisant éventuellement une augmentation de sa polarisabilité et donc une augmentation de
I’intensité du signal Raman. Un consensus scientifique fixe la valeur de 1’exaltation liée a cet
effet entre dix et cent. Cette exaltation est donc faible par rapport a I’effet électromagnétique et
est souvent negligée.
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1.2. Instrumentation bimodale SPRI/SERS

Nous venons de voir deux techniques basées sur la plasmonique qui donnent acces a des informa-
tions trés différentes : d’une part la SPRi, qui permet de mesurer une affinité et détecter une ou
plusieurs molécules en temps réel, et d’autre part le SERS, qui permet une caractérisation des
molécules adsorbées a la surface d’un substrat nanostructuré et une détection spécifique des mo-
lécules accrochées.

C’est pourquoi, dans le cadre de la détection de molécules (toxines, biomarqueurs...), il a été
proposé de coupler les deux techniques afin de suivre dans un premier temps l’interaction en
temps réel avec la SPRi qui permettra une premiere déetection, puis dans un deuxiéme temps
d’acquérir des spectres SERS sur les points d’interaction, afin d’identifier les molécules adsor-
bées.

Le but premier du projet ANR Piranex était de concevoir cet instrument couplant les deux tech-
niques SPRi et SERS et de valider les protocoles de détection avec ce dispositif. Le principe était
donc d’utiliser une biopuce nanostructurée déposée sur un film d’or. Sur ce dernier, nous pou-
vons exciter un plasmon propagatif, utilisé pour faire I’imagerie SPR, alors que les nanostructures
servent au SERS. Dans un souci de simplicité nous avons, dans un premier temps, utilisé des re-
seaux carrés de nanodisques d’or déposés sur un film d’or.



18

b) Identification en SERS

~

Spectromeétre

Lasera
638,691 0u 785nm

SERS Intensity

400 800 1200 1600

Objectif .
Raman Shift (cm™)

Injection de
I’échantillon

Détection et dynamique en SPRI

Biopuce __3
nanostructurée

Figure 9: Principe de l'appareil Pira-one couplant SPRi et SERS. (a) Dispositif instrumen-
tal. (b) Exemple de Spectre SERS du fluorophore Cy5 acquis a 1’aide du spectrométre
Raman. (c) Exemple d’image en réflectivité présentant des plots fonctionnalisés avec des

aptamers.
L’ + 4 .
appareil se résume en :

e un systeme SPRi multi spectral a cing diodes, constitué d’un prisme en verre sur lequel
1I’échantillon est posé, en configuration Kretschmann ;

e une cellule fluidique déposée a la surface de 1’échantillon et possédant une fenétre en

Verre ;

e un microspectrométre Raman au-dessus de la cellule fluidique et permettant de mesurer le
spectre Raman a la surface de la biopuce.
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|.3. Détection par SERS

Dans le cadre du projet Piranex, une des tches principales était le développement de protocoles
de détection de contaminants alimentaires par méthode SERS. Afin de connaitre 1’état de 1I’art sur
ces techniques de détection, j’ai effectué une revue de la littérature sur la détection en SERS.
Cette étude se focalise sur la détection de différents types de contamination en agro-alimentaire
(toxines naturelles, pesticides...) dont la concentration est régulée dans les produits comestibles.

Cette revue permet de s’initier aux diverses problématiques de la détection et du SERS. Au final,
un trés grand nombre de stratégies de détection utilisant le SERS existent, offrant chacun leurs
avantages et leurs défauts. Cependant, a I’heure actuelle, aucune de ces méthodes n’a encore été
développee au stade industriel pour des contrdles routiniers.
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Introduction

Food contamination is a major concern for public health and safety. It can be drugs,
pesticides, micro-organisms, or voluntarily added molecules as toxic dyes, or pathogens as
Arsenic and Ricin. The detection of such chemical or biological species is of first importance
to reach high quality and safe food products. Several detection techniques exist to control
those molecules and to control the quality of food, such as chromatography, enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA)... Some of those techniques can be expensive and time
consuming due to sample preparation or due to several steps of processing to get a result.
Moreover, such devices are not portable that limits the use of such techniques to laboratory
experiments. As a consequence, such techniques could not allow a fast and on site detection
which is highly relelevant in the case of the food quality control during its transportation or its
transformation. One of the drawbacks of such techniques can also be the sensitivity since
several contaminant have to be detected at the trace level. It is then necessary to provide
highly sensitive techniques (parts per billion). In this context, Surface enhanced Raman
spectroscopy (SERS) can answer to such technological challenge. First the Raman signal is
directly related to the analyte structure and is considered as a spectral signature. The Raman
spectroscopy is then highly specific and is a label free method of detection. Second it provides
a high enhancement of the Raman signal of the analytes to be detected that have pave the way
to the single molecule observation and allow a analyte detection at very low level. Third, the
SERS is based on the exploitation of the optical properties of metallic nanostructures that
allows a miniaturisation of the detection chip. Combined with portable Raman spectrometer,
such technique can provide low cost and compact (possibly hand held) detection device.

For all these reasons, a great interest was given in the last decade to the SERS technique for
its detections abilities providing a wide literature on this issue and we assume that SERS will
have an important role in the future for sensing development. In this review, we propose a
selection of SERS sensing focused on the detection of contamination in the framework of the
food quality control.
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I. Surface Enhanced Raman Scattering

Raman spectroscopy is a vibrational spectroscopy that probes the vibrations of molecules or
crystals. As a consequence, the Raman spectrum is directly related to the molecular structure
and each specific molecule has specific Raman band position and intensity which are actual
fingerprints of the molecule. The Raman spectrum can be seen as a spectral signature of the
molecule since two molecules having two different structures will exhibit two different
Raman spectra. Thus, Raman spectroscopy is known to be a powerful tool for label-free
characterisation of chemical and biological species and can be used to discriminate them®. It is
then a very specific characterization method and the Raman signal can be used for the
detection and identification of some targeted analytes.

However the Raman scattering cross section is very low, reducing its use to pure or
concentrated samples®. To be able to detect some analytes at very low concentration it is
necessary to increase the Raman scattering and to amplify its signal. Several methods exist
such as resonant Raman, stimulated Raman or coherent anti-stokes Raman scattering. But the
former effect is strongly dependent on the excited molecule and the latter ones need some
sophisticated experimental set-ups that could not be easily transported or applied for common
detection. For these reasons, the most popular method to increase the Raman signal is the
Surface Enhanced Raman Scattering (SERS)**. This method has been widely applied for
sensing development since it has paved the way to the single molecule sensitivity™®.

I. 1 Principle of SERS

SERS is based on the enhancement of the Raman signal of molecules adsorbed on
nanostructured metallic surfaces.

In Raman scattering, the molecules are illuminated by a laser that excites the molecular
vibrations. One vibration induces the charge motions that create a dipole, P, inside the
molecule. The amplitude of this dipole is known to be proportional to the polarizability of the
molecule, o, and to the amplitude of the incident electric field, E, such as:

P=aE (1)

Thus to increase the Raman signal it is possible to increase either the polarizability or the
electric field amplitude. Two mechanisms can then occur in SERS: the chemical effect related
to the polarizability enhancement and the electromagnetic effect related to the electric field
amplitude enhancement.

Chemical effect

The contact of the molecules with the metallic surface can modify the electronic states of the
molecule and induces a change in the polarizability of the molecule. Such electronic states
21
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modification can be due to electrostatic interaction, to charge transfer between the metal and
the molecule or to the formation of a metallic complex. The exact modification is not
completely known and understood since it is strongly dependent on the molecule and on the
surface states of the metal (gold, silver, platinum, copper...). However, it has been
demonstrated that this effect can increase the Raman scattering cross section by one or two
orders of magnitude, inducing what is called the chemical enhancement’. Many studies have
been performed on this effect but modelling is difficult and requires quantum
physicochemical approaches. Since this enhancement is low compared to the one reached
with the electromagnetic effect, it is often considered as negligible.

Electromagnetic effect

The most significant contribution to the SERS is the electromagnetic effect®. It is created by
the electromagnetic excitation of metallic nanostructures and is directly related to the optical
properties of the nanostructures. Several processes can then be involved: i) the excitation of
localized surface plasmon (LSP), which corresponds to collective oscillation of the electron
cloud within the nanostructures'?, ii) the lightning rod effect through the accumulation of
charges at the nanostructure tips'**? or iii) the electromagnetic coupling between
nanostructures when the gap is lower than 10 nm®. In all these cases, a strong local
electromagnetic field is produced at the vicinity of the nanostructure surface. Such local field
can be highly enhanced compared to the incident one (up to 100)** and as a consequence can
induce a very large enhancement of the Raman signal. Since the Raman intensity is enhanced
at both excitation and Raman wavelengths, it is commonly accepted that the SERS signal is
proportional to the power four of the local field enhancement (see E.C. Le Ru and P. G.
Etchgoin™ for more details). In such approximation, it is assumed that the electromagnetic
effect can induce an enhancement of 10° of the Raman signal®®. By controlling the
nanostructure geometry (size, shape and local environment) it is possible to control the local
field enhancement and thus the SERS signal. This latter one can be optimised in a sensing
point of view. The highest SERS signal can then be reached in order to get the best sensitivity
and lowest limit of detection.

1.2 SERS samples

The SERS Substrates can be of two different natures: colloidal nanoparticles in solution or
nanostructures deposited on a substrate.

Colloidal nanoparticles

Colloids are chemically synthesized metallic nanoparticles in solution. Colloids are often used
for SERS application because of the variety of geometries (size, shape) that can be produced
thanks to specific chemical synthesis methods'’*®*°. With such various sizes and shapes, the
optical properties can be tuned on a very wide spectral range in order to match with the

22



desired excitation wavelength?®. Moreover, the roughness or tips at the nanoparticle surface
(nanostars®, nanoflowers??, nanorods®...) can induce some lightning rod effect and increase
the SERS signal®. Another advantage of these techniques is the ease and low cost of
synthesis of such colloids.

Colloidal solution Nanoparticles in suspension

Figure 1: Colloidal nanoparticle

Colloids can be used isolated or aggregated. In the second case, the aggregation induces the
electromagnetic coupling in the gap between the nanoparticles. Thanks to the proximity
effect, enhancement is much higher than for individual nanoparticles due to the creation of an
electromagnetic “hot spot” in the nanoparticle gap, which induce high SERS signal from any
molecules in between®.

The main drawback of such methods is the fine control of the geometrical parameters of these
nanoparticles especially for complex ones as nanostars. There is always a distribution in size
and shape. The enhancement factor provided from one nanoparticle to another can be
different and not reproducible. In the case of the aggregation, the enhancement provided by
the “hot-spots” is highly dependent on the gap distance and is also difficult to actually
reproduce.

Nanostructured surfaces

Various kinds of surface structures exist, ranging from simple rough metallic surface?®?’ to

complex controlled nano-objects®®, deposited usually on dielectric (glass, silica) or metallic
surface. Those substrates can be used under a Raman Microscope enabling the mapping of the
SERS signal as a function of the position at the micrometer scale. This can be useful for
statistical analysis or to study microorganisms®*°. Many different synthesis techniques,
leading to different SERS substrates can be used with their advantages and drawbacks.

One of the simplest methods is the direct deposition of previously described colloidal
nanoparticles on a substrate®’. The nanoparticles are then randomly distributed on the surface
as individual or aggregated nanoparticles. The density of nanoparticles on the surface can be
controlled by the initial concentration of the colloidal solution. For a large density of
nanoparticles, the particles can assemble together in an ordered and periodic array. This is
commonly referred as nanoparticle self assembled monolayer (NP SAM)*2. However, to have

a regular array on a large area, the nanoparticles need to be of very regular sizes otherwise
23



defects can appear.

The best methods to produce regular and reproducible arrays of nanostructure are the
lithography ones. The principle of such methods is the use of a mask on the substrate to
control the size and the shape of the nanostructures.

Nanospheres SAM + Metal deposition — nanoshells + lift-off — Nanotriangle array
90000000 W
u — > I

+ Etching

@4- Metal deposition + Lift-off
— Nanohole array

N

Figure 2: (a) Principle of nanosphere lithography. (b) Self assembled monolayer of polysty-
rene nanospheres, (c) after gold deposition and with a partial lift-off (for illustration), a
nanoholes array on the gold film is revealed.

The nanosphere lithography is commonly used as a fast and cheap technique for the
production of nanostructures®>3*. At first a self assembled monolayer of beads composed of
polystyrene or other soluble compound is formed on a flat surface by spin-coating or
evaporation of a droplet of the bead solution. Such bead monolayer forms the mask at the
substrate surface. A metallic layer, usually gold or silver, is then deposited on the top of the
beads as well as in the voids between the beads. A lift-off is finally done to remove the beads
and the metal deposited at their surface. Only the metal in contact with the substrate remains
which creates hexagonal array of tip to tip coupled nanotriangles®. The size and the shape of
the nanotriangles as well as the array parameters can be controlled by the diameter of the
beads. Furthermore, if an etching process is performed before the metal deposition, the bead
diameter decreases leaving gaps between them, creating after lift-off a gold layer with a
periodic array of holes®. If no lift-off is performed, the sample is still functional and is
composed of some kind of compact nanoshell array called metallic film over nanospheres
(MFON)*’. Such method is easy to perform at low cost. However, the shape of the
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nanostructures is limited to nanotriangles, nanoholes or nanoshells and some large defects can
be produced during the formation of the self assembled monolayer of beads.

1. Resin spin coating 2. Patterning with e-beam 3. Development

I - il -
4

5. Lift-off 4. Metal deposition

< I -

Figure 3: E-beam lithography technique description and example of gold nanorods deposited
on a glass substrate.

The most flexible method to produce reproducible arrays of nanostructures is the electron
beam lithography (EBL)®. This latter one consists in engraving a thin layer of resin (usually
poly(methyl methacrylate)) deposited on a flat substrate with an electron beam. The exposed
resin is then selectively removed by a solvent (positive or negative development for insolated
or non insolated resin, respectively). This development creates a mask on the substrate with
holes in the resin. A thin layer of metal is evaporated on the top of the resin. Finally a lift-off
is done, which removes the resin and all the metal deposited on top of it, leaving only the
metal deposited on the substrate through the holes. This technique can create highly
controllable and reproducible nanostructures with a resolution below twenty nanometres®.
Practically any 2D shape can be produce making EBL a very convenient technique to study
plasmonics and SERS. However, fabrication is expensive and time-consuming, making the
technique impossible to apply for mass production of SERS samples.

Surface functionalization

In SERS, the Raman signal of all molecules deposited at the nanostructure surface and located
inside the enhanced near-field will be enhanced. The detection of one specific analyte in a
complex solution (as body fluids, fresh or sea waters, food samples...) is not possible since all
the solution compounds could interact with the metallic surface and then could be detected.
This is all the most important for the detection of traces of analytes at low concentration. To
selectively detect one specific analyte, it is necessary to modify the metal surface reactivity to
increase the affinity to the analytes. The metal surface can then be functionalised with a
molecular receptor specific to the analyte. Such receptor is grafted to the metal and has a
strong affinity with the targeted analyte. This latter one is then selectively capture and over-
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concentrated at the nanostructure surface. This allows focusing the detection on one specific
analyte and avoids detecting non targeted molecules. Each analyte will have its own surface
receptor and has to be designed specifically. Various strategies are proposed in the literature
depending on the chemical properties of the analytes. For example, some SAM with
hydrophobic groups can be used for pollutants® or some anti-body or aptamers are used to
detect proteins*#2.
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I11. Quality control in Food

111.1 Food contaminants

The food is a highly complex system that can be contaminated by various kinds of chemical
compounds or biological organisms. Thus it can be pesticides, toxins, bacteria... Such
intentional or accidental contaminations can occur at different steps from the production to its
consummation.

Many pesticides are in use in all agriculture over the world. Some regulation organisations as
the United States Environmental Protection Agency have been created to verify the toxicity
towards human and environment of all pesticides, fungicides and insecticides. Any
unreasonable risk for a given substance will prohibit its use. New pesticides are evaluated
before marketing, and old pesticides are periodically re-evaluated with reinforced safety
criteria. Because of the fast evolution of forbidden or allowed pesticides, the need in fast,
reliable and sensitive detection techniques is increasing to check contaminated agricultural
products (vegetables, fruits and cereals) against any forbidden molecules or against an
excessive amount of allowed molecules. Such techniques have known a great development in
the last decade and are used by industries to check the products they are buying, and by
regulation organisations to control and limit the distribution of contaminated food and to
verify the environmental pollution from such products.

More and more drugs and antibiotics are used to treat, heal, or improve performances of
animals. Systematic administration of antibiotics is commonly used by producers on healthy
animals to prevent diseases in poor sanitary conditions and to improve growing rate®.
However it has been demonstrated that it becomes an important factor to the antibiotic
resistance in human diseases. Thus non therapeutic use of antibiotics is forbidden by the U.S.
Food and Drug Administration (FDA) (FDA-2010-D-0094) and by Europe (IP/05/1687) since
2005. Those antibiotics can be found in trace amount in the final product, and thus their
presence has to be verified with appropriate detection techniques.

Finally, some toxic compounds can be voluntarily added in the food. Such examples are some
toxic food colorants, preservative, or toxic taste enhancer. For instance, melamine (cheap
nitrogen rich molecule) was found recently in milk and eggs®® as the protein quantity is ruling
the price for those products and as the protein concentration is measured via nitrogen
concentration (Dumas method® invented in 1826). Melamine is toxic and causes severe
health damages®™. Such consequences imply enforced security and development of detection
techniques.

111.2 Food contaminants SERS detection

In order to detect any molecule with SERS, the analyte to be detected needs to be extracted

from its medium. This extraction can be carried out before the detection or directly on the
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SERS substrate using surface functionalization. The spectrum is then acquired without or wit
a limited numbers of parasites components. If the extraction is selective enough,
functionalization is not always necessary. Several extraction protocols have been established
by FDA and are commonly used, some time modified, for SERS detection.

For instance the use of antibiotics and other drugs in animal husbandry or aquaculture are
very restricted, and no traces should be found in the final products (meat or fish). Y. Zhang et
al.%?, in 2012, were able to detect furazolidone and malachite green which are prohibited fish
drugs, in tilapia fillets. An extraction was first performed from the fish. For furazolidone the
extraction was done in dichloromethane and then purified using an anhydrous sodium sulfate
column. For malachite green, the extraction was done in ammonium acetate buffer and
acetonitrile and the analyte was isolated by partitioning into dichloromethane. In both cases, a
drop of the extracted solution was deposited on a commercial SERS substrate (Klarite and Q-
SERS without functionalization). On the Q-SERS substrate, the LoD reached for furazolidone
was 1 ppm whereas the LoD reached for malachite green was 200 ppb. Moreover, L. He et
al.®®, in 2007 proved the feasibility of the detection of enrofloxacin, ciprofloxacin and
chloramphenicol at the ppb level, with a silver dendrite SERS substrate. However no actual
tests on meat samples were performed. The same year, K.R. Ackermann et al.** (2007)
developed a SERS sensor for detection of promethazine hydrochloride and mitoxantrone
dihydrochloride using a microfluidic flow cell and silver colloidal solution of nanospheres as
SERS substrate. The sensor was able to measure in real time the analyte concentration and to
reach a LoD of about 0.2 mM for promethasine and 5.10'M for mitoxantone. Accumulation
of nanoparticles on the channel wall was avoided by injecting the samples and the colloidal
solutions in an oil flow avoiding any wetting of the aqueous solution to the borders of the
flow cell.

Similarly many pesticides are used in agriculture. Even if their amount is limited in the final
products or completely forbidden depending on the pesticide, they can finally be found in
cereals, fruits or vegetables. B. Saute et al.®® in 2010 could detect concentrations as low as
12 nM of Thiram solutions and were able to provide a calibration curve up to 250 nM by
using a colloidal solution of dog bone shaped silver nanoparticles as a SERS substrate. No
functionalization was used. The solutions of pure analytes were added to the colloidal
solution. After one night of incubation, Raman spectrum was recorded on the solution.
However no detection in complex media was performed whereas Thiram is a fungicide
expected to be present in treated crop and fruits. Later on, carbaryl, azinphos-methyl and
phosmet pesticides were detected in apple and tomatoe by B. Liu et al.*® in 2013. The
pesticides were extracted by sonication of the peel of the fruit in acetonitrile/water mixture
and the supernatant was then filtered to remove any microscopic organic wastes. A drop of
the filtrate was then deposited and dried on a clean Q-SERS sample. The LoD obtained was of
a few ppm. The acetamiprid, an insecticide, was detected in apple juice and at the apple
surface by using silver dendrites colloidal solution (W. Wijaya et al®’. 2014) directly added to
the contaminated juice. After centrifugation, the dendrites were dried on a microscopic slide
and SERS spectra were acquired. A LoD of 3 ppm was reached. Carbaryl pesticide was also
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detected by Y. Fan et al.®®, at 0.5 ppm in Fuji apples, with acetonitrile extraction of the
pesticide deposited on a Klarite commercial sample. In Europe carbaryl is forbidden
(91/414/CEE), but in Japan and China, the amount is limited to 1 ppm and in the USA, to
15 ppm. The method is thus adapted for the quality control in food chain.

Other kind of contaminants can be found in food. For instance illegal addition of melamine in
pet food has caused severe health problems in 2007%. This molecule was also added to milk
and as a consequence, found on infant food, causing several death and renal failures’®>°.
Melamine is usually added in big quantities, and that is why there are toxicity issues. Lethal
doze (LD50) is around 3g of melamine per kg of body weight. This molecule is rich in nitro-
gen and since the nitrogen concentration is used for proteins detection in the food quality con-
trol, the melamine is used to artificially increase the measured protein concentration. Mela-
mine is also added as a colorant. Traces amount can also be found in the food because of
packaging or vessel, but fewer problems are suspected from small doses. For all these reasons
the detection of melamine is a major concern in food industry. Thus several detection methods
based on SERS have been proposed in order to detect small amount in food samples. In 2008,
M. Lin et al.”* could detect less than 0.1% w/w of melamine in chicken feed, wheat gluten,
cake and noodles, using a Klarite sample. A slightly modified FDA extraction method’? with
water-acetonitrile mixture was used. A drop of the filtrate was deposited on the SERS sub-
strate and dried before spectrum acquisition. Later, Y. Cheng et al.”®, in 2011 developed a
similar method for detection of melamine in eggs. The extraction was performed in 1% aque-
ous trichloroacetic acid solution and acetonitrile. A LoD around 1 ppm was reached using a
Klarite substrate. This LoD corresponds to the legal limit in USA and in China. Silver nano-
rods substrate synthesized by oblique angle deposition, was used for melamine detection by
X. Du et al.”®, in 2011. However only pure melamine solutions were tested. P. Rajapandiyan
et al.”, in 2015 developed a melamine detector for milk with a LoD of 2.5 ppb, by using a
substrate made of silver nanoparticles deposited on the top of a PMMA rod. The contaminated
milk samples were diluted 75 times and a 5ul drop of dilution was deposited on the substrate.
SERS spectrum was acquired directly on the solution without letting the drop dried. The fact
that the sample is commercially available (Labguide Co., Ltd, New Taipei City, Taiwan) and
the simplicity of the detection process make it very attractive.

Several plasticizers were detected in the femtomolar range in orange juice with a vertical self
assembled single layer array of gold nanorods by B. Peng et al.”® in 2013. There is no
particular sample preparation, a drop of the juice is directly deposited on the substrate, and the
spectral bands of benzylbutylphthalate (BBP) and bis(2-ethylhexyl)phthalate (DEHP) can be
separated from the C vitamin and the carotene which are the mains components of orange
juice.

W. Yao et al.”’ detected butylated hydroxyanisole (BHA), which was proved to be
carcinogenic and is a common antioxidant or food preservative. The maximum allowed
concentration varies from 2 to 1 000 ppm according to the FDA (21CFR172.110), depending

on food type. LoD reached a 10 ppm level which makes this detection method useful in many
food control procedures.
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S. He et al.”® in 2015 detected forbidden dyes: Sudan I dye and Rhodamine B, which might be
added fraudulently for aesthetic reasons and also Malachite green, which is used in
aquaculture as an antimicrobial agent. However its high toxicity (LD50 = 80mg/kg for
mouse’) led this latter molecule to be forbidden for aquaculture in Europe and in America,
and there should be no traces in food. Several countries still allow its use and contaminated
fish could be sold several times inducing increased risk for the consumption. The detection
was performed on a gold-plated silicon SERS substrate (MaRS tech. Co. Ltd), but only pure
solutions of the analytes were used. The work was focused on a new algorithm of baseline
substraction and on the separation of the three dyes by multivariate qualitative analysis.

Arsenic, could be detected in ground water at ppb level by M. Mulvihill et al.® using

poly(vinyl pyrrolidone) functionalized compact SAMS of polyhedral silver nanoparticles. A
calibration curve was established and tested in comparison with the atomic fluorescence
spectroscopy (AFS). For each concentration, a drop of the sample was deposited on the
substrate and covered with a cover slip before measuring with a micro-Raman spectrometer.
This kind of very simple detection is good to capture the most simple molecules but when it
comes to more complex media, a high specificity is required to detect the molecules using a
bioreceptor as antibody or aptamer.

Ricin (Ricinus communis), is a highly toxic lecithin naturally present in castor beans (LD50 =
22 pg/kg of body weight by inhalation or injection)®. Ricin could be detected down to 4 ppm
in milk using immunomagnetic separation (IMS) combined with SERS (L. He et al.?? 2011).
Ricin was first extracted from the sample with an immuno-precipitation kit made of
paramagnetic micro-beads covalently bound to a specific Ricin antibody. After centrifugation,
the micro-beads were eluded and mixed with a silver dendrite based substrate. Then the
substrate was rinsed and a SERS spectrum was performed with a portable miro-Raman
spectrometer. This kind of technique being very specific could be easily extended to others
molecules.

B.C. Galarreta et al.?® developed an aptamer based detection of Ochratoxin A (OTA) on e-
beam nanotriangles SERS substrate functionalised with a thiolated single strand DNA specific
to the molecule®. The experiment was done in a micro-fluidic cell and the intensity of some
of the specific Raman bands was used to detect, quantify and monitor the OTA concentration.
Limit of detection reached 50 nM which is still far from the maximum allowed concentration
in food (2 nM).

Thus a large number of food contaminants can be detected by SERS method with low
concentrations and simple procedures. A summary is given in the table 2.
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Table 2: SERS applications for food contaminant detection

Functionalizati

Molecule LoD Substrate on Ref
Furazolidone & malachite lppm & . 62
green (fish drugs) 200ppb Klarite and Q-SERS None
enrofloxacin, ciprofloxacin and silver dendrites deposited 63
. ~1ppb None
chloramphenicol on gold surface
promethazine hydrochloride %104 M
/mitoxantrone dihydrochloride 7 Ag Coloids Not indicated ~ |*
/5x10"° M
(Drugs)
Thlrgm (dithiocarbamate 12 nM Dog bon(_a shaped gold None 65
fungicide) nanoparticles
carbaryl, azinphos-methyland [4.5;6.6; ) 66
phosmet (pesticides) 6.5 ppm Q-SERS None
S . 3 ppm/ . , 67
Acetamiprid (insecticide) 0.125 ppm Silver dendrites None
carbaryl pesticide 0.5 ppm Klarite None 68
0.1% Klarite None &
1.1 ppm, |Klarite None 8
Melamine Silver nanorods (AgNR)
0.1 ppm array made by Oblique None 74
Angle Deposition
Ag NP on the top of a 75
2.5 ppb PMMA rod None
Phthalates and Melamine 1M vertical Au nanorod self- None 76
(DEP, DBP, BBP, DEPH) assembled arrays
Butylated hydroxyanisole 10 ppm Gold Colloids None ”
. gold-plated silicon SERS
I\Sﬂt;cliaa:hlitgyer,elzrr]\odamme Band | \/a substrate (MaRS None 78
9 technology Co., Ltd)
polyhedral silver .
Arsenic 1 ppb nanoparticles (close po:)rl(()\llilgg:\e) 80
packed films) Py
. Silver dendrites dried on a Immunomagnet 82
Ricin 4 ppm lass slide C separation
9 (IMS)
Ochratoxin A 50nM nanotriangles gold arrays | Aptamer 28
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Conclusion

After more than 40 years, SERS is largely used to detect molecules and to probe their struc-
ture. A broad range of substrates has been designed by various techniques from chemical syn-
thesis to physical lithographic techniques and using mostly silver and gold as substrate mate-
rial. Finally among this range of possibilities, there is always a trade-off between enhance-
ment factor, reproducibility and sample cost. This issue still needs to be addressed since cheap
and reproducible SERS substrates with high enhancement factors are of primary importance
to be able to provide a commercial one.

Surface functionalization is not always necessary when it comes to detect molecules that have
a strong affinity towards metallic surface. However few molecules of interest actually respect
this criterion and often a functionalization layer is necessary to target one specific analyte. For
simple molecules, simple probe molecules or polymers designed to capture the compounds
are well adapted since the analyte gives rise to intensive Raman bands and thus can be easily
discriminated from other compounds. In the case of bigger molecules, such as biomolecules in
complex media, a highly specific functionalization is necessary, because many competitors
are present in the medium. These latter ones can then graft at the substrate surface and give
higher signal than the analyte. In this case, the use of more complex bioreceptors as aptamer
or antibody is recommended.

SERS detection of food contaminants is possible with a very good sensitivity, the LoD
reached are in ppb to ppm or in the pM to nM range, a large panel of analytes is detected of-
fering a wide range of applications.

In conclusion, SERS sensing has a real potential for detection and for food quality control
applications.
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1.4. Conclusion

Dans ce premier chapitre, nous avons posé les bases de la plasmonique. Nous avons vu comment
utiliser les plasmons délocalisés afin d’effectuer des mesures de détection moléculaire et nous
avons également vu comment utiliser les nanostructures afin d’exalter le signal Raman par mé-
thode SERS. De plus, il a été démontré par de nombreux auteurs que cette méthode pouvait étre
efficace pour detecter et quantifier différents contaminants dans les composes alimentaires. Dans
ce contexte et au sein du projet Piranex, nous avons décidé de développer nos propres méthodo-
logies de détection basees sur les deux approches SPRi et SERS. L’objectif de cette thése était
donc de proposer un nouveau substrat nanostructuré permettant non seulement la détection de
composés moléculaires par SPRi mais également leur identification a partir de leur signature
spectrale mesurée en SERS.

Afin de proposer une approche rapide et efficace maximisant la vitesse d’avancement du projet
Piranex, nous avons décidé de nous focaliser sur un seul type de substrats SERS constitués de
surfaces nanostructurées et fabriqués par lithographie électronique pour lesquels le laboratoire
CSPBAT (Chimie, structure, propriétes des biomatériaux et agents thérapeutiques) a une grande
expertise. De méme nous nous sommes focalisés sur une molécule en particulier qui est
I’ochratoxine A (OTA). L’OTA est une mycotoxine qui a une structure chimique simple, ce qui
facilite son identification par spectroscopie Raman. Elle est hautement toxique et représente un
réel probléme pour I’industrie agro-alimentaire. Elle est notamment présente dans le vin, ou la
réglementation européenne (n°123/2005) limite sa concentration a 2 ppb, c'est-a-dire 5 nM. De
plus, cette molécule a déja été détectée par SERS mais avec un seuil de détection insuffisant
(50 nM).*® Notre objectif est donc d’améliorer cette détection afin de la rendre utilisable & des
fins industrielles. Pour atteindre cet objectif, nous devons améliorer la sensibilité. Pour cela il
nous faudra optimiser les propriétés d’exaltation de nos substrats en ajustant au mieux les para-
meétres de la nano structuration.

Ceci nous a donc mené a étudier les propriétés optiques de substrats SERS constitués de nanos-
tructures d’or déposés sur un substrat di¢lectrique ou sur un film d’or. Par la suite nous avons
également utilis€¢ 1’aluminium, pour effectuer des études similaires avec les nanoparticules
d’aluminium déposés sr un substrat di¢lectrique ou sur un film d’aluminium. Le développement
et I’é¢tude de ces substrats sont présentés dans les chapitres 2 (nanostructures d’or) et 3 (nanos-
tructures d’aluminium) ainsi que leur intérét dans le cadre du projet Piranex.

Pour la détection, nous ferons un choix sur I’ensemble des substrats pour déterminer lequel sera
le plus adapté a la détection de I’ochratoxine. Ces études sont présentées dans le chapitre 4.
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Introduction

Dans ce chapitre, je m’intéresserai aux propriétés optiques de nanostructures métalliques mesu-
rées par spectroscopie d’extinction (mesure en champ lointain de [’interaction lumiére-
nanoparticule) ainsi qu’a leurs propriétés d’exaltation du champ proche local mesurées par SERS.
Dans un premier temps, nous verrons que 1’information en champ lointain permet dans une cer-
taine mesure de prédire les propriétés en champ proche, mais avec un certain nombre de limites.
Nous verrons également comment optimiser le signal SERS pour un réseau carré de nanodisques
déposés sur un substrat dielectrique. Dans un deuxieme temps, je présenterai les principaux résul-
tats obtenus sur les substrats plasmoniques, développés dans le cadre du projet Piranex, qui con-
sistent en des réseaux de nanodisques d’or déposés sur un film d’or. Les nanoparticules d’or ser-
viront ainsi a 1’exaltation du signal Raman et le film d’or permettra d’exciter le plasmon de sur-
face propagatif pour la détection en SPRi. Nous montrerons que ceux-ci présentent des propriétés
optiques spécifiques différentes de celles de nanodisques déposés sur un substrat diélectrique.
Ainsi, ces réseaux Or/Or présentent un meilleur facteur d’exaltation, une directivité du signal et
une distribution du champ local spécifique. Pour mettre en évidence ces nouvelles propriétés, je
présenterai une étude systématique de ces réseaux en faisant varier leurs parameétres géomé-
triques.
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I1.1. SERS de nanostructures d’or sur un substrat diélectrique

Dans un premier temps, nous avons ¢tudié le signal SERS obtenu a partir de nanostructures d’or
déposées sur un substrat di¢lectrique. L’objectif de cette étude était d’optimiser le signal SERS et
de déterminer le lien entre la position de la résonance plasmon et le signal SERS collecté.

Cette étude s’inscrit dans la continuité des travaux déja réalisés dans le laboratoire sur cette thé-
matique. De nombreuses études d’optimisation de 1’exaltation Raman sur des nanostructures de
différentes formes, notamment des nanocylindres ou des nanobatonnets™**, ont déja été effec-
tuées™>®78 et de nombreux protocoles de détection ont déja été développés®'®. Ainsi des pro-
téines telles que la MnSOD™, ou des molécules aromatiques telles que le naphtaléne et le ben-
zo[a]pyréne ont été détectées avec succes par SERS en milieux complexes au cours des travaux
de thése de Maximilien Cottat*? ou d’Inga Tijunelyte®.

En terme d’optimisation de ’intensité SERS, la régle généralement retenue est que la résonance
plasmon doit étre comprise entre la longueur d’onde d’excitation et la longueur d’onde de diffu-
sion Raman**>®, Ce phénomeéne a été observé pour une excitation située & 633 nm. Cependant,
lorsque 1’excitation est proche de I’infrarouge (785 nm), N. Guillot et al.'” ont observé que la
position optimale de la LSPR pour I’exaltation SERS était décalée de 50 nm vers le bleu par rap-
port a la longueur d’onde d’excitation. Une telle différence de comportement fut dans un premier
temps expliquée par un décalage entre le maximum de 1’exaltation du champ proche (maximum
du signal SERS) et le maximum du spectre d’extinction associé a la résonance du plasmon de
surface localisé, comme démontré par J. Zuloaga et P. Nordlander*® sur des nanoparticules sphé-
riques individuelles. Ce décalage est communément dénommé décalage champ proche/champ
lointain. Cependant, des simulations effectuées par Florent Colas en utilisant la méthode de
I’approximation par des dipdles discrets (DDA) prouvent que dans le cas de nanocylindres en
réseau, ce décalage n’excéde pas une dizaine de nanométres. Pour comprendre ce phénomeéne,
nous avons effectué une étude complémentaire exhaustive sur des nanocylindres déposés a la
surface d’un diélectrique. Nous avons choisi les nanocylindres pour leur simplicité qui présente
plusieurs avantages. Premierement, de telles structures présentent une symeétrie de révolution
axiale, ce qui facilite grandement leur modélisation et I’analyse des résultats. Ce choix est donc
idéal pour une premiére approche sur I’optimisation du signal SERS et pour I’utilisation de cette
méthode dans un capteur. Nous utiliserons le méme type de réseaux de nanocylindres déposés sur
un film d’or pour le développement du substrat hybride. Deuxiémement, les nanocylindres sont
des structures facile a produire par lithographie électronique permettant ainsi de développer des
substrats qui fournissent un signal SERS trés reproductibles. Troisiemement, avec ce type de na-
nostructure, I’exaltation provient de toute la surface du disque et non d’un effet de pointe a
I’extrémité d’une nanostructure allongée ou d’un couplage plasmonique entre deux nanoparti-
cules (formation d’un point chaud). Ainsi ’exaltation du champ électromagnétique est plus ho-
mogene et il en résulte une bonne reproductibilité du signal SERS méme pour deux échantillons
fabriqués dans des conditions différentes.
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Fabriqué par lithographie électronique, I’échantillon étudié était donc constitué de réseaux carrés
de nanocylindres de diamétres variables (allant de 50 a 200 nm par pas de 10 nm). L’ensemble
des autres parameétres géométriques a été gardé constant : I’espacement bord a bord entre deux
nanocylindres est égal a 200 nm et la hauteur des disques est de 50 nm (figure 1).

200nm 503200 nm

“ e

200 nm

= o ) @OO
- O O O

Au:50 nm
Cr:3nm_—— —_ —_

Verre

Figure 1 : Schéma des réseaux de nanocylindres sur un substrat de verre

Nous avons observé que lorsque le diamétre augmente, la résonance plasmon se décale vers le
rouge, couvrant toute la gamme spectrale de 500 a 800 nm

Nous avons fait une étude systématique de I’intensité SERS de la 1,2-di(4-pyridyl)ethylene
(BPE) en utilisant différentes longueurs d’onde d’excitation (633, 660, 691 et 785 nm) pour tous
les diametres et avons comparé les résultats expérimentaux avec les calculs effectués par Florent
Colas en DDA et plus précisément avec le code DDSCAT™.

Parmi plusieurs méthodes de modélisation électromagnétique, cette technique fut choisie pour
plusieurs raisons. Tout d’abord, un code libre est disponible et posséde d’excellentes perfor-
mances de vitesses. De plus, la DDA a fait ses preuves a maintes reprises pour la simulation de
spectres d’extinction ainsi que de I’intensité SERS (travaux de G. Schatz sur des nanoparticules
de différentes formes?*?%).

L'approximation des dipdles discrets, dont I'acronyme anglais est DDA, consiste a considérer un
objet comme la somme de dipdles élémentaires dont la polarisabilité est calculée a partir de la
permittivité relative de I'objet. La réponse a une excitation extérieure est alors calculée comme la
somme des réponses de dipdles a cette excitation et a la réponse des champs produits par les
autres dip6les. Cette méthode s'appelle également méthode des dipbles couplés. Elle fut proposée
pour la premiére fois par Purcell et Pennypaker en 1973.%

Un bon accord entre les résultats simulés et les résultats expérimentaux fut trouvé et dans 1’article
qui suit, une explication qualitative et quantitative des résultats est proposée.
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ABSTRACT: Optimum amplification in surface enhanced Raman scattering
(SERS) from individual nanoantennas is expected when the excitation is slightly
blue-shifted with respect to the localized surface plasmon resonance (LSPR), so that
the LSPR peak falls in the middle between the laser and the Stokes Raman emission.
Recent experiments have shown when moving the excitation from the visible to the
near-infrared that this rule of thumb is no more valid. The excitation has to be red-
shifted with respect to the LSPR peak, up to 80 nm, to obtain highest SERS. Such
discrepancy is usually attributed to a near-field (NF) to far-field (FF) spectral shift.
Here we critically discuss this hypothesis for the case of gold nanocylinders. By
combining multiwavelength-excitation SERS experiments with numerical calcu-
lations, we show that the red-shift of the excitation energy does not originate from a
spectral shift between the extinction (FF) and the near-field distribution (NF), which is found to be not larger than 10 nm.
Rather, it can be accounted for by looking at the peculiar spectral dependence of the near-field intensity on the cylinders
diameter, characterized by an initial increase, up to 180 nm diameter, followed by a decrease and a pronounced skewness.

—

¥ S

Far-field

Bl INTRODUCTION

Surface enhanced Raman scattering (SERS) is a powerful
technique to detect and characterize chemical'™” or bio-
logical”™"? species. Due to the high enhancement factor that

localized surface plasmon resonance (LSPR), which is
associated with the collective oscillation of the free electron
cloud inside the nanostructure. The LSPR is associated with a

high electromagnetic field close to the nanostructure. The

can be reached in SERS, it has already been demonstrated that
molecules can be detected at very low concentrations paving
the way to the single molecule sensitivity."”~"” SERS exploits
the optical properties of metallic nanostructures and their
resonant interaction with li%ht. It is mainly based on two
mechanisms: (i) a chemical®””" and (ii) an electromagnetic****
effect. The former results from substrate—adsorbate—photon
interactions.”* The enhancement factor from the chemical
effect is estimated to be of the order of 100.>*° The second
effect is due to the high enhancement of the electromagnetic
field at the vicinity of the nanostructure surface. This near-field
(NF) enhancement is directly related to the excitation of the

v ACS Publications © 2016 American Chemical Society

electromagnetic enhancement can reach up to 10° and is then
considered as the predominant contribution.””** Such a giant
amplification factor comes from a two-step process in which
both the excitation and the Raman scattered light are

29,32
enhanced.””

The SERS intensity can be written as follows:>>
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Figure 1. Experimental (a) and theoretical (b) extinction spectra of the NCs. The inset of the curve of part a shows a scanning electron microscopy
(SEM) image of the 200 nm diameter NC array (the white scale bar is 1 ym). Positions (c) and fwhm (d) of the measured (blue curve) and

calculated (red curve) extinction bands.

Jo
ISERS = ﬂs GM(ALASER)M()“Ra_man) a—;;SAQDetSinc (1)

Here pg is the surface density of the molecules on the substrate,
G a geometrical factor (see Supporting Information), M(4) the
local field enhancement averaged over the substrate surface at
the wavelength A, doRs/0Q the differential Raman scattering
cross-section, AQp,, the solid angle for detection, and S,  the
incident irradiance in the plane of the substrate.

The close relation between the LSPR and the SERS intensity
then depends strongly on the spectral features of the
enhancement factor M(4).>*™ It has been shown that it is
necessary to finely tune the optical properties of the
nanostructures in order to reach the highest enhancement
factor. Optimization requires maximizing the product of the NF
at the excitation and at the Raman band wavelen%thg (eq 1),
which depend strongly on the nanoparticle shape’”>> and on
the excitation wavelength.’**’

Several studies claimed that the best enhancement factor is
reached for a LSPR position at the midway between the A; ygzr
and ARaman'29,34,36,37

200 ALaser F ARaman

LSPR ) (2)
In former studies,’”®*’ it has been suggested that the
deviations between the position of the LSPR given by eq 2
and the experimental results are due to spectral shift between
the far-field (FF) resonance, i.e., the energy at which maximum
extinction occurs, and a more subtle near-field (NF) resonance,
i.e, the energy at which the enhanced field experienced by the

molecules in the NF of the nanoantennas is at the maximum. In
other words, does the LSPR peak measured in the FF
correspond to the maximum of the NF? Many papers have
debated on this subject theoretically and experimentally.**~* It
has been shown that the NF is generally red-shifted compared
to the FF,**™* and this spectral shift increases with the particle
volume.*** However, the cause of this red-shift is still being
investigated. Recent papers aimed to find a phenomenological
explanation. Zuloaga and co-workers*® demonstrated that this
effect comes from the losses by the nanoparticles in analogy
with driven damped harmonic oscillators and then demon-
strated the universality of this rule. This work was completed by
Kats and co-workers.*” Recently Moreno et al. confirmed the
universality of this NF to FF red-shift in the case of small
particles with a strong dipolar contribution.*®

In this paper, we investigate the origin of the wavelength
dependence of the SERS enhancement of gold nanocylinders
(NCs) by combining extinction spectroscopy, SERS measure-
ment of a probe molecule with multiwavelength excitation, and
numerical simulation.

B EXPERIMENTAL AND THEORETICAL METHODS

This study was performed with gold NCs produced by
electron-beam lithography and lift-off techniques®® on a
microscope glass slide. Their diameters range from 70 to 200
nm with a 10 nm step. The distance between the NC is fixed at
200 nm in both directions. The gold height is 50 nm with a
chromium adhesion layer of 2 nm.

The samples were cleaned by UV—ozone process during 30
min, plunged into an ethanol solution, and then dried prior to

DOI: 10.1021/acs.jpcc.6b01492
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the extinction measurements. The extinction spectra were
acquired on a LabRam Xplora spectrometer (Horiba Scientific).
The extinction measurements were recorded in transmission
configuration with a 10X objective (NA = 0.25) on an area of
100 ym diameter selected by the confocal hole. The sample was
illuminated in normal incidence with collimated white light.

The probe molecule was deposited on the nanostructures by
immersion in a 10~ M solution of trans-1,2-bis(4-pyridyl)-
ethylene (BPE) during 1 h and dried with nitrogen gas flow.
The SERS spectra were acquired on three different
spectrometers from Horiba Scientific: a LabRam 300 at 633
nm, an Xplora at 660 and 785 nm, and a LabRam HR800 at
691 nm. The signals were collected using a 100X objective with
a numerical aperture of 0.9. Acquisition time for one spectrum
was 60 s with 200 W power. For each diameter, measurements
were done nine times on different points to analyze the
reproducibility of the signal. SERS signals were then averaged,
and a standard deviation was calculated and represented as the
error bars.

The FF and NF calculation was carried out using DDSCAT
7.3.77°% Single gold NC and array of gold NCs was considered
on top of a layer of N-BK7 glass, with a chromium film of 2
nm-thickness in between. The refractive index of gold was
taken from Johnson and Chrity,”" with the chromium one from
Sopra database, and the refractive index of the glass substrate
was taken from the Schott database. The NC top angle was
rounded with a radius of curvature of 10 nm to take into
account the imperfection of nanoparticle fabrication process.
The interdipole length was set to 2 nm (see Supporting
Information). The height of the NC was 50 nm, and the
diameters were 100, 130, 150, 180, 200, 230, 260, 280, and 300
nm. The calculations were performed at wavelength from 500
to 1000 nm with 50 nm steps far from the resonance and with a
25 nm step close to the resonance. They were performed with
the high performance computing facilities of Pole de Calcul
Intensif pour la Mer.>> The substrate was incorporated in the
object as a slide of glass of 100 nm. This choice is described and
motivated in the Supporting Information.

The NF enhancement was calculated by averaging the
electric field in a volume of 2 nm thickness around the
nanoparticles. The mean SERS enhancement was assessed by
the product of the NF enhancement at the laser wavelength and
at the vibrational mode wavelength (Supporting Informations).
The uncertainties on the position of the FF and NF plasmon
bands as well as on the fwhm were assessed from interpolation
errors.

B RESULTS AND DISCUSSION

The experimental and theoretical extinction spectra are plotted
in Figure lab, respectively. The positions of the extinction
bands red-shift when the particle diameter increases as
previously demonstrated by Zori¢ et al.>*The positions of the
expected LSPR peaks (Figure 1c, blue symbols) show a linear
growth similar to the experimental data (Figure lc, blue
symbols), although the values are slightly underestimated. This
discrepancy is consistent with the geometrical uncertainties of
the nanostructures geometry and a surface roughness of a few
nanometers.”* The full-width at half maximum (fwhm) values
of the extinction bands are plotted in Figure 1d. They appeared
constant over the range of particle diameter experimentally
studied, meaning a constant damping of the nanoparticle
resonance.”’ The full width at half maximum (fwhm) values of
the LSPR peaks in experiments are between 7% and 23%

thinner than those in simulations. First, the SEM images of the
nanostructures showed that the sizes of the nanocylinders are
very reproducible from one NC to the other (Figure 1a). The
diameter distribution is then very sharp. Second, the fwhm of
the LSPR peaks is related to the imaginary part of the relative
permittivity, which can show some significant changes from one
deposit to the other.”® The overestimation of the fwhm can
then be attributed to the gold relative permittivity change.

The U-shape of the theoretical fwhm curve is similar to that
reported by Shen et al.>® The gold absorption is minimal in the
600—700 nm range,”" which leads to a resonance sharper in this
domain. In addition, as the volume of the NC increases the
radiation damping rises and then the resonance peak widens.
These two effects contribute to this typical U-shape.

To determine the SERS signal, a probe molecule: the trans-
1,2-bis(4-pyridyl)ethylene (BPE) was deposited on the NCs.
This compound has been extensively used for probing
electromagnetic enhancement as the chemical contribution
was proven negligible.””

Figure 2 shows the SERS spectrum of BPE on 160 nm
diameter NCs. The four main peaks at 1007, 1200, 1606, and
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Figure 2. Spectrum of BPE on the 160 nm diameter NCs excited by
the laser at 660 nm.

1636 cm™" are easily observed. They are in agreement with the
bands previously reported.””*® They can be attributed to the
ring-breathing mode of pyridine, the C=C stretching mode,
the aromatic ring stretching mode, and the in-plane ring mode,
respectively.”®*’

Multiwavelength-excitation SERS experiments have been
carried out with four different laser wavelengths (633, 660, 691,
and 785 nm). The results are plotted in Figure 3. For each laser
line the SERS intensity of the different Raman modes was
plotted as a function of the LSPR wavelength of the NCs. The
1622 cm™ wavenumber corresponds to the average of the two
peaks at 1606 and 1636 cm ™. The SERS intensity of each peak
was normalized to its maximum value. The intensity profiles are
fitted with Lorentzians™ to determine the LSPR wavelength of
the NCs that provide optimal SERS intensity, noted ACEix
hereafter. As expected from eq 2, the larger the excitation
wavelength is, the larger the LSPR wavelength of the
nanostructures providing the optimal SERS enhancement
(Figure 4).

At 633 nm, the experimental and expected optimal LSPR
positions are very similar whereas for larger laser wavelength,

DOI: 10.1021/acs.jpcc.6b01492
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Figure 4. Position of the optimal LSPR wavelengths measured (solid
symbols) and expected from eq 2 (lines) with regards to the excitation
wavelength. Data are plotted for all the three Raman bands considered
(black for the 1007 cm™, red for the 1200 cm™, and green for the
1622 cm™ doublet). Data for the 785 nm laser comes from ref 38.

the experimental value found for ACH is gradually blue-shifted
in comparison to the expected one (Figure 4 and Table 1). In
the case of a 785 nm excitation, we could not reach the
maximum of the SERS intensity. However, Guillot et al.*®

Table 1. Deviation of the Expected Optimum from Equation
2 to Experimental Results for the 1200 cm™" Band

Araser (nm) Alpgo (nm)
633 1
660 12
691 25
785 80

demonstrated that the maximum SERS intensity was achieved
at 750 nm with similar experiment but larger NCs. At this
excitation wavelength, the discrepancy of the theoretical to
experimental values then goes even up to 80 nm.

The fact that maximum SERS is observed on NCs with a
LSPR blue-shifted with respect to the expectations has been
attributed to a not-well-understood red-shift phenomenon
between NF and FF as previously debated.*®*'~** Recently,
Zuloaga et al.** proposed an explanation based on the harmonic
oscillator model. The electron cloud of the nanoparticle is
described as a damped harmonic oscillator (HO) driven by the
electric field of the incoming light. In such a system, two
resonances exist: the first one is related to the position of the
electron cloud while the second one is related to its speed.
Zuloaga et al. associated the NF resonance to the former while
the FF is associated to the latter. They then demonstrate that
the pulsations of the NF and the FF resonances, respectively,
noted wyp and wgy, are related by

}/2

2
2w 3)

WNp = Opg, |1 —

where ¥ is the damping parameter of the HO.
For low damping, y << wgg, the relative shift between the
wavelength of the NF and FF resonances is expected to be

2
Wpp — ONp X ¥ Agg )

where App = 27c/wpz can be measured in far-field and
corresponds to the A;gpg and c is the speed of light.

Several things can be noticed: First, the NF resonance occurs
at higher wavelengths with respect to the FF one; ie, a red-
shift is expected in the NF. Second, at constant damping, the
higher the FF resonance, the higher the expected red-shift.
Finally, the NF to FF red-shift increases with the plasmon

DOI: 10.1021/acs.jpcc.6b01492
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damping. The first two predictions from the HO model seem
to be in qualitative agreement with our experimental findings.

To investigate quantitatively the origin of the red-shift, the
spectral dependence of the near-field distribution for each
cylinder diameter was calculated by DDA as the square of the
electric field averaged in a 2 nm thick layer around the
nanoparticle. The results are plotted on Figure 5b. The NF to
FF shift is shown on Figure Sc (red diamonds). For
comparison, the expected NF to FF shift was calculated using
the HO model. The y term of eq 3 was estimated from the
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Figure 5. (a) Extinction efficiency of arrays of NCs whose diameters
vary from 100 to 300 nm calculated by DDA. (b) Mean square electric
field around the NCs. (c) NF to FF spectral shift calculated by the HO
model from experimental (blue square) and calculated (green circle)
extinction bands and from near-field calculation (red diamond).

fwhm of the measured and calculated extinction bands. The
results are shown in Figure 5c. In the range of the experimental
measurement, the NF to FF shifts calculated by DDA and HO
models are similar and remains lower than 10 nm. For lower
resonance wavelengths, the NF to FF shift shows an increase
while remaining lower than 20 nm. This change is consistent
with an increase of the absorption of gold and then of the red-
shift according to the HO description. For larger resonance
wavelengths, the HO model predicts shifts larger than those
from the DDA calculations, but still smaller than 30 nm.
Indeed, the model proposed by Zuloaga and co-workers is
dedicated to isolated particles that are small compared to the
wavelength and then cannot be applied to larger NCs.

The shift between the optimal positions of the extinction
band to the maximum SERS enhancement can reach 80 nm for
larger particles and an excitation wavelength of 785 nm (Figure
4). Then, we believe that the discrepancy of the experimental
data to eq 2 does not come from an NF to FF spectral shift.

To get more insight on the origin of the discrepancy between
the optimal LSPR and the values predicted by eq 2 let us
compare the NF of the different NCs (Figure Sb). We first
observe that the NF plasmon bands have some asymmetric
profile and positive skewness.”’ Furthermore, the NF intensity
increases for diameters from 100 to 180 nm and then decreases
for higher diameter, whereas the FF extinction efficiency
maximum keeps increasing in this range of particle sizes. The
NF intensity reaches a maximum for an LSPR position around
650—700 nm. In this spectral range, the fwhm values of the
extinction bands are at a minimum (Figure 1b). The quality
factors of the corresponding resonators are then at a maximum,
which lead to the highest near-field. 36,60

The theoretical SERS intensity was calculated from eq 1
(Supporting Information) for the four excitation wavelengths.
The results are plotted in Figure 6 and superimposed to the
experimental data. The theoretical points were fitted by a
Lorentzian by Shen and co-workers.”® Theoretical and
experimental results fit very well for the first three laser lines,
meaning that the enhanced NF calculated by DDA gives an
accurate description of the spectral feature of NF as well as the
relative intensity. For the 785 nm laser, the missing
experimental points for diameters higher than 200 nm make
the comparison more difficult even if the experimental points
are close to the DDA calculations.

Figure 7 represents A0k, for the 1200 cm™ Raman shift with
regards to the laser wavelengths. The experimental results are
enriched by values of previous work done at 785 nm.”® Two
sets of data are shown: the experimental measurement and the
theoretical value calculated from NF DDA simulation. The
experimental and theoretical results are very consistent and
within the error tolerance except for the 785 nm laser. Indeed,
at this wavelength the theoretical A&y is overestimated by 30
nm with regards to the experimental one, which is above the
error tolerance. This is attributed to the experimental
dissimilarities between our study and ref 38.

On the basis of this good agreement between the simulation
and the experimental data, we propose an explanation for the
discrepancy between the optimal extinction band positions
measured and calculated with eq 2. Actually, careful attention
has to be paid to the NF intensity and not only to the position
of its maximum. For the case of NCs, DDA calculations tell us
that the NF intensity reaches its maximum for an LSPR
position around 650—700 nm (Figure 6b), corresponding to
diameters between 150 and 180 nm. Then, as the NC diameter

DOI: 10.1021/acs.jpcc.6b01492
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Figure 7. Optimal LSPR position with regards to the excitation
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further increases, the intensity of the maximum of the NF
intensity decreases. Moreover, the NF curves widen and
become asymmetric with a positive skewness increasing with
the diameter of the NC. It can be seen on Figure 6 that for a
laser wavelength of 785 nm, the highest SERS enhancement is
then reached if the laser line is close to the maximum of the NF
enhancement. This becomes clear when looking at Figure 8:
the best enhancement is achieved when the intersections of the
two dotted lines (the laser of 785 nm and the Raman shift of
1200 cm™' wavelength) with the NF plasmon band are the
highest. This occurs for the NC of 230 nm diameter whose
plasmon band is maximum at about 780 nm.

The blue-shift experimentally observed does not come from a
spectral shift of the NF as to the FF but from the spectral shape
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Figure 8. Mean electric field square around the NC.

of the NF that is quite different compared to the extinction
band (more asymmetric).

B CONCLUSIONS

This work characterized the FF and NF properties of gold NCs
of diameters from 100 to 300 nm fabricated by electron-beam
lithography. The FF properties were investigated by extinction
spectroscopy while the NF by SERS measurements of a probe
molecule adsorbed on the nanoparticles. DDA simulations were
then performed to provide some phenomenological descrip-
tion.

This study aims to provide some explanations on the
position of the optimal LSPR for SERS with regard to the laser
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line. A rule of thumb states that the best SERS enhancement is
achieved when the LSPR is located at the midpoint between the
laser and the Raman lines. However, this does not apply to all
the samples, in particular for large laser wavelength. This
discrepancy was often assumed to come from a NF to FF
spectral shift.

This work clearly demonstrated that there is no significant
spectral shift between the NF and the FF with arrays of far-field
coupled NCs. The discrepancy between the optimal LSPR for
SERS measured and expected from the aforementioned rule
cannot be attributed to any NF red-shift. The explanation lay in
the intensity of the NF plasmon band. The NF enhancement is
at a maximum for LSPR about 670 nm and then decreases with
the LSPR position. A higher SERS signal is then achieved with a
LSPR close to this value. The optimal position is then a
compromise between the position of the Raman and the laser
lines compared to the LSPR and the intensity of the NF band.
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I1.2. Amélioration des propriétés d’exaltation en SERS par I’ajout
d’un film d’or

L’objectif du projet Piranex était de faire des mesures en SPRi et des mesures en SERS en utili-
sant le méme substrat. Dans ce contexte, nous avons eté amenés a fabriquer des echantillons
constitu¢s d’un film mince d’or déposé sur une lame de verre avec une couche d’accroche en
titane d’une épaisseur de 2 nm, et sur lequel est placé un réseau de nanodisques. Ces derniers
permettent 1’exaltation du signal Raman, comme précisé dans la section II.1, alors que le film
métallique offre la possibilité d’exciter un plasmon propagatif utilisé pour la SPRi. De telles na-
nostructures furent fabriquées a 1’institut d’¢électronique fondamentale (IEF) par Jean-Francois
Bryche. Cependant, dii au changement de substrat, on s’attend a obtenir des propriétés plasmo-
niques complétement différentes de celles de réseaux de nanostructures déposées directement sur
une lame de verre par I’intermédiaire d’une couche d’accroche de titane ou de chrome dont
I’effet, déja démontré, est de baisser le facteur d’exaltation SERS? di & la forte absorption de ces
métaux, mais une telle couche d’accroche est nécessaire afin d’assurer une bonne tenue des nano-
cylindres sur le substrat. Une présentation plus précise de ces nouvelles propriétés plasmoniques
lors de I’ajout d’un film d’or sera faite dans la section 11.3.

Ainsi, nous avons pu constater que 1’ajout de ce film d’or sous les nanostructures conduit a une
plus grande exaltation du signal SERS comparativement aux mémes nanostructures déposées sur
du verre Ainsi nous avons comparé les propriétés plasmoniques et SERS de réseaux de nano-
disques et de nanolignes, ayant exactement les mémes parameétres structuraux mais les uns depo-
sés sur un film d’or de 30 nm et les autres directement sur un substrat de verre, toujours avec une
couche d’accroche de 2 nm de titane entre D’or et le verre. Dans tous les cas, nous avons observé
un gain sur I’exaltation en SERS d’environ un ordre de grandeur en faveur des nanostructures sur
film métallique. Plus-tard Monsieur Jean-Frangois Bryche, poussa plus loin I’étude en comparant
le signal SERS fourni par des nanotriangles d’or fabriques par lithographie a nanospheres, dépo-
sés sur des films d’or de différentes épaisseurs, prouvant ainsi que 1’on pouvait encore gagner un
peu de signal SERS en augmentant 1’épaisseur du film jusqu’a une limite d’environ 50 nm.**

L’article qui suit donne une description détaillée de ce résultat. L’ensemble des expériences fut
réalisé par moi-méme hormis la fabrication des échantillons, qui fut effectuée par J.-F. Bryche,
premier auteur de ’article.
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Abstract In this paper, we report on an improved enhance-
ment of the surface-enhanced Raman scattering (SERS) ef-
fect. Such improvement is obtained by using a continuous
gold film (underlayer), which is added below an array of gold
nanostructures. Two types of nanostructures were studied to
validate our results: regular disk arrays with two diameters
(110 and 210 nm) and lines with a width of 110 nm, all on a
gold film of 30 nm thick. A supplementary gain of one order
of magnitude on the SERS enhancement factor (EF) was ex-
perimentally demonstrated for several excitation wavelengths:
633, 660, and 785 nm. With such SERS substrates, EFs of 107
are observed for thiophenol detection. This opens the way
towards routine and reliable detection of molecules at low
concentration.
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Introduction

Although the Raman effect has been known since 1928 [1],
the weak intensity of the Raman signal was a disadvantage
and has restricted its utilization to solid materials or highly
concentrated solutions. This disadvantage has been overcome
by the discovery of surface-enhanced Raman scattering
(SERS) spectroscopy by Fleischmann [2] in 1974, with the
first observations of the Raman spectra of pyridine on rough-
ened silver. This technique allows a significant enhancement
of the Raman signal due to the exploitation of the plasmonic
properties of metallic nanostructures. Since the SERS has
paved the way to the single-molecule sensitivity [3], the inter-
est for SERS has grown exponentially [4].

Nowadays, SERS is a well-known versatile technique used
to detect and identify chemical and biological species [5, 6].
The surface roughness [7] of films or nanoparticles [8, 9]/
nanostructures [10] is a key point to enhance the electromag-
netic field [11] for SERS measurements. High confinement of
electromagnetic fields can be associated with the optical prop-
erties of metallic nanostructures as the localized surface plas-
mon resonances [11]. However, surface roughness is hard to
control and it is most desirable for SERS applications to have
reproducible and robust signals. Therefore, nanoscience and
nanotechnology have been extensively used in recent years for
SERS applications [11-13], especially nanofabrication [14]
using techniques such as electron beam lithography [11, 12,
15-17], focused ion beam [11, 18], nanoimprint lithography
(soft [11, 19-21] and hard [15]), and nanosphere lithography
[11, 20, 22]. With these nanostructured samples, SERS now
covers fields like biosensing [4], electrochemical and
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environmental analyses [14], and new multi-techniques [13]
such as femtosecond stimulated Raman spectroscopy (FSRS)
[23] or tip-enhanced Raman spectroscopy (TERS) [24].

The influence of the nanostructure geometry and as a con-
sequence of their optical properties on the SERS signal was
intensively studied for nanostructure on Si [4, 14, 17] but less
on glass [25] substrate or metallic layer. Some comparisons
between flat gold and nanostructures on a gold layer on Si [26]
are reported. In other fields of study, some comparisons be-
tween properties of square nanoparticles on a glass substrate
[27] and on a gold film layer [28] were done with an investi-
gation of field-enhancement effects in regular arrays by using
two-photon luminescence microscopy [29]. Due to its strong
resonance peak in the visible range, its chemical stability in
air, and its biocompatibility, the gold is used for our
experiments.

Here, we report on a systematic way to improve sensitivity
of SERS based on an array of gold nanostructures. By the
addition of a thin gold layer (30 nm) under the array, we show
a significant enhancement factor of the SERS signal of
thiophenol deposited on the sample. The gold underlayer adds
no complex step on the manufacturing process and even eases
the realization of samples as well as their robustness. Mea-
surements are done for three excitation wavelengths (633,
660, and 785 nm), two geometries of nanostructures (disks
and lines), two types of samples (on gold and on glass), and
several periods and diameters.

Experimental Section

Fabrication of Gold Nanostructures on Gold Underlayer
and on Glass Substrate

First, the D263 Thin Borosilicate Glass substrate is cleaned
with the following protocol: ethanol, acetone, and piranha
solution (3:1 concentrated sulfuric acid to 30 % hydrogen
peroxide solution). Next, a thin gold layer of 30 nm (h,) is
deposited by e-beam evaporation on the substrate. A 2-nm-
thick titanium layer is used as adhesion layer between gold
and glass. An 80-nm layer of polymethylmethacrylate A2
(PMMA A2) was spin-coated on the substrate and then ex-
posed to the electron beam. Several 400x400 um? areas with
gold nanodisks or line arrays were fabricated by electron beam
lithography (NanoBeam). A step of development in 1:3
methylisobutylketone/isopropanol (MIBK/IPA) solution is
used to reveal nanostructures. Next, a 30-nm gold film is
evaporated on the sample. Finally, nanostructures were ob-
tained after a lift-off process in acetone. The samples obtained
are called gold nanostructures (GN) (disks or lines) on a gold
underlayer (GU), so GNGU (Fig. 1a, c, ¢). For the fabrication
of gold nanostructures on glass substrate, the same process is
used without the evaporation of the gold underlayer, and the
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samples are simply called gold nanostructures (GN) (Fig. 1b,
d, f). Due to the absence of a conductive layer under the resist
and the insulating nature of the glass substrate, monitoring of
experimental parameters (current and electron energy) and/or
adding of a sacrificial layer [30] are commonly used to avoid
charge effects. In our experiment, we added a thin layer of
conductive polymer (Espacer 300Z, thickness around
20 nm) on the top of the resist deposited by spin-coating
before the e-beam lithography step in order to avoid charge
effects [31, 32]. Then, before the development step, this con-
ductive thin layer was removed by deionized water during
1 min. Geometrical parameters of nanostructures are a height
of 30 nm (h,) and diameter (D) of 110 nm for disks with
periods (P) of 200, 250, 300, and 210 nm for 300, 350, and
400 nm. Lines with a width of 110 nm are also studied for two
periods (400 and 500 nm).

Nanostructure dimensions were measured by scanning
electron microscopy (SEM, SEMFEG Philips) (Fig. 2) and
confirmed by atomic force microscopy (AFM). Thicknesses
of the different layers were obtained by ellipsometry
(ellipsometry-spectroscopy WOOLLAM) and X-ray (Xpert
MRD Philips).

Deposition of the Thiophenol

Samples are immersed in a 0.1-mM solution of thiophenol
(Ce¢HgS) for 2.5 h to have a saturation of the gold surface, then
rinsed with ethanol for 5 min and dried up with nitrogen.
Thiophenol is frequently used as a probe molecule for SERS
studies as it grafts on metal surface like other alkanethiols
leading to a self-assembled monolayer. In addition, the
thiophenol concentration used for the Raman experiment in
solution is 1 M.

Optical Characterization

SERS measurements were performed using an Xplora spec-
trophotometer from Horiba Scientific with a microscope ob-
jective (100, N.A.=0.9). Measurements were carried out in
air using 633, 660, and 785 nm incident laser wavelengths.
Characteristic Raman modes of thiophenol are observable at
419/1000 cm ! (out of plane C-C-C stretch), 1025 cm™' (out
of plane C-H stretching), 1075 cm™' (C-C-C stretch in plane
and C-S stretching), and 1575 em ! (C-C stretching). The
same acquisition protocol was used for GNGU and GN sam-
ples. In our experiments, SERS signals were obtained and
averaged on several zones of the sample. In addition, for clas-
sical Raman measurements in solution, a macro-objective
with a focal length of 40 mm (N.A.=0.18) and the three ex-
citation wavelengths previously cited were used. All data have
been normalized by the laser power and the acquisition time to
be able to compare them.
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GNGU

Metal (Gold)

Titanium
Glass

Fig. 1 (Top) Schematic representations of the samples used for SERS
detection. Samples are made of an array of gold nanodisks (a) or lines (c)
on a gold underlayer (GNGU) or gold nanodisks (b) or lines (d) on a glass

Results and Discussion
Influence of the Gold Film on the SERS Signal

We demonstrate the influence of the continuous gold
underlayer by reporting the SERS intensity of a periodic array
of gold nanodisks (Fig. 3) and nanolines (Fig. 4) for an exci-
tation wavelength of 660 nm for both types of substrate. For
reference, no characteristic Raman peak is detected on a flat
gold or a flat glass substrate (Figs. 3 and 4).

It is clear from these results that the average SERS in-
tensity of the GNGU samples is significantly higher than
that for GN samples, for the same acquisition time and the
same laser power. Quantitatively, we defined the following
ratio: Igngu/lgn Where Igngu is the peak intensity for the

Gold
Titanium

Glass

substrate (GN). (Bottom) Schematic cross-section views for GNGU (e)
and GN (f)

GNGU sample and /gy for the GN sample. The character-
istic peaks of Raman signal on the nanodisks are increased
by a factor between 5 and 13 for the GNGU sample com-
pared to the GN sample (Fig. 3) and by a factor 2 to 6 for
lines (Fig. 4) depending on the Raman modes (see Table 1
for the 1575 cm ™' peak for all geometries). These results
demonstrate the interest of using a continuous gold layer
under a nanostructured sample to enhance the SERS sig-
nals, with a relatively low impact on the fabrication pro-
cess. In addition, this gain between GNGU and GN cannot
be explained by the increasing of overall gold surfaces,
which would be linked to the number of excited molecules.
Indeed, on flat gold, we have no signal of thiophenol and
only those bonded to the nanostructures contribute to the
detection (Figs. 3 and 4).
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Fig. 2 SEM pictures of gold disks (a) and lines (¢) for GNGU, and disks (b) and lines (d) for GN

We find similar behaviors (see Table 1 and supplementary
data Figures S1, S2, S3) for nanodisks with diameters of
110 nm and three different periods (300/250/200 nm) and also
for lines with a width of 110 nm and a period of 500 nm. Note
that the reflectivity of the substrate has a role in SERS mea-
surements. From the paper of Zhao et al. [33], the SERS in-
tensity increases linearly with the metallic underlayer reflec-
tivity. Our SERS intensities and the reflectivity of gold and
glass substrates used in our experiments are in good agree-
ment with their studies.

2 -
5000 1575 Nanodisks:
1075 With gold underlayer
g 20000 4 1000 —— Without gold underlayer
O Flat surface of:
~ —— gold
2 15000 419 —— glass
[0]
c
[0
=
£ 10000
2] b
i
[} 5000
o]
0t

T L T T 1
500 1000 1500 2000 2500
. -1
Raman shift (cm™)

Fig. 3 SERS intensity of thiophenol for an array of nanodisks with a
diameter of 210 nm and a period of 400 nm on gold (GNGU) (a) and on
glass (GN) (b), for flat surfaces of gold (c) and glass (d)
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For excitation wavelengths at 633 and 785 nm, a similar
behavior is found between the different samples. For an exci-
tation of 633 nm, ratios were measured between 7 and 13.1 for
the four characteristic peaks of thiophenol (419, 1000, 1075,
and 1575 cm™"). For 785 nm, values are between 8.4 and 15. If
we consider only the 1575 cm ™' Raman peak, for all excitation
wavelengths (633, 660, and 785 nm), a gain of one order of
magnitude on the ratio is observed with the disk GNGU (D=
210 nm and P=410 nm) samples.

4500
Nanolines:
4000 With gold layer
— —— Without gold layer
8 3500 -
9 30004 Flat stgface of:
—— Gold
= — Glass
‘o 2500
[
2 2000
£
) 1500 b
i
1000 -
n
5004 ¢
d
0

T T T T T T
250 500 750 1000 1250 1500 1750
Raman shift (cm'1)

Fig. 4 SERS intensity as function of Raman shift for a periodic array of
lines with a width of 110 nm and a period of 400 nm on gold (GNGU) (a)
and on glass (GN) (), and for flat surfaces of gold (c¢) and glass (d)
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Table 1 Integrated peak

(1575 cm™ ") ratio versus disk or
line dimensions for three
excitation wavelengths

Disk dimensions
(diameter-period)

110-200 nm

110-250 nm

110-300 nm

Line dimensions
(width-period)
110-400 nm

110-500 nm

Integrated peak ratio Disk dimensions Integrated peak ratio
Igngu/Igh (diameter-period) Igngu/Igh

2.9 at 633 nm 210-300 nm 5.9 at 633 nm

6.2 at 660 nm 10 at 660 nm

24.3 at 785 nm 23.8 at 785 nm

2.6 at 633 nm 210-350 nm 6.9 at 633 nm

5.3 at 660 nm 13.5 at 660 nm

16.2 at 785 nm 19.2 at 785 nm

2.8 at 633 nm 210-400 nm 12.4 at 633 nm

5.9 at 660 nm 9.9 at 660 nm

15.9 at 785 nm

Integrated peak ratio

Ioncu/lon
3.3 at 633 nm

2.7 at 660 nm
3.5 at 633 nm

1.2 at 660 nm

10.2 at 785 nm

Quantification of Enhancement Factor and Discussion

The enhancement factor (EF) is defined by

EF = [SERSNRaman/IRamanNSERS ( 1 )

where Isgrs and I aman are, respectively, the Raman intensities
for thiophenol adsorbed on the nanostructured surface and for
thiophenol in solution. Nggrs and Nraman are the numbers of
thiophenol molecules on the sample surface and in the bulk
illuminated by the laser, respectively. Typically, EF can be as
much as 10*-10°. For the number of thiophenol molecules on
the sample surface, we define Nggrs as

agreement with literatures and are comprised between 1.1 x
10° and 3.7x 10° depending on the excitation wavelength and
parameters of the nanostructures.

To get a better understanding of these results and to esti-
mate the behavior of the Raman gain, it is useful to look at the
link between the excitation wavelength, the Raman shift, and
the plasmonic resonance of this type of structure (Figure S3:
extinction profile) [36, 37]. Figure 5 displays the relative
SERS intensity of the characteristic peaks of thiophenol as
function of the Raman shift for different excitation wave-
lengths. We compare these intensities to the experimental
plasmonic resonance obtained through the extinction profile,
for an array of nanodisks with a gold underlayer (GNGU

SSD’UCIUY‘CS
Nsgrs = Na X Scollected X —5— X Osurf (2) ——
P Characteristic peaks for. | | Extinction profile at:
2,0 = 633nm 633 nm
. — . . 4 660 nm —— 660 nm
Ny is Avogadro’s number (mol 1), Scollected 18 the surface illu- 1,81 * 785nm — 785nm 420000

minated by the laser, and Sojiecea™ 144 um? in our configura-
tion. Sspuctures 18 the sum of the lateral and top surfaces of the
nanodisk. P is the period of the nanodisks, and o, represents
the surface coverage density of thiophenol, which is around
[26] 0.54 nmol/cm?. In the Raman experiment (solution), the
number of excited molecules Ngaman is 4.22 % 10", This num-
ber is calculated from the following equation [34]: Nraman=
NACV where C is the used concentration of thiophenol (1 M)
and Vs the scattering volume ¥’=7 nL. An EF of 3.9x 10’ for
ananodisk array on a glass substrate with similar disk size and
periodicity (D=180 nm and P=450 nm) was obtained in lit-
erature [35]. In our case, the presence of the thin gold film
significantly increases the EF. For disks with 210 nm of diam-
eter and 400 nm of period, we measured an EF around 2.4 x
10° for 633 nm, 9.7 10° for 660 nm, and 3.8 x 107 for 785 nm.
EFs obtained without the gold underlayer are in good

{

1,44 _
15000 S
1,24 ©
' s
10000 -2
0,8 3]
£
0,6 ; =]
i

041 35000

Relative SERS intensity (a.u)
°

: : : . . : 0
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750
Raman shift (cm™)

Fig. 5 Comparison between the relative SERS intensities of four
characteristic peaks of thiophenol (419, 1000, 1075, and 1575 cmfl)
and the extinction profiles, for different excitation wavelengths (633 nm
(squares, a), 660 nm (triangles, b), and 785 nm (diamonds, c)). These
measurements were made on nanodisks on a gold underlayer with D=
210 nm and P=400 nm
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Lines:
I With gold underlayer
Il Without gold underlayer

Disks:
[l With gold underlayer
[ ] without gold underlayer

SERS E.F

633 660 785
Excitation wavelength (nm)

Fig. 6 Evolution of the SERS enhancement factor, at 1575 cm' !, for
three excitation wavelengths. a, b, ¢, and d are, respectively, EF for
gold nanodisks (D=210 nm, P=400 nm) of GNGU, GN, gold lines
(W=110 nm, P=400 nm) of GNGU, and GN

sample). For the three excitation wavelengths, the relative
SERS intensities of each peak (symbols) follow the same
trend as the extinction profiles (lines a, b, ¢). This is in agree-
ment with several publications [38—40], which have reported
the key role of the plasmonic resonance on the SERS intensity.

Furthermore, for 210-nm disks with a period of 400 nm for
the two types of sample (GNGU and GN), we find AgpgnGu=
664nm and Agpgn=769nm (Figure S3), where Agp is the plas-
monic resonance wavelength of each sample. We can see that
AspGgnGu 18 closer to the excitation wavelength of 660 nm than
Aspgn and this can explain part of the experimental SERS gain
between GNGU and GN.

In addition, coupling between surface plasmon polariton
and localized surface plasmon could also provide further
SERS enhancement [41]. This coupling has been already
shown experimentally and demonstrated for samples with a
glass substrate with a SiO, spacer between gold nanodisks and
gold film [35, 42]. The possibility to have the excitation of
localized and propagating surface plasmon modes can be also
obtained with microhole arrays in thin Au films [43]. Finally,
in contrast to classical structures with a metallic array on glass
or Si substrates, where only the localized plasmon resonance
(LSPR) can be excited and is primary contributor to SERS
signal, here, a uniform layer supports the propagating surface
plasmon (PSP) resonance. Due to the large numerical aperture
of our setup (0.9), such coupling between the different modes
is possible and could provide a better SERS intensity.

Finally, some of the EFs obtained with GNGU and GN
samples for arrays of nanodisks and lines are shown in
Fig. 6. We observe that the overall enhancement factor of
nanodisks is higher than that for lines, showing the difference
between a 1D and a 2D lattice and in agreement with the
higher confinement of electromagnetic field in nanodisks.
Note that EFs are normalized by the nanostructure surface.
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EFs increase from 633 to 785 nm by a factor around 10,
which is in good agreement with previous results showing the
importance of the excitation wavelength as function of the
diameter [44] for disks. A further optimization of the optical
response could be done by replacing the titanium adhesive
layer by 3-mercaptopropyl-trimethoxysilane (MPTMS) in or-
der to reduce the optical damping [45] where a gain around 10
is obtained in replacement of the chrome (also used as adhe-
sive layer for gold on glass) by MPTMS, by increasing the
thickness of the gold layer or by reducing the gap between
nanostructures to obtain zones of stronger EM fields [46].

Conclusion

In summary, in the context of plasmonic substrates, placing
gold underlayer film under regular disk or line arrays has
allowed demonstrating a significant improvement of the
SERS effect, which can be controlled by varying the
diameter/width or the periodicity of nanostructures. Further-
more, the reproducibility as well as the homogeneity of the
nanostructure realization is improved by adding such gold
underlayer, which is also of great interest for industrial appli-
cations. Enhancement factors, EFs, close to 6 x 107 were mea-
sured with thiophenol. Independently of the geometrical pa-
rameters (110 and 210 nm disks with periodicities from 200 to
400 nm and lines of 110 nm of width and periods of 400 and
500 nm) and the excitation wavelength (633, 660, or 785 nm),
a gain of one order of magnitude is observed for gold nano-
structures on gold underlayer substrates in comparison to clas-
sical gold nanostructure substrates. This approach could be
generalized to other nanostructures (pyramids, nanorings) to
improve the performance of biosensors based on the exploita-
tion of the optical properties of the nanostructures such as SPR
sensors or other plasmonic enhanced spectroscopies.
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I1.3. Spécificité des échantillons sur un film d’or

Comme nous I’avons montré, un substrat déposé sur un film d’or (or/or) présente un avantage
important en termes d’exaltation par rapport aux échantillons déposés sur un substrat de verre
(or/verre). Grace a une exaltation supérieure, leur utilisation en tant que capteur SERS est donc
parfaitement adapté au projet Piranex. D’autant plus que les travaux de Mitradeep Sarkar® et
d’Aurore Olivero® ont permis de valider le bon fonctionnement de ces substrats en SPRi avec
une trés bonne sensibilité. Cela signifie que de tels substrats peuvent étre directement utilisés
dans 1’appareil bimodal SPRi/SERS développé dans le projet Piranex. Au vue de ces bons résul-
tats, nous avons décidé de ne pas considérer d’autres géométries de nanostructures, mais plutét de
nous focaliser sur 1’étude des propriétés plasmoniques de ces substrats pour une exploitation
maximale dans le cadre de la détection bimodale.

11.3.1. Directivité du SERS

J’ai donc effectué une série d’études pour caractériser le plus exhaustivement possible les pro-
priétés plasmoniques des nanoparticules déposées sur un film d’or. Dans un premier temps, des
mesures de spectres d’extinctions et SERS furent réalisées pour différents angles d’incidence,
permettant de déterminer la relation entre les différents modes plasmoniques et 1’exaltation mesu-
rée en SERS. J’ai constaté que I’exaltation du signal Raman vient principalement du mode de
Bragg, qui correspond au couplage entre le plasmon délocalisé et le réseau de nanostructures.
Ainsi, ’excitation de ce mode dépend fortement de 1’angle d’incidence de la lumiére, ce qui im-
pligue une intensité SERS fortement directionnelle.

L’article décrivant ce phénoméne en détails est présenté ci-apres, les échantillons furent fabriqués
a ’IEF (Institut d’électronique fondamental), par J.-F. Bryche, I’ensemble des expériences ainsi
que la rédaction de I’article furent effectués par moi-méme et les simulations furent réalisées par
Mitradeep Sarkar au LCF (Laboratoire Charles Fabry). Le LCF travaille depuis plusieurs années
sur un code de simulations basées sur la décomposition en éléments finis, qui est une technique
génerique de simulations pour tout systeme deécrit par des équations aux dérivées partielles et
découpé sous forme d’un maillage discret. La technique peut étre appliquée a la résolution des
équations de Maxwell et le code présente de trés bonnes performances. Cette grande expertise
dans I’outil de simulation a mené le LCF a étre le partenaire chargé des simulations du projet
Piranex.
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Abstract

®

CrossMark

Directional plasmon excitation and surface enhanced Raman scattering (SERS) emission were
demonstrated for 1D and 2D gold nanostructure arrays deposited on a flat gold layer. The
extinction spectrum of both arrays exhibits intense resonance bands that are redshifted when the
incident angle is increased. Systematic extinction analysis of different grating periods revealed
that this band can be assigned to a propagated surface plasmon of the flat gold surface that fulfills
the Bragg condition of the arrays (Bragg mode). Directional SERS measurements demonstrated
that the SERS intensity can be improved by one order of magnitude when the Bragg mode
positions are matched with either the excitation or the Raman wavelengths. Hybridized
numerical calculations with the finite element method and Fourier modal method also proved the
presence of the Bragg mode plasmon and illustrated that the enhanced electric field of the Bragg

mode is particularly localized on the nanostructures regardless of their size.

Keywords: surface enhanced Raman scattering, plasmon, gold, grating

(Some figures may appear in colour only in the online journal)

1. Introduction

Metallic nanostructures have proved to be very useful for various
applications owing to their capability to confine electromagnetic
(EM) fields at the nanometric scale by the excitation of surface
plasmon resonances (SPRs) [1-4]. One of the most relevant
applications of this effect is surface enhanced Raman scattering
(SERS), which is a highly sensitive spectroscopic technique for
the detection of molecules and the analysis of their chemical
structures [5—11]. In fact, the SERS effect has been observed for
a large variety of metallic nanostructures [12—17], fabricated by
various techniques such as chemical synthesis, electrochemical
etching and nanolithography [18-26].

0957-4484/16,/115202+-08$33.00

Recently, directionality of SERS in regularly structured
or flat metal substrates has been reported in several publica-
tions as a useful technique to control SERS efficiency. First, a
basic angular dependence of the SERS signal was reported for
a flat metallic surface in the Kretschmann configuration. In
such works, it was shown that the maximum of SERS
intensity is reached when the angle matches the angle of the
SPR excitation of the flat metal surface [27-29]. In this case,
the SERS signal dependence is only due to the angular
dependence of the plasmon excitation. For nanostructured
surfaces, some advanced angular plasmonic and SERS studies
have been performed. For instance, Chu et al have studied a
double resonance SERS substrate [30], namely a combination

© 2016 IOP Publishing Ltd Printed in the UK
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of a gold nanodisk array and a gold film with a thin dielectric
spacer. This SERS substrate shows that local field enhance-
ment around the nanodisk is very sensitive to the excitation
angle. This effect is essentially due to a coupling of the
localized surface plasmon (LSP) of the gold nanodisks with
the propagative surface plasmon (PSP) of the gold film.
Moreover, Baumberg et al have reported a comprehensive
extinction and SERS angular study on a two-dimensional
nanohole array in a gold film [31]. A directionality of the
SERS emission was found and explained by the excitation of
plasmonic modes originating from the periodicity of the
nanoholes. Thus, these previous studies featured SERS
directionality as a result of directional excitations of complex
surface plasmon modes. However, their general behaviors
have not yet been clearly determined because of the lack of
systematic studies of their structural parameters. In addition,
little was pointed out for the coupling of SERS emission
processes with such plasmon modes.

In this paper, we present a complete study of the angular
dependence of the plasmon excitation and of the SERS signal.
This study has been performed with 1D and 2D gold
nanostructure arrays deposited on a flat gold film, which
sustain both LSP and PSP. In order to examine complex
surface plasmon modes excited in the fabricated SERS sub-
strates and their contribution to the SERS intensities, the
grating period of the gold nanostructure array as well as the
excitation wavelength have been systematically changed. The
nanostructured arrays were realized by electron beam litho-
graphy, that allows the fabrication of regular and reproducible
nanostructures leading to predictable EM field enhancement
[32—41]. Numerical simulations were carried out to calculate
the EM field intensity and its near-field distribution, and were
compared with our experimental results. In this paper, we
discuss the directional SERS as an intrinsic property of all
periodic structures, which can be simply explained by the
excitation of PSPs which satisfy the Bragg condition of the
arrays at certain angle of incidences. This work demonstrates
that an intensity gain of one order of magnitude can be
obtained just by tilting the sample, and that the collection
angle must be optimized to reach the highest SERS signals.

2. Results and discussion

2.1. Directional extinction analysis

As shown in figures 1(a), (b) and (c), we used two different
nanostructures for these studies: nanolines (30 nm in height
and 100 nm in width) and nanodisks (30 nm in height and
with a diameter of 220 nm) with an underlying thin gold film
(30 nm in height). The width or the diameter of the nanos-
tructures is fixed for all experiments. Directional extinction
spectra were recorded using a low numerical aperture objec-
tive (NA = 0.25) and by tilting the sample with respect to the
optical axis, as shown in figure 1(c).

As shown in figure 2(a), the extinction spectra of the
nanoline array exhibit two resonance peaks: one between 650
and 800 nm and the other beyond 850 nm. The positions of

both peaks are highly dependent on the excitation angle and
on the period of the nanoline array (figure 2(b)). The reso-
nance position of both peaks undergoes a linear redshift with
the angle of incidence. One can also notice that the slopes of
the curves increase when the array period increases from
300 nm to 500 nm. We can then observe a clear dependence
of the resonance on the measurement angle and the array
period. Similar behavior is also observed for the 2D array
with nanodisks: linear dependence of the resonance position
on the measurement angle. In this case, resonance positions of
both the peaks are close to those measured for the 1D array of
nanolines. Thus, it indicates that the resonance position is
independent of the shape of the nanostructure, and is only
related to the period of the array.

A similar phenomenon has been reported by Xu et al on
1D metal grating structures [42]. They explained the shift of
resonance position as an excitation of different modes of the
PSP. In our case, the excitation of the two plasmonic modes
could be explained as follows. Because of the presence of the
flat gold film below the grating [43, 44], the PSP can be
excited. Its wave-vector in the plane parallel to the metal—
dielectric interface (k,) can be written as [45]

2

ny &m(w)
kgn = ko | —— 1
PP ’ ndz Em (W) o

where ¢&,(w) is the complex permittivity of the metal,
ko = 2w/ is the free space wave-vector for the wavelength
A and ny is the refractive index of the dielectric medium. ny is
equal to n, (refractive index of air) when the PSP is excited at the
metal—air interface and is equal to n, (refractive index of the glass
substrate) when the PSP is excited at the metal—glass interface.

When the wave-vector of the PSP matches the Bragg
vector (kg = 2m/P, where P is the grating constant) of the
array, a highly confined electromagnetic field is created
around the nanostructures due to the constructive interference
of the PSP at the positions of the nanostructures. This mode is
called the Bragg mode (BM) in analogy to Bragg diffraction
in periodic structures. The condition for the excitation of the
BM can be written as [46]

kBM = kspp + kB (2)

where kg is the in-plane wave-vector given by kg sin 6. The
analytical solution of equation 2 (shown as solid lines in
figures 2(b) and 2(c)) is in good agreement, for all periods and
geometries, with the experimental position of the plasmon
resonances. This confirms that the resonance depends only on
the array period and on the measurement angle and not on the
nanostructure shape. The mode at lower wavelengths (BM,)
is due to the fulfillment by the PSP of the condition at the
metal-air interface, and the mode at higher wavelengths
(BM,) is due to the fulfillment of the condition at the metal—
glass interface. Bragg modes of higher order are not observed
since the grating periods are smaller than the wavelengths of
our measured spectral range. It should be noted that the LSPs
of both nanolines and nanodisks are visible around 550 nm
and their positions exhibit no angular dependence (data not
shown).
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(660, 785 nm)

Figure 1. (a) Schematic diagram of the nanoline and nanodisk substrates. (b), (c) SEM images of nanolines (b) and nanodisks (c) with a
period of 400 nm. The scale bars are 500 nm long. (d) Schematic diagram of the SERS and extinction configuration with respect to the
substrate. For SERS, both excitation and collection are done with a 10 x microscope objective (NA = 0.25). For extinction measurement, the
excitation is done in transmission configuration using white light illumination from below the sample whereas the transmitted light is
collected with the 10x objective. For all experiments, the excitation polarization is transverse magnetic (TM) and the wave-vector K is

parallel to the grating axis, meaning an azimuthal angle of 0°.
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Figure 2. (a) Extinction spectra for different 6 angles on nanolines with a 400 nm grating period. (b), (c) Plasmon resonance position as a
function of 6 angle for three different periods for nanolines (b) and for nanodisks with a 400 nm grating period (c). The solid lines represent
the analytical solution of equation 2 for the corresponding grating periods.

2.2. Directional SERS intensity analysis

To measure the SERS signal, thiophenol was used as a probe
molecule because of its high Raman cross-section and the
strong affinity of the thiol group towards the gold surface.
Such a molecule also a homogeneous self-assembled

monolayer giving a reproducible SERS signal [47]. Several
intense Raman peaks of thiophenol are observable at 419,
1000, 1024, 1075 and 1575 cm™'. The most intense band is
observable at 1075 cm ™' and was used to measure the SERS
intensity. Figure 3 shows the SERS spectra of thiophenol
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Figure 3. SERS spectra of thiophenol recorded on the nanolines
(width = 100 nm and grating period = 400 nm) at 660 nm.
Excitation angles 6 are 0° (solid black line) and 34° (dashed
red line).

recorded on nanolines with a grating period of 400 nm
for two excitation angles, # = 0° and 34° (excitation wave-
length = 660 nm). A clear increase of the SERS signal is
noticed for the excitation angle of 34°, indicating an angular
dependence of the SERS intensity.

To demonstrate this, the SERS intensity was experi-
mentally recorded as a function of the incident angle 6 in the
range [0, 50°] at three different wavelengths (633, 660 and
785nm) on the nanoline array for three different grating
periods (300, 400 and 500 nm), and on the nanodisk array for
a grating period of 400 nm (figure 4).

Strong variations of the SERS intensity were observed
depending on the angle with intensity peaks at specific angles. At
these angles, the intensity is between five and ten times higher
than that measured at normal incidence (6 = 0°). The systematic
study reveals that large intensity peaks for the SERS signal are
obtained when the BM, are excited, whereas smaller peaks for
the SERS signal are observed when the BM,, are excited. Hence,
it can be considered that the improvement of SERS intensity at a
certain incidence angle is caused by the excitation of the BM,.
The angle of incidence which satisfies the condition for excitation
of the BM increases when the excitation wavelength is redshifted
or when the grating period is increased.

The smaller values of the SERS intensity at the positions
of BM, are due to the confinement of the EM near-field of the
BM, at the metal-glass interface. Furthermore its decay
length is not long enough to produce a high field enhance-
ment at the interface between gold and air, where the thio-
phenol molecules are located. We have also observed that the
extinction values corresponding to the BM, were lower than
those for the BM,.

It is also interesting that we observe a second maximum
at the angle where the emission wavelength (\g) matches the
BM resonance conditions marked by vertical dashed lines.
This indicates that the Raman scattering couples with the
BMs. Thus the Raman scattering depends on the directional
emission of BMs.

Finally, we found similar behaviors between 1D nano-
lines (figures 4(d), (e) and (f)) and 2D nanodisks (figures 4(j),
(k) and (i)) when they have the same 400 nm grating period,
even though they have different geometries. These angular
dependences of the SERS intensity imply that they would be
sensitive to only the grating period, and not to the geometry
of the nanostructure.

In order to explain the experimental results, the angular
dependence of the SERS intensity was numerically simulated
based on the local EM field intensity calculation using a hybrid
of the finite element method (FEM) and the Fourier modal
method (FMM) [48, 49]. The SERS intensity is generally
considered to be proportional to the local EM field intensities at
the excitation wavelength (\.x) and the Raman scattering
wavelength (\g). By introducing the excitation angle 6. and
the Raman collection angle 6y, the SERS intensity Isgrs in our
experiments can be analytically expressed as [51]

Isgrs ¢ EX (Mexs Oex) X EZ (g, OR) 3)

where E2, and Ex are the local EM field enhancement
normalized by the EM field intensity of incident light E; at
the excitation wavelength ()\.) and Raman emission
wavelength (\g) respectively [50, 51]. 6, and O are the
same angle in our case. The right-hand side of equation 3
represents the SERS gain in the EM enhancement
mechanism.

In figure 5, spatial distributions of the calculated SERS gain
at the gold—air interface, where the molecules are adsorbed, are
illustrated for the 100 nm width nanolines and the 220 nm dia-
meter nanodisks considering a grating period of 400 nm. For the
calculation, the excitation wavelength at 660 nm was used, and
the incident angles were taken at 0° and 34° to the plane of normal
incidence. The 34° angle corresponds to the maximum SERS
intensity for these specific experimental conditions (figures 4(e)
and (k)). When 6., and 0y are 0°, the effective SERS gain is only
observable at the edge of nanostructures, which can be assigned to
a small contribution of LSP excitation. In contrast, when 6., and
Or are 34°, a SERS gain stronger by one order of magnitude is
observed compared to the 0° angle. Moreover, the SERS gain
comes from the entire nanostructure and is not limited to the
borders. In addition, the SERS signal is also enhanced on the gold
film between the cylinders. Although the signal from the nanos-
tructures would dominate the SERS intensity, the contribution
from the flat surface might not be ignored. This means that nearly
all the molecules deposited on the gold surface contribute to the
SERS signal due to the excitation of the BM.

The experimentally obtained angular dependence of
SERS intensity was calculated from the integral of the SERS
gain over the whole surface shown in figure 5. The total
SERS gain is as follows:

Gtotal = j; Eezx(>\ex, gex)Elg()\R’ 9R)dS (4)
The calculated Gy, is superimposed in figure 4 (red solid
lines). The numerical calculations reproduces the exper-
imental peak positions and the angular dependence in each
condition. Therefore, the coupling of the excitation and
emission light with the BM is the main factor that improves
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Figure 4. Experimental (dots) and numerical (solid red line) angular dependences of the SERS intensities at different excitation wavelengths
(633, 660 and 785 nm) on nanolines (a—i) with grating periods from 300 to 500 nm and on nanodisks (j-1) with a grating period of 400 nm.
Vertical lines indicate the angles of BM excitation at the excitation (solid) and emission (dashed) wavelengths.

the SERS signal in our substrate. However, for the
experimental peaks, the intensity contrast is much lower
and the full widths at half maximum of the peaks are larger
than those observed with the simulated peaks. This could be
explained by the fact that we used a microscope objective
with a non-zero NA, which means that the excitation and
the collection angles have a certain distribution. Thus, the
decrease of the contrast and the broadening of the peaks result
from the lower angular resolution. In addition, the roughness
of the nanostructure is not taken into account in the
simulation, and can also induces a higher SERS signal at

unexpected angles, decreasing the experimental intensity
contrast. However, these simulations confirm the high
directivity of the SERS signal for specific and precise angles.

3. Conclusion

We demonstrated that, in the case of a nanostructure grating
over a metallic film, the propagating surface plasmon couples
with the grating, which results in the Bragg mode. Due to this
coupling, there is a specific resonance angle for each
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Figure 5. Spatial distributions of the calculated SERS gain for 100 nm width nanolines (a), (c) and for 220 nm diameter nanodisks (b), (d) at
660 nm excitation. The periodicity is set as 400 nm. The incidence and emission angles 6 were 0° (a), (b) and 34° (c), (d). The excitation
polarization is transverse magnetic (TM) and the wave-vector K is parallel to the grating axis.

wavelength of interacting light that induces a strong increase
of the SERS signal. This induces a directivity of the SERS
emission and thus might be useful for future applications in
SERS. Thus, in a setup where one needs to work at long
distances, the knowledge of this behavior might be critical for
the optimization of the SERS signal.

4. Methods

A thin gold layer of 30 nm was deposited on a glass substrate
by electron beam evaporation. Then gold nanostructure arrays
were designed on the gold film by electron beam lithography
followed by a lift-off process. Surface functionalization was
done by immersing the substrate for 150 min into a solution
of thiophenol (10~* M) dissolved in ethanol. SERS spectra
were recorded with commercial confocal Raman micro-
spectrometers with a set of continuous wavelength lasers
(A = 633, 660 and 785 nm). A Horiba Scientific LabRam
spectrometer was used at 633nm and a Horiba Scientific
Xplora spectrometer was used at 660 and 785 nm. For each
spectrometer, the Raman measurements were carried out in
backscattering configuration through a 10x objective
(NA = 0.25). Incident laser power was measured at the
sample position and adjusted to 3 mW with a neutral density
filter (ND) for all laser wavelengths. Extinction spectra were
recorded with the same spectrometer as SERS measurements,
after removing the edge filters. A halogen lamp was used as
white light source in transmission configuration (figure 1). A
reference spectrum was acquired on the flat gold surface for
each incident angle far from the nanostructures and the
extinction was calculated as the logarithm of the ratio
between reference spectrum and the spectrum acquired on the

grating log (ly/1).
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Dans cet article, nous n’avons pas comparé les propriétés plasmoniques de ces réseaux déposés
sur un film d’or avec les mémes structures déposées sur un substrat diélectrique. Une telle com-
paraison est présentée sur la Figure 2, sur laquelle on peut observer que tout effet de directivité
du signal SERS disparait dés lors qu’on se place sur un simple substrat de verre.

p-oomm o
= nm 140k ]
g P = 400 nm I
S Avec film dor > 120K H 1
' ‘D 100k 1
£ 1
£ 80kq  Avec film d’or + I 1
@ 6o0k{ | % (1 40 ]
: S fl da ¢ 40k : * % : rAq iAo
ans rim aor i J A
20k 4 .Sgnsfllmdor . & 5 e b 1
§ [ I IR N
O T T

5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Angle 0 (°)
Figure 2 : Comparaison du profil angulaire d'intensité SERS avec (triangles rouges) et

sans (cercles noirs) le film d'or pour des réseaux de nanocylindres de diamétre 200 nm et
de période constante de 400 nm. Longueur d’onde d’excitation : 660 nm.

J’ai pu constater de méme que, quel que soit I’angle d’excitation, I’intensité émise en présence du
film d’or est supérieure a celle émise dans le cas du substrat de verre. Ces résultats sont en accord
avec les expériences précédentes.

Nous pouvons donc en conclure que la principale contribution a I’exaltation SERS pour ces subs-
trats or/or est due aux modes de Bragg. En effet, dans une configuration standard, avec un objec-
tif de microscope possedant une large ouverture numérique, tous les angles sont inclus dans
I’excitation et la collection, ce qui permet d’exciter le mode de Bragg quelle que soit la longueur
d’onde d’excitation. De plus, la position du mode de Bragg ne dépendant que de la périodicité du
réseau, cela signifie que quelle que soit la taille ou la forme des nanostructures, I’excitation de ce
mode offrira une forte exaltation.

Un autre interét de cette propriété réside dans 1’optimisation du signal Raman. En effet il est pos-
sible en illuminant astucieusement la pupille d’entrée de 1’objectif de microscope d’envoyer la
lumiére du laser excitateur selon un angle donné compris dans 1’ouverture numérique de
I’objectif. Ainsi en excitant seulement avec le bon angle, il serait possible de minimiser la puis-
sance laser d’excitation tout en conservant la méme intensit¢ SERS. Ainsi par rapport a une con-
figuration classique ou I’on éclaire toute la pupille de 1’objectif, cela serait utile d’exciter le subs-
trat en utilisant uniquement les angles « utiles » a 1’exaltation SERS. Une telle configuration
pourrait avoir des applications importantes lors de la caractérisation en SERS ou de son utilsia-
tion en tant que capteur car les fortes densités de puissance ont tendance a dégrader 1’échantillon
et a empécher 1’observation des molécules déposées a la surface des nanostructures.
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11.3.2. Localisation de I’exaltation

Apres avoir montré que la principale composante de 1’exaltation en SERS est due au mode de
Bragg, nous avons voulu en savoir plus sur les propriétés en champ proche de ces échantillons.
Plus spécifiquement, nous nous sommes intéressés a la distribution spatiale de 1’exaltation du
champ ¢électrique. Ceci présente un intérét pour 1’optimisation du substrat en temps que capteur.
En effet, comme nous 1’avons précisé précédemment, il est préférable d’avoir une exaltation ho-
mogeéne sur les nanostructures afin d’améliorer la reproductibilité et la fiabilité du capteur, car
toute molécule s’adsorbant a la surface participe alors au signal SERS mesur¢.

Nous avons tout d’abord effectué une premicre étude sur des échantillons constitués de nanocy-
lindres déposés sur un film d’or et sur un substrat de verre. Les échantillons furent ensuite fonc-
tionnalisés avec du thiophenol avant le processus de lift-off. Nous avons alors émis 1’hypothése
que le thiophenol s’adsorbait uniquement sur le sommet des nanostructures et pas sur leurs bords,
rendus inaccessibles par la résine PMMA (Figure 3). De plus, nous avons utilisé une solution
concentrée a 1 mM dans 1’éthanol, afin de former une monocouche auto-assemblée sur toute la
surface d’or accessible. Par la suite nous avons effectué le lift-off en plongeant 1’échantillon dans
I’acétone pendant une nuit. Cela supprime donc la résine PMMA et I’or qui est situé au-dessus.

Couche de Thiophenol

I I I I I | /\Aesures SERS Mesures SERS
PMMA

1. Fonctionnalisation avant lift-off 2. Lift-off —» Sommet fonctionnalisé 2. Re-fonctionalisation — Total

Figure 3 : Principe de mesure de la localisation de I'exaltation sur les nanostructures faites
par lithographie électronique.

Nous avons ensuite effectué une série de dix mesures SERS sur chaque échantillon afin de mesu-
rer la valeur moyenne et I’écart-type du signal aprés fonctionnalisation partielle (uniquement
sommet des nanocylindres). Par la suite 1’échantillon fut re-fonctionnalisé avec le méme proto-
cole afin de couvrir cette fois ci toute la surface d’or d’une monocouche de thiophenol (sommet
et bord des nanocylindres). Le méme jour, une seconde série de mesures SERS fut effectuee avec
exactement les mémes parameétres d’acquisition. Nous pouvons ainsi comparer les spectres SERS
avant et apres lift-off (Figure 4), en s’attendant a une différence en terme d’intensité SERS.

Nous constatons cependant (Figure 4) qu’il n’y as pas de différence notable de I’intensité SERS
entre les mesures juste apreés le lift-off et celles apres la seconde fonctionnalisation. En effet nous
avons calculé la moyenne et I’écart-type de 1intégrale de la bande située & 1075 cm™ (Figure 4-c,
4-d) et la différence n’est pas significative que ce soit dans le cas du substrat de verre ou avec le
film d’or sous les nanostructures.
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Figure 4: Spectres SERS moyennés du thiophenol déposé sur le sommet (bleu) et sur toute
la surface de la nanostructure (rouge) pour un reseaux de nanocylindres déposé (a) sur un
film d'or ou (b) un substrat de verre (longueur d’onde d’excitation : 633 nm). Moyenne et
écart-type du signal SERS mesurés sur dix valeurs pour des nanostructures déposées sur
(¢) un film d’or et sur (d) un substrat de verre

De cette étude nous ne pouvons donc pas conclure définitivement étant donné que dans tous les
cas le signal SERS est identique avec une fonctionnalisation partielle ou totale. A la suite de
telles expériences, deux hypotheses peuvent étre proposees pour expliquer cette faible variation
du signal SERS : soit le signal des bords du nanocylindre est négligeable en comparaison au si-
gnal du sommet, soit des la premiere fonctionnalisation, le thiophenol a recouvert toute la nanos-
tructure. Ainsi rien ne confirme notre hypothése initiale que le thiophenol ne s’adsorbe que sur le
sommet des nanoparticules. Par ailleurs nous n’avons aucune preuve de I’herméticité du PMMA.
Cette expérience n’étant pas concluante, nous avons décidé d’en mener une deuxiéme plus perti-
nente.

Pour cette nouvelle étude, une série d’échantillons a été fabriquée par moi-méme a la Centrale de
Proximité en Nanotechnologies de Paris Nord de I’Université Paris 13. Sur une partie de ces
échantillons, une fine couche de silice a été déposée sur le sommet des nanostructures afin
d’éviter 1’adsorption des molécules sondes sur la surface d’or par I’intermédiaire des groupe-
ments thiols. Nous avons ainsi pu déterminer la fraction du signal SERS venant de chacune des
faces des nanostructures et comparer cette fraction pour différents types d’échantillons. Dans
I’article suivant, nous démontrons ainsi que I’exaltation SERS provient presque essentiellement
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des bords des nanocylindres si ces derniers sont déposés sur un film métallique, alors que dans le
cas d’un substrat de verre, 1’exaltation provient essentiellement du sommet des nanocylindres.

En SPR pour des nanocylindres sur un film d’or, il avait déja été montré par le calcul, grace aux
travaux de Mitradeep Sarkar?’, que la majorité de la réponse SPR venait de leur sommet et non de
leurs bords. In fine, pour le développement d’un capteur SPRi/SERS, il sera important de
s’assurer que les bords des nanostructures sont bien fonctionnalisés et restent accessibles aux
cibles dans la solution et que celles-ci se déeposent majoritairement a cet emplacement pour étre
détectées.
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ABSTRACT: Plasmonic properties of arrays of gold nanodisks were investigated to study
the localization of the near-field enhancement at the surface of the nanodisks. To measure
the near field, surface-enhanced Raman spectroscopy (SERS) was performed on different
kinds of substrates with and without an over layer of silica that disabled the possibility for
our SERS probe to adsorb on the top of our structures. Thanks to this, we were able to
determine, depending on the substrate, which fraction of the SERS enhancement was
coming from the top of our structures. We demonstrate that the near-field enhancement is
mainly localized at the top of the nanodisks in the case of dielectric substrate, whereas it

comes from the nanodisk side for metallic subfilm substrate.

B INTRODUCTION

Surface-enhanced Raman scattering (SERS) is a versatile
technique based on the exploitation of the near field
enhancement produced at the vicinity of metallic nanostruc-
tures through their specific optical properties (plasmon
excitation, lightning rod effect, etc.). SERS has received
growing interest, especially due to the huge enhancement of
the Raman signal of molecules that has paved the way of the
single-molecule observation' ™ and with the apparition of new
lithography techniques that enables fabrication of reproducible
SERS substrates.””'* With such substrates, it is thus possible to
control and precisely tune the optical properties of metallic
nanostructures as well as their near-field enhancement
efficiency.'' > SERS method is intensively applied in the
detection field to observe chemical or biological species at very
low concentrations.”*™" In this sensing framework, it is of first
importance to be able to achieve a better understanding of the
near-field enhancement and to optimize it to reach limit of
detection as low as possible. One of the main parameters that
limits such optimization is the nonhomogeneous distribution of
the field around the nanostructure and the localization of the
highest field enhancement.>*™>* Several simulations methods,
such as finite element method (FEM),>>™*" discrete dipole
approximation (DDA)**™* or finite-difference time-domain
(FDTD),”* can be used to predict those properties and thus
help to further optimize them. Those methods are very accurate
when it comes to simulate any properties of the plasmonic
structure as extinction, scattering, or average electromagnetic
field enhancement at the surface of the structures.**™>' They
can also provide some maps of the near-field distribution.
However, this generated near-field distribution is less under-

W ACS Publications © XXXX American Chemical Society

stood and hardly measurable because few experimental
methods exist to measure it actuall. We use SERS to
determine the effective near-field enhancement and its
localization. With electron beam lithography, we produced
specific samples of gold nanodisks capped or not with silica
layers. These latter ones allow us to block the accessibility of
the molecules to the nanostructure surface and as a
consequence to the enhanced near-field. We are thus able to
compare the SERS signal produced by the nanodisks with or
without silica layers and to provide information on the near-
field enhancement localization, averaged on the different part of
the nanostructures.

B EXPERIMENTAL SECTION

Gold Nanostructures. Arrays of gold nanodisks with
diameters (D) from SO to 250 nm were fabricated using
electron beam lithography on two different substrates: ITO-
coated glass slide, commonly used for e-beam lithography, or a
gold film (Figure 1). The ITO substrate is a commercial 0.7
mm thick glass slide already covered with a 160 nm thick
indium thin oxide layer, whereas the gold film substrate is a
commercial 0.7 mm thick glass slide covered by a flat gold layer
with a thickness of 30 + 3 nm. For both substrates, a 140 nm
thick poly(methyl methacrylate) (PMMA) layer was deposited
by spin coating. The PMMA exposition was performed using
the electron beam of a scanning electron microscope, and its
development was done for 40 s in a standard 1:3 methyl

Received: September 26, 2016
Revised:  November 12, 2016
Published: November 14, 2016

DOI: 10.1021/acs.jpcc.6b09717
J. Phys. Chem. C XXXX, XXX, XXX—=XXX



78

The Journal of Physical Chemistry C

s SiOx10nm
Au: 50 nm

Au: 30 nm

Cr: 3nm
- - 510z Subetrate
]

Si0,:10 nm
Au: 50 nm
Cr:3nm

ITO Substrate

Figure 1. (a) Schemes of used samples, and SEM images of the sample deposited on ITO substrate with silica cap (b) at normal incidence and (c)

with a 45° tilt.

isobutyl ketone/isopropanol (MIBK/IPA) solution. The
exposition was performed with the same patterning parameters
for all samples to ensure identical structures. 50 & 3 nm of gold
was deposited by thermal evaporation. To have a good
adhesion of the gold on the ITO or on the glass, 3 + 1 nm
of chromium was deposited before gold. Finally, a lift-off was
done on the sample to remove the remaining PMMA layer and
to produce the nanodisks. To study the effect of the molecular
localization, a silica blocking layer (10 + 3 nm) was sputtered
on top of the nanodisks before the lift-off. For such samples
with silica layer, the probe molecules are expected to be
localized only on the edges of the nanodisks, as the thiol group
(—SH) cannot graft to silica (SiO,). Because we have no probe
molecules on the top of the nanodisks with the silica cap, no
SERS signal could be collected from this region.

The height of the nanodisks is S0 nm, and a constant gap of
200 nm is maintained between the nanodisks, avoiding any
significant near-field coupling. Furthermore, even if the ITO is
a conductive material, we assume that the eventual far-field
coupling between the nanodisks through the ITO substrate is
limited and has almost no impact on the nanodisk properties as
the positions of our plasmon resonances are similar to the ones
measured on nanodisks deposited on glass.”" The period of the
arrays was P = D + 200 nm. A scanning electron microscope
was used to ensure the quality of our substrate (Figure 1). The
grating constant can be accurately verified as +1 nm. The
standard deviation on the diameter of the nanodisks is around
+3 nm for all structures.

Extinction Spectroscopy. Extinction was performed with
an XploRA confocal Raman microspectrometer (Horiba
Scientific) after removing the edge filters. A nonpolarized
white lamp was used to enlighten the substrate in transmission
configuration. The transmitted light was collected with a 10X
magnification objective (numerical aperture of 0.25). A
reference spectrum was also recorded outside the nanostruc-
tures to normalize the transmitted spectrum by the transfer
function of the spectrometer.

Raman Spectroscopy. SERS measurements were per-
formed with the same XploRA confocal Raman micro
spectrometer (Horiba Scientific) in backscattering configura-
tion. The Raman signal was recorded with a 100X
magnification objective (numerical aperture of 0.90) in the
case of ITO substrate to ensure a good collection of signal to
maximize SERS intensity. However, for gold substrate, as it was
demonstrated that the SERS emission is anisotropic,”’ we used
a 10X objective (numerical aperture of 0.25) so that SERS
signal can be measured at normal incidence as well as with a
50° tilt. An excitation wavelength of 660 nm was used. The
spectral resolution was fixed at 3 cm™.

To measure the SERS signal, thiophenol was chosen as the
probe molecule because of its high Raman cross-section and the

strong affinity of the thiol group toward the gold surface.
Thiophenol is also known to form a self-assembled monolayer
on metal surfaces and to not graft to silica surfaces. After UV-
ozone treatment, all nanodisk samples were functionalized with
thiophenol for 1 h in a 1 mM concentrated solution in ethanol.
Several intense Raman peaks of thiophenol are observable at
415, 998, 1023, 1075, and 1575 cm™". For all nanostructures,
five Raman spectra were measured at different locations
randomly distributed. The SERS intensity was determined
using the area of the 1075 cm™! band, as it is the most intense
one. An average intensity was calculated by using the five
Raman spectra, and the standard deviation was used as error
bar.

Electromagnetic Numerical Simulation. The extinction
spectra were calculated numerically to compare with the
extinction spectra obtained experimentally. The numerical
model used is a combination of two well-known methods,
namely, the Fourier modal method (FMM) and the finite
element method (FEM).”>** For the calculations, a plane wave
was considered to be TM-polarized and incident from the side
of the substrate. This is similar to the experimental conditions
used to measure the extinction spectra. The reflectivity (R) and
transmission (T) from one unit period of the structure were
then calculated, and the absorption (A) of the structure was
taken to be A = 1 — R — T. Such extinction spectra were
calculated for different nanodisk diameters (with the range of
50—250 nm with steps of 20 nm).

Similarly, to compare the experimentally obtained SERS
intensity, local electromagnetic intensity was calculated for the
nanodisks arrays using FEM for one unit period of the
structure. For the calculation, a TM polarized plane wave was
considered to be incident from air on the structure arrays with
incident electric field E; = 1 V/m. The local electric field
intensity (I = E*/Ej) distribution for each finite element of
meshed domain was thus calculated. The SERS intensity is
proportional to the product of the local field intensity at the
excitation wavelength and the emission wavelength, integrated
over the surface, where the molecules are expected to be
localized. Thus, from the calculated intensity distribution the
SERS intensity was evaluated as

Ggprs = / Eez;((j'ex) X E}%U»R) ds
Sout (1)

where 1., = 660 nm is the excitation wavelength and Ay = 710
nm is the emission wavelength for the thiophenol band at 1075
cm™". The S, denotes the surface over which the integral was
performed. It was taken as the total surface of the nanodisks for
the samples without the silica layer on top and only the sides of
the nanodisks for the case where the silica layer was considered
on top of the disks.
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Figure 2. (a) Experimental and (b) theoretical LSP; resonance position as a function of nanodisk diameter when arrays are deposited on ITO
substrate. The hollow red dots represent the same mode position with the silica overlayer.

50

100

150 200

Diameter (nm)

100

150
Diameter(nm)

200

Period (nm) Period (nm)
250 300 350 400 450 300 350 400 450
900 -t A ! A ) 1
(a)
850 ]
a00 - 0.8
_ ] BMg 1 E
E 750 . o E 0.6
£ 700+ " 12
< a® o
2 650 n® 1@ 0.4
3 'R 2
= 600 12
550 . 0.2
38
500-..000“9“3333888 1 se0l o ae==- o
i 0 5 250

Figure 3. (a) Experimental and (b) theoretical extinction peak position as a function of nanodisk diameter when arrays are deposited on a gold film
with a normal incident excitation. The hollow red scatters represent the same modes with the silica overlayer.

Period (nm) Period (nm)
250 300 350 400 450 300 350 400 1
900 1 L ! ! X
(a) BMg L
850-| o E
BM _ 0.8
Aeoo- .!. ﬂaea-g
E 7501 .t i s 15 0.6
£ 700 . s 19
=) e c
g o 2
3 650 Py 19 0.4
& s H
T 604325558 ° 12
550 ] 0.2
sl : : ‘ 4 s00/=~ o
50 100 150 200 250 50 100 150 200 250
Diameter (nm) Diameter(nm)

Figure 4. (a) Experimental and (b) theoretical extinction peaks position as a function of nanodisks diameter when arrays are deposited on a gold film
with a 50° tilted excitation. The hollow red scatters represent the same modes with the silica overlayer.

B RESULTS AND DISCUSSION

Extinction Analysis. For the nanodisks on ITO substrate,
because there is no coupling, we observe the localized surface
plasmon (LSP) of the individual nanodisks. Because the
nanodisks are excited with TM polarized light at normal
incidence (incidence direction parallel to the axis of the disks),
the electric field lies in the plane perpendicular to the axis to the
disks, and as a consequence, the excited LSP is the transverse
one in the plane of the disk (perpendicular to the disk axis). We
call it the LSP;.

The positions of the LSP; resonance as a function of the
nanodisk diameter obtained from the experimental and
numerical extinction spectra are shown in Figure 2a)b,
respectively. We observe that the positions of the calculated
extinction spectra match closely to the experimental ones. The
LSP; position is red-shifted with increasing diameters, as
expected, because the LSPy is oriented along the direction

transverse to the axis of the disks and thus the change of disk
diameter has an important effect on the LSP resonance
positions.

For the samples with the silica layer deposited on the top of
the nanodisks, we observe a slight red shift of the LSP;
resonance less than 10 nm (red dots in Figure 2a). A similar
trend of the LSP; resonance shift with a silica layer is also
observed for the numerically calculated extinction spectra (data
not shown).

For the nanodisks on gold substrate, hybrid modes called the
Bragg modes (BMs) are excited. As described in our previous
publication,®® the uniform gold film can support propagating
surface plasmons (PSPs), and Bragg modes are excited when
the in-plane propagation vector of the PSP (k,,) matches the
Bragg wave-vector given by kg = 277/P, owing to the periodicity
(P) of the array. The resonance condition for the BMs depends
purely on the array periodicity and undergoes a red shift with
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increasing periods. The resonance wavelength (4gy) can be
analytically written as 27n;,. sin 6/ gy = kg, & kg, where n;, is
the refractive index of the incident medium and @ is the angle of
incidence with respect to the axis of the disks.

For a periodic array on a thin-metal film, two types of BMs
are excited: the BM, caused by the PSP on the metal—substrate
interface and the BM, caused by the PSP on the metal—air
interface.

The peaks of the extinction spectra obtained experimentally
for the nanodisks arrays on gold substrate are shown in Figure
3a. BM, and BM, are observed for the structures, and the
resonance condition are seen to undergo a red shift with

increasing diameters. The numerically and analytically calcu-

lated extinction spectra also show the presence of the two peaks
(colored map and black lines in Figure 3b, respectively). It can
be noticed that the positions of the extinction peaks correspond
closely with the condition of the BMs excitation. It should be
noted that the red shift of the BMs with respect to the diameter
is due to the fact that the array period is also increased with
increasing diameters (P = D + 200 nm).

A specific behavior is observed when the incident light is no
more perpendicular to the sample surface but comes with an
oblique angle. For this experiment, the sample is tilted such as
the incidence direction is at an angle (6) of S0° with the axis of
the disks. In this case, the two BMs are still excited as expected
and the resonance wavelengths are shown in Figure 4a. These
two modes are observable on the numerically calculated
extinction spectra (Figure 4b) and match closely to the
analytical condition for resonance positions above 600 nm
(plain and dotted lines in Figure 4b). Below 600 nm, a
divergence between the numerical and the analytical models
can be observed because the extinction peaks bend away toward
higher wavelengths with decreasing diameters.

At oblique incidence, the incident electric field (TM
polarization) has two components: one perpendicular to the
nanodisk axis that excites the BM modes and one along the
nanodisk axis. This latter one excites an LSP oriented
perpendicularly to the film and in the disk axis direction (we
will call it LSP; for longitudinal LSP). The change of diameter
of the disks is expected to only induce a slight blue shift with
increasing diameters and constant height owing to the change
of aspect ratio of the disks. For nanodisks of height 50 nm, the
LSP; is expected to undergo resonance at a wavelength around
570 nm.”” Thus when the BM resonance condition is close to
the LSP; resonance condition an harmonic coupling occurs
between these two plasmonic modes. Such coupling results in
the appearance of plasmonic band gaps and an anticrossing
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on gold film with a 50° tilted excitation.

phenomena, as observed numerically and experimentally
between 500 and 600 nm on the Figure 4.

As for the nanodisks directly on ITO, the BM position s are
slightly red-shifted with a silica layer (<10 nm) under both
conditions (normal and tilted incidences). Thus, whatever the
substrate used (ITO or gold), the deposition of a silica layer
and as a consequence the modification of the optical index at
the top of the nanodisks have nearly no influence on the
position of the plasmon resonance and thus on the resonance
itself. In the case of the tilted incidence, a larger effect on the
resonance position can be expected because we excite the LSP;,
that could induce a large field enhancement at the top of the
disk. This is only slightly observed for diameter <100 nm. This
means that the field created by the LSP; is very low compared
with the one created by the BM mode. As a consequence, the
main contribution to the plasmon mode in the tilted
configuration comes mainly from the BM mode and not
from the LSP;.

SERS Analysis. Arrays on ITO Substrate. The exper-
imentally measured SERS intensity for the nanodisks arrays on
ITO substrate as a function of the diameter and the LSP;
resonance position is shown in Figure Sa,c. It can be noticed
that the SERS intensity reaches a maximum for a diameter of
120 nm and an LSPy resonance position close to 650 nm. Such

observation is in agreement with the numerical calculation of
the SERS intensity shown in Figure Sb,d. The LSP; resonance
wavelength is close to the SERS excitation wavelength (660
nm)m, as already previously observed.

When the top of the nanodisks is covered with the silica
layer, we observe a large decrease in the SERS intensity,
confirmed by the numerical calculations (Figure S, red dots).
This demonstrates that a significant proportion of the SERS
intensity comes from the molecules localized on the top of the
nanodisks, and this is a clear evidence that a large part of the
enhanced near-field is localized at this nanodisk surface.

To quantify the field enhancement on the top compared with
the one of the whole nanodisk, we calculated the ratio between
the SERS intensity measured with and without the silica
overlayer, Isgrsyithsiica 1A Isrs without silicw T€SPectively, as a
function of the disk diameter (Figure 6) to be
I

side

(Itop + Iside)

ISERS withsilica

@)

where I, is the SERS signal from the top of the nanodisk and
Iiqe is the SERS signal from the side of the nanodisk. This ratio
directly gives us the proportion of the near-field intensity
coming from the side of the nanodisks (Figure 6).

I SERS withoutsilica

E DOI: 10.1021/acs.jpcc.6b09717
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For both the experimental and numerical results, we see that
the SERS intensity ratio decreases with increasing diameters.
This means that the contribution of the nanodisk side to the
SERS intensity decreases with the diameter and that the top of
the nanodisks gives more and more SERS signal with the
diameter. To be sure that it is not a simple geometrical effect,
we have also calculated the ratio between the surface area of the

sides of the disks (27rh) and the surface area of the disks (2zrh
+ mr*) (Figure 6). We see that this geometrical ratio is always
largely higher than the experimental values. We can conclude
from these results that for the LSP; mode the SERS intensity
comes mainly from the molecules localized at the top of the

nanodisks.
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The top surface contribution goes from ~50% up to nearly
85% of the SERS signal for diameter >180 nm. Indeed, for such
nanoparticles, the near-field enhancement is mainly localized at
the corners of the nanostructures (between the top and the
side) and at the interface between the nanostructure and the
substrate. In the latter case, this enhancement is hardly
exploitable because the field is inside the substrate and very
few molecules can be excited at this interface. Thus the SERS
signal is essentially due to the corners, as can be seen in Figure
7. In our case, the silica layer covers these corners and should
make these ones inaccessible to the molecules, drastically
reducing the SERS signal. It can also be noticed that the
experimental SERS intensity ratio is systematically lower than
the calculated one. This can be due to the fact that the silica
layer is perfectly modeled and does not entirely cover the
nanodisk corners. In this case, the corners can still contribute to
the SERS signal and thus provide higher SERS signal compared
with the experiments.

Arrays on Gold Film. SERS measurements were performed
in the same manner on nanodisks arrays deposited on gold
substrate at normal incidence (Figure 8) and with a 50° tilt in
transverse magnetic (TM) configuration (Figure 9).

For both experimental and numerical SERS intensity the
correlation between the position of the BM and the excitation
or Raman wavelengths is not so clear, and no specific rule can
be actually defined to optimize the SERS signal. However, we
can observe a continuous increase in the SERS signal with the
diameter in the case of the normal incidence (Figure 9). This
behavior can be observed in the simulations, and an additional
sharp SERS intensity increase is observed for diameter 170 nm.
This peak is not present in the experiment, and this can be due
to the fact that a non-null numerical aperture is used for
collection of the SERS signal. Thus several angles for scattered
light and for excitation light are collected and integrated in the
same signal, which means we are averaging the signal of several
angles collected simultaneously. As demonstrated previously,”
the SERS of such substrate is strongly dependent on the
excitation and collection angle. Hence we assume that the
deviation between the experimental and simulated SERS
intensities is due to the difference between the experimental
and simulated conditions for the excitation and collection of the
SERS intensities. For the tilted incidence (Figure 9), we
observe a maximum for a diameter of 150 nm and a signal
increase for low diameters due to the excitation of the BM and
of the LSP; mode, respectively. This time the simulated values
predict very accurately the measured intensity.

We notice that there is almost negligible difference between
the SERS signal recorded experimentally with and without the
silica layer in normal incidence as well as for the tilted
measurements. The same observation can be made for the
numerically calculated values. This is quite clear on the EM
field maps (Figure 7b,c). The top of the nanodisk has an
enhancement factor smaller than 1 on most of its area for both
normal and tilted excitation.

We can conclude from these results that for the BMs the
significant contribution to the SERS intensity enhancement
comes from the molecules localized on the sides of the
nanodisk and that the molecules localized on the top of the
nanodisks have negligible contribution. This is because the BM
result from the PSP is owing to the periodicity of the structure
and so a major portion of the electric-field intensity for these
modes lies in the gaps between adjacent nanodisks.

B CONCLUSIONS

Using different lithographed structures, with and without silica
capping, it has been demonstrated that SERS signals from
molecules deposited on substrates consisting of gold nanodisks
arrays are very different depending on their specific localization
on the structure. More specifically, the main contributions can
be, respectively, attributed to either the top of the disks, in the
case of sole metal disks arrays, or from the disk’s sides, in the
case of the use of underlying gold film. This is indicative of the
regions of high electromagnetic field enhancement and of the
field distribution around the nanostructures; it is in good
agreement in the case of a gold substrate and partial agreement
in the case of ITO substrate with the field calculations
performed using the hybrid FEM/FMM model. It demon-
strates that the field distribution is highly dependent on the
direct environment of the nanostructures and on the substrates
used (dielectric or gold film) and as a consequence on the
nature of the excited plasmon: localized plasmonic mode in the
former case and Bragg mode in the latter case where the
propagating and localized modes are resonantly coupled to the
array periodicity. This observation is also of first importance for
sensing issues. Indeed, to be highly efficient and to reach the
lowest detection limit, it is necessary to capture preferentially
the molecules to be detected inside the highest field
enhancement localization using molecular layer functionaliza-
tion. It means that different strategies have to be developed
depending on the nanostructures used and thus on the SERS
sensor architecture.
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11.4. Optimisation du signal SERS dans le cas de nanostructures de-
posées sur un film d’or

Suite aux résultats présentés dans les articles précédents, la pertinence de tels substrats pour le
SERS est démontrée. De plus, des études en SPRi sur des echantillons analogues ont été effec-
tuées a l’institut d’optique par Mitradeep Sarkar et Aurore Olivéro, ouvrant alors la voie a
I’utilisation d’un méme échantillon pour une détection a la fois en SPRi et en SERS. Dans un
deuxiéme temps, j’ai effectué une étude systématique des plasmons de surface et du SERS en
fonction des parametres des nanostructures, afin d’optimiser le signal SERS.

Des simulations ont été effectuées par Mitradeep Sarkar au sein du laboratoire Charles Fabry
(LCF) a I’Institut d’Optique, partenaire de I’ANR Piranex a partir d’un programme développé en
interne, couplant la méthode des éléments finis (FEM)® et la méthode Rigorous coupled-wave
analysis (RCWA)®. La géométrie optimale des échantillons pour leur utilisation en SPRi a été
calculée selon les parametres suivants : épaisseur du film d’or de 30 nm et hauteur des nanostruc-
tures d’or de 30 nm. Nous nous sommes donc tenus a ces parametres pour la suite des études en
SERS.

Nous avons ensuite tenté de déterminer quelles nanostructures donnaient la plus grande exaltation
en SERS. Nous nous sommes fixés deux périodes pour le réseau de nanodisques : 250 nm et
400 nm, et nous avons fait varier le diamétre des structures de 50 a 200 nm pour une période de
250 nm et de 50 a 300 nm pour la période 400 nm. Pour chacune de ces structures, le spectre
d’extinction a €té mesuré ainsi que les spectres SERS, afin de quantifier 1’exaltation.

Apres un nettoyage a ’'UV-Ozone, 1’échantillon a été plongé dans une solution milimolaire de
benzenethiol dilué dans 1’éthanol. L’échantillon a ensuite été rincé a I’éthanol et séché a 1’azote.

Les mesures d’extinction ont toutes été faites avec le spectrometre XploRa, en transmission en
excitant 1’échantillon avec la lumiére d’une lampe blanche située en dessous de I’échantillon. Les
mesures SERS ont été effectuées avec le méme spectrométre avec une longueur d’onde
d’excitation de 660 nm. Des spectres SERS ont été enregistrés en 10 points différents de la zone
nanostructurée. Pour évaluer I’intensité SERS, I’intégrale des trois bandes du benzenethiol situées
entre 1000 et 1075 cm™ a été calculée, aprés soustraction de la ligne de base. L’intensité de
I’émission SERS a été quantifiée en moyennant les valeurs des dix intégrales, et 1’écart-type de
I’intensité SERS a été utilisé comme barre d’erreur.
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Figure 5: Spectres d'extinction pour des réseaux de nanodisques de différents diamétres,
et une période de (a) 250 nm et (b) 400 nm.

Sur les spectres d’extinction, on peut constater la présence de plusieurs modes plasmoniques qui
dépendent du diameétre et se décalent vers le rouge lorsque le diametre augmente. On peut attri-
buer ces modes aux modes plasmon localisés dipolaires et quadripolaires. Pour les deux périodes,
on observe également un mode situé a environ 500 nm, qui ne se décale pas avec le diamétre,
mais dont I’intensité augmente avec le diameétre des nanodisques. Nous n’avons pas encore attri-
bué cette bande. Enfin, pour la période de 400 nm, pour les diametres plus grands que 130 nm, on
peut voir un mode apparaitre a 655 nm, et qui reste a position fixe. Il correspond précisément au
mode de Bragg BMg, décrit précédemment (voir section 11.3.1). Les positions de tous ces modes
plasmoniques sont tracées Figure 6. Sur cette derniére, on peut constater que le mode plasmo-
nique dipolaire se décale lorsque la période change alors que les positions du mode quadripolaire
et du mode fixe ne changent pas de maniére significative. Ce fort décalage du mode dipolaire est
certainement dd a la présence du BMg situé a 655 nm, qui lui est fortement couplé. Ainsi ils ne
peuvent vibrer a la méme fréquence et le mode dipolaire se retrouve décalé vers le rouge. Ce dé-
calage s’atténue fortement lorsque le diamétre augmente et que la résonance plasmon dipolaire se
trouve éloignée du mode de Bragg.
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Figure 6 : Positions des différents modes plasmoniques en fonction du diametre pour les
deux périodes 250 nm (carré bleu) et 400 nm (disques rouges).
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Figure 7 : Intensité SERS en fonction du diamétre des nanodisques pour deux différentes
périodes du réseau (a) 250 nm (A = 633 nm) et (b) 400 nm (Xex = 660 NM).

Apres avoir fonctionnalisé 1’échantillon avec du benzenethiol, nous avons mesuré ’intensité
SERS a 633 nm pour le réseau de période 250 nm, et & 660 nm pour la période 400 nm. Les résul-
tats sont présentés sur la Figure 7. Pour les deux périodes, on observe que 1’intensité augmente de
maniére monotone lorsque le diamétre des nanocylindres augmente avec la présence de deux
maxima locaux d’intensité pour des diamétres autour de 100 et 180 nm. Pour la période de 400
nm, nous pouvons également constater qu’il y a une forte déviation du signal SERS d’un point a
I’autre, ce qui ce traduit par de grandes barres d’erreurs. Ceci peut étre dd au fait que pour une
grande période du réseau, nous n’avons qu’une dizaine de disques sous notre spot laser, ainsi

toute rugosité aléatoire, méme faible, peut avoir une forte influence sur le signal en SERS.
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Afin de mieux comprendre ’origine exacte de 1’exaltation, nous avons tracé sur la Figure 8
I’intensité SERS en fonction de la position du mode plasmonique quadripolaire, qui se déplace de
maniére quasi linéaire en fonction du diametre des nanocylindres. Nous avons donc extrapolé la
position du mode plasmonique pour les diameétres inferieurs a 90 nm et pour les diamétres supé-
rieurs @ 200 nm pour lesquels nous n’avons pas été capables de positionner le mode, en raison des
bandes se superposant ou de la trop faible intensité de ce mode.

Pour la période de 250 nm, on constate que les maxima locaux sont proches des longueurs d’onde
d’excitation (Aex) 633 nm et de la longueur d’onde de réémission Raman (Ag) 700 nm. Cela signi-
fie qu'une exaltation est portée par ce mode dit quadripolaire. Nous pouvons expliquer la ten-
dance générale d’augmentation avec le diameétre du signal SERS par le fait que, la période du
réseau étant constante, I’espace entre les disques se réduit lorsque le diamétre augmente, ce qui
crée un phénomene de couplage plasmonique qui augmente considerablement le facteur
d’exaltation. Ainsi, la méme tendance est observée pour la période de 400 nm. De plus, les deux
maxima se trouvent autour des 630 et 765 nm pour une excitation a 660 nm et une émission a
708 nm. La propriété du plasmon quadripolaire n’est donc pas retrouvée, cependant il faut
prendre en compte que le mode de Bragg, (BMg) est situé a 665 nm, proche de la longueur
d’onde d’excitation. Or le plasmon quadripolaire est couplé au mode de Bragg, ce qui signifie
que ce mode est qualitativement différent dans cette région et on peut alors supposer que
I’exaltation ne suive pas exactement le comportement attendu.
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Figure 8: Intensité SERS sur les réseaux de période 250 nm avec une longueur d'onde
d'excitation de 633 nm et sur les réseaux de période 400 nm avec une excitation a 660 nm
en fonction de la position spectrale du mode plasmonique quadripolaire. Les lignes rouges
représentent les positions respectives de la longueur d’onde d’excitation et de la longueur
d’onde d’émission Raman.

Nous pouvons donc conclure que pour 1’obtention du plus grand facteur d’exaltation, nous pou-
vons jouer sur la taille des structures et sur la distance qui les sépare. 1l semble que les plus gros
diametres offrent le meilleur facteur d’exaltation, probablement grace au couplage plasmonique
en champ proche entre les nanodisques.
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Dans le cadre du projet Piranex, les dimensions sont en partie fixées par la méthode de fabrica-
tion des nanostructures. En effet, pour éviter un colt élevé de fabrication, les partenaires de
I’institut d’électronique fondamental ont proposé d’utiliser la lithographie par nano-impression
UV (UV-NIL, UV nano imprint lithography). Cette technique permet une fabrication rapide et a
bas colt des nanostructures mais dont la taille est limitée a environ 200 nm. Nous avons donc
choisi de focaliser par la suite I’essentiel de nos études sur ce type de nanostructures (diamétre de
200 nm et période de 400 nm). Nous n’avons pas choisi de plus grands diamétres, car méme si en
SERS, I’exaltation peut étre supérieure, il a été démontré que la sensibilité en SPRi s’en trouve
tres diminuée.
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Conclusion

En conclusion, nous avons dans un premier temps optimisé le signal SERS des échantillons dé-
diés au projet et démontré que la configuration or/or était la plus adaptée a la détection bimodale.
Nous nous sommes ensuite focalisés sur les propriétés spécifiques de ces échantillons afin
d’obtenir une meilleure compréhension des mécanismes d’exaltation du signal en SERS.

Nous pouvons donc retenir que le mode de Bragg, présent sur nos réseaux de nanocylindres d’or
déposés sur un film d’or, permet d’obtenir un facteur d’exaltation SERS supérieur a celui obtenu
a ’aide du plasmon localisé pour des nanoparticules déposées sur un substrat diélectrique. La
position spectrale de ce mode de Bragg dépend de 1’angle d’incidence induisant une directivité du
signal SERS. Enfin la localisation spatiale de 1’exaltation SERS est différente en présence du film
métallique. En effet, sur un substrat diélectrique, 1’exaltation est essentiellement localisée sur le
sommet du nanodisque alors que dans le cas des nanostructures déposées sur un film métallique,
la majeure partie de 1’exaltation provient des bords des nanodisques.

Dans ce chapitre le seul matériau plasmonique étudié¢ fut ’or. Les raisons évoquées précédem-
ment sont sa biocompatibilité ainsi que sa faible absorption dans le rouge, gamme spectrale
d’intérét pour 1’étude par spectroscopie Raman des milieux biologiques (réduction ou élimination
du phénomeéne de fluorescence souvent présent dans les échantillons biologiques). Cependant de
nombreux matériaux ont été utilisés en plasmonique, tels que I’argent, le platine, le palladium, le
cuivre ainsi que ’aluminium. Ce dernier étant extrémement bon marché, et présentant une réso-
nance plasmon accordable dans le visible et I’UV, il a récemment suscité un grand intérét dans la
communauté plasmonique. Je me suis donc également intéressé a ce matériau, afin d’étudier de
plus pres ses potentielles applications en SERS.
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Chapitre Ill. Propriétés plasmoniques des nanoparti-
cules d’aluminium
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Introduction

L’aluminium est un métal qui est naturellement présent dans la bauxite et qui est trés abondant
sur terre. 11 s’agit en effet du troisiéme élément le plus présent a la surface de la croite terrestre.
Le procédé de purification de I’aluminium par réduction fut proposé pour la premiere fois par
Hans Christian @rsted (Danois) en 1825. Mais ce procédé était tres colteux et impliquait la ré-
duction du composé AICI; par du sodium métallique. A cette époque, 1’aluminium était donc plus
cher que I’or et n’¢était utilisé qu’en joaillerie. C’est en 1886 que le procédé moderne de réduction
par électrolyse fut mis au point de maniere indépendante par Paul Héroult (Francais, brevet
175711) et Charles Martin Hall (Américain, US Patent 400,664). A partir de ce moment
I’aluminium est devenu un métal bon marché et les applications se multiplierent au fil du temps.

Le bas codt actuel du métal et son abondance en font un candidat intéressant pour les applications
en plasmonique, car, méme si seulement une trés faible fraction du prix d’un substrat SERS pro-
vient du métal, on peut espérer que cela change dans I’avenir, la production en masse de ces subs-
trats baissant leur coit et le prix de I’or et de I’argent allant en augmentant de maniere a peut pres
certaine grace a leur valeurs spéculatives. L’utilisation de I’aluminium permettrait ainsi de ré-
duire le prix des substrats, dans I’hypothése ou celui-Ci serait un bon candidat en SERS. En effet
si I’on s’intéresse aux propriétés optiques de ce métal, on constate que la partie réelle de sa per-
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mittivité électrique est négative et ce sur I’ensemble des longueurs d’ondes allant du proche UV

au proche IR. (figure 1).
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Figure 1 : Partie réelle (a) et imaginaire (b) de la permittivité de 1’Or (rouge, Johnson &
Christy®) et de I’aluminium (noir, Raki¢?) en fonction de la longueur d’onde.

Grace a cela nous savons d’avance qu’a priori, la résonance plasmon de nanoparticules
d’aluminium est accordable sur I’ensemble de la gamme spectrale du visible. Par contre, si I’on
compare la partie imaginaire de ce matériau a celle de 1’or, on constate que les transitions inter-
bandes du mateériau se situent dans le rouge, autour de 800 nm alors que pour I’or, elles se situent
au dessous de 500 nm, dans le bleu et le proche UV. Les deux matériaux vont donc présenter des
propriétés d’absorption optique compleétement différentes et donc un comportement plasmonique
trés différent. C’est pour étudier ces propriétés et la forte différence entre les deux matériaux que
nous avons effectué une série d’expériences sur des réseaux de nanostructures d’aluminium simi-
laires a celles qui avaient été faites avec 1’or. Nous avons étudié¢ deux types d’échantillons diffé-
rents avec des nanostructures d’aluminium. Tout d’abord, je me suis intéressé a des nanocy-
lindres d’Al déposés sur un substrat di¢lectrique dans le but d’observer les résonances plasmon
de ces nanostructures et d’effectuer des mesures SERS. Ensuite, je présenterai une étude plasmo-
nique sur des nanocylindres d’Al déposés sur un film d’Al.



97

I11.1. Plasmonique et SERS sur des nanostructures d’aluminium dé-
posés sur un substrat diélectrique.

Afin d’¢étudier le potentiel de I’aluminium dans notre domaine d’applications, la spectroscopie
Raman exaltée de surface, j’ai fabriqué une série de nanocylindres d’aluminium de méme géomé-
trie que ceux en or que nous avons étudiés précédemment (voir chapitre 1, section 11.1). Nous
allons voir dans ’article suivant que la résonance plasmon est accordable sur toute la gamme
spectrale du visible, méme pour des longueurs d’onde trés proches des transitions inter-bandes a
800 nm. Cependant des mesures SERS effectuées a des longueurs d’onde d’excitation dans le
rouge (660 en 785 nm) montrent un facteur d’exaltation insuffisant pour des applications en tant
que capteur SERS dans cette gamme spectrale. En effet I’absorption du matériau étant tres forte a
ces longueurs d’onde, 1’exaltation en champ proche est faible et ce malgré une bande plasmon
intense et fine.

De plus, une étude sur le vieillissement des nanostructures a été effectuée. En effet, I’aluminium
réagit trés rapidement avec 1’oxygéne de ’air pour former une couche d’oxyde d’Al,O3 a la sur-
face du matériau. Cette étude a permis de constater que méme deux mois apres la fabrication de
I’échantillon, 1’épaisseur d’oxyde restait inferieure a 2 nm impliquant un décalage vers le rouge
de la résonance plasmon de quelques nanomeétres seulement. Ceci indique une bonne stabilité des
nanostructures. Mais cette oxydation implique une modification de la composition chimique de la
surface des nanostructures et donc de trouver de nouvelles stratégies de fonctionnalisation de
surface en cas d’utilisation dans des biocapteurs.

Pour I’article suivant, j’ai effectué¢ I’ensemble des expériences (fabrication des échantillons et
mesures plasmoniques et SERS) alors que les simulations furent faites par Florent Colas de
I’Ifremer.
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Abstract

Plasmonic and surface enhanced Raman scattering (SERS) studies have been per-
formed on aluminium nanocylinders arrays of different diameters. We observed sharps
localised surface plasmon resonance (LSPR) peaks that can be tuned on the whole
visible range and having the same behaviour than gold nanocylinders. The near-field
enhancement was measured by SERS on probe molecules as well as on the indium tin
oxide (ITO) substrate using two excitation wavelengths: 660 and 785 nm. No SERS
signal of the probe molecules was detected. Using the ITO substrate SERS signal, we
were able to measure a small near-field enhancement largely lower than the one reached
with gold nanocylinders indicating that this kind of structure in not usable for SERS in
this spectral range. A spectral shift is also observed between the SERS measurement
and the LSPR position. All the experimental results are compared to DDA simulation

in order to provide interpretation of the data.

Introduction

Aluminium as plasmonic material has attracted considerable attention in the recent years
and several plasmonic studies have been performed on aluminium nanostructures. Indeed,
the real part of the Al dielectric constant is strongly negative and allows having a plasmon
resonance from the ultra-violet to the far infra-red. As a consequence, the aluminium appears
to be usable in plasmonics on a very wide spectral range. Moreover, its price is very low
compared to gold or silver usually used in plasmonic devices which make Al a good candidate
to reduce the cost of such systems for mass production. Plasmonic studies were conducted
by C. Langhammer et al.! on aluminium nanocylinders randomly distributed on a glass slide.
Those substrates showed a tuneable resonance position depending on the disk diameter. It
was also shown that a thin alumina oxide layer of a few manometers is quickly formed at the
surface of the structures, its thickness slowly growing with time. The potential applications of

such nanostructures to surface enhanced spectroscopy have also been studied. For instances,
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in 2007, C. Zhang et al.? designed an aluminium substrate for surface enhanced Raman
scattering (SERS) produced by anodisation and the SERS signal of protein and bacteria
were recorded with a 514 nm laser line. Later, a strong SERS signal of crystal violet has
been reported on a simple aluminium sputtered surface with a UV excitation (244 nm) by T.
Dérfer et al.® More recently, B. Cerjan et al.* demonstrated the application of Al asymmetric
nanoantenna in surface enhanced IR absorption (SEIRA) taking advantage of the alumina
oxide layer to graft molecules at the nanoantenna surface. It is also known that the imaginary
part of the Al dielectric constant exhibits a large absorption close to 800 nm that could induce
a decrease of the plasmonics performances due to large damping of the plasmon resonance.
However, in the studies performed by C. Langhammer et al.,! sharp plasmonic resonances
were obtained in the near infra-red (NIR) indicating a potential for near-field enhancement
in this spectral region. In this framework, we present a far-field and a near-field study of
periodic aluminium nanocylinders arrays with different diameters. Those samples featured
localised surface plasmon resonances that could be tuned from UV to NIR. We also observe
multiple orders of resonance as well as strong Wood’s anomalies in the plasmon excitation.
The Wood anomalies are related to the Fano resonance coming from the interference of the
plasmon mode of the nanocylinders and the grating modes of the array of nanocylinder.®
SERS was equally performed to quantify the near-field enhancement of those structures.
Despite the high quality factor plasmonic resonators, we could not achieve a very high SERS
activity. Advanced DDA calculations demonstrated that such structures could provide only
limited near-field enhancement not sufficient for most of the SERS applications and not

comparable to gold nanostructures even if their far-field optical properties are similar.
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Experimental and Theoretical Methods

Experimental

Square array of aluminium nanocylinders were fabricated by electron beam lithography in
clean room. On top of a commercial 0.7 mm thick glass slide already covered with a 160 nm
thick indium tin oxide (ITO) layer, a 140 nm thick Poly(methyl methacrylate) (PMMA) layer
was deposited by spin coating. The PMMA layer was exposed with an electron beam using a
ZEISS scanning electron microscope. The PMMA development was then done for 40 s in
a standard 1:3 methyl isobutyl ketone / isopropanol (MIBK/IPA) solution. An aluminium
layer of 30 nm was then deposited on the substrate. Finally a lift-off process was performed
for one night in acetone to remove the PMMA.

The nanocylinder height was fixed to 30 nm and the nanocylinder diameters were varied
from 50 to 250 nm by a 10nm step. A gap of 200 nm was kept constant between the
nanocylinders to avoid any near-field coupling. The quality of our nanostructures was verified

by scanning electron microscopy in order to determine their exact sizes (figure 1).

Figure 1: SEM images of arrays of aluminium nanocylinders produced by electron beam
lithography for diameter of (a) 180 nm and (b) 205 nm. The disks are deposited on a ITO
coated glass substrate.

Extinction and SERS measurements were performed with an XploRA confocal Raman
micro spectrometer (Horiba Scientific). For extinction measurements a non polarised white
lamp was used to excite the nanocylinders and the transmitted light was collected with a 10x

magnification objective (numerical aperture of 0.25) after removing the edge filters inside the
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Raman spectrometer. For SERS, the Raman spectra were recorded with 660 nm and 785 nm
excitations wavelengths in backscattering configuration using a 100x magnification objective
(numerical aperture of 0.90). The laser power was adjusted to 300 4W with neutral density
filter.

To measure the SERS signal, several probe molecules were chosen because of their high
Raman cross-section. These molecules are thiophenol (TP), 1,2-di(4-pyridyl)ethylene (BPE)
and methylene blue (MB). After UV-Ozone treatment the probe molecules were adsorbed on
the nanocylinder samples sequentially. We started with the TP and finished with the MB.
For all these probe molecules, the samples were immersed in a 1 mM concentrated solution
in ethanol for 1 hour and then dried. For each probe molecule, five Raman spectra were
measured at different locations randomly distributed on each nanocylinder array. An average
intensity was calculated by using the five Raman spectra and the standard deviation was

used as error bar.

Modeling

The electric field calculation was performed by DDA (Discrete Dipole Approximation)® using
DDSCAT 7.3.7® The shape of the nanoparticles was generated by a home-made code written
in Python. It consisted in arrays of nanocylinders of diameters going from 100 nm to 260 nm
by a 20 nm step. Their upper corner had been rounded with a radius of curvature of 6 nm to
take into account the imperfection of the lift-off process. The nanocylinders were arranged in
a square lattice. The inter-particle spacing was set to 200 nm.

The nanoparticle was discretized by dipoles separated by a distance of 1nm. The
polarizability of each dipole was calculated by the filtered dipole as suggested by Piller and
Martin.? The inversion was carried out by biconjugate gradient with stabilization algorithm
as proposed by Sleijpen and van der Vorst.! Calculation was performed in double precision
on the high performance calculation facilities PCIM (Pole Calcul Intensif pour la Mer). The

convergence tolerance was set to 10~7. The nanoparticle was considered in an effective medium
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of relative permittivity as the mean of that of air and of ITO (Indium Tin Oxide). The
former was considered constant and equal to 1 while the latter was measured by ellipsometry.
The relative permittivity came from the paper of Rakié¢.!!

The effect of a thin layer of alumina oxide (AlyO3) around the nanocylinders was investi-
gated following the approach proposed by Knight et al..!? As the oxide layer appears the
nanocylinders was considered as a mixture of oxide and aluminium whose relative permittivity
was calculated with the Bruggeman model. The oxide refractive index was taken from!3 (see
supplementary information). The near-field features of the nanocylinders were calculated
by averaging the electric-field in a shell of 1 nm thickness around the nanocylinders. This

quantity is noted (E?) hereafter.

Results and discussion

Extinction analysis
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Figure 2: (a) Experimental and (b) simulated extinction spectra for nanocylinders array
with diameter of 250 nm.

The day after the nanocylinder production, the extinction spectrum of each nanocylinder
diameter were recorded. The experimental extinction spectrum of 250 nm diameter nanocylen-

ders is shown on figure 2a. It exhibits an intense dipolar mode at 770 nm as well as bands
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at lower wavelengths that could be assigned to higher orders of resonance (quadripolar and
hexapolar modes). These latter bands are observable only for large diameters (higher than
80 nm for quadripolar mode and 210 nm for hexapolar one). LSPR position is plotted as
a function of the nanocylinders diameter on figure 3. As expected, whatever the order of
resonance is, the LSPR position red-shifts when the diameter monotonically increases as
already observed for gold nanocylinders. '

The simulated extinction spectrum for nanocylinder diameter of 250 nm is shown in
figure 2b. One can notice a very good agreement with the experimental spectrum and the
simulation reproduces the different LSP modes. Such agreement is observable for all diameters
as shown by the comparison of the simulated and experimental LSP positions on figure 3.

The dipolar mode exhibits an asymmetric band shape because of the inter-band transitions
of aluminium close to 800 nm (maximum of the imaginary part of the Al dielectric constant,
figure 4). In the spectral range of the inter-band transitions, the damping of the plasmon
increases and the extinction band broadens. The LSPR asymmetry is amplified by the
Wood’s anomaly observable as a drop of the extinction intensity on the low wavelength side
of the LSPR. This anomaly is due to far field coupling between the individual nanocylinders
through the array.'® The Wood’s anomaly is clearly observable with those structures because
of the ITO coating. Indeed, this latter one could induce the apparition of a guided mode
at the substrate surface that amplifies the coupling between the nanostructures and as a
consequence the Wood’s anomaly observation. Very similar phenomenon was described by A.
Christ et al. 1

The LSPR broadening can be observed on figure 3 as the full width at half maximum of
the dipolar mode is plotted as a function of its position. One can notice that the dipolar
mode can be very thin (width lower than 50 nm) and that the width increases strongly when
the resonance becomes closer to the inter-band transitions at 800 nm. This result is consistent
with the intrinsic property of the aluminum.!'” However, the widths are still comparable or

even thinner than the ones measured for gold nanocylinders.'®2° This is actually remarkable
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Figure 3: (a) LSPs position as a function of nanocylinders diameters. Dots correspond to
the experimental measurements (red squares: dipolar mode, green dots: quadripolar mode,
blue triangle: hexapolar mode) whereas the black lines correspond to DDA simulations. (b)
Full width at half maximum of the dipolar mode as a function of the dipolar mode position.

since the imaginary part of Al is largely higher than the one of Au (between 10 and 50 times
higher on the 600-900 nm range). This property could be exploited in sensors based on the
observation of the LSPR shift due to the adsorption of molecules at the nanostructure surface
and could confer to such systems a very high sensitivity

Moreover, the bandwidth has a direct influence on the Q-factor of the resonance. As

1821 3 thinner LSPR band and as a consequence a larger the Q-factor

previously demonstrated,
of the plasmon resonator induces a greater near-field enhancement.
In the quasi-static approximation, Wang and Shen?? demonstrated that the quality (Q)
factor of the LSPR is given by:
0w 2@
2(ei(w))?

where €, and ¢; are the real and the imaginary parts of the dielectric constant of the

(1)

material and w is the pulsation. The application of this formula shows that in the visible
range, the @ factor of aluminum nanoparticles is very low (lower than 0.5 for wavelength
higher than 500 nm and nearly null around 800 nm, fig.4a)'” whereas for gold, the Q factor

is above 5 in the visible range and up to 25 for wavelength around 700 nm. This is due to
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the largely higher imaginary part of the Al compared to Au in the visible range.

However, the Q-factor calculated experimentally from the extinction spectrum of Al
nanocylinders can take values up to 70 for wavelengths lower than 500 nm (figure 5), which is
of the same order of magnitude than for gold nanoparticles. The Q-factor decreases with the
wavelength as the LSPR becomes closer to the inter-band transitions but is still higher than
5. This actually differs very much from the quasi-static approximation calculation probably
thanks to the far-field coupling of LSPR with the grating, sharpening the extinction band and
also to the fact that quasi-static approximation cannot be actually applied for big structures.
In fact, the sharpening of the plasmon bands can be explained by two different effects: the

52325 and the Wood’s anomalies. In the former case,

far-field coupling of the nanocylinders
the coupling leads to a reduction of the Full-Width at Half Maximum of the extinction
band. In the latter cae, the Wood’s anomaly is always located slightly blue shifted compared
to the LSPR, inducing a possible coupling between those two modes and a supplementary
sharpening of the LSPR. Thus, although the poor optical properties of alumina in the red,
far-field properties of nanocylinders leads us to expect strong local field enhancement and

then SERS detection capabilities even in the NIR region, when plasmon resonance is close to

the inter-band transitions.
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Figure 4: Imaginary part of the dielectric constant of Aluminium (black squares, left axis)
and Q-factor in the quasi-static approximation (blue circles, right axis) with refractive index
from Raki¢ 1998. (b) Same for gold with refractive index from Johnson and Christy.
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Figure 5: Experimental Q-factor calculated from the extinction spectra of the Al nanocylinders
as a function of the LSPR position.

SERS Analysis

Several probe molecules were deposited sequentially at the surface of the nanocylinders (1st
TP, 2nd BPE and 3rd MB) and SERS spectra were acquired at 660 nm and 785 nm excitation
wavelengths for each nanocylinders diameter. For all diameters, none of the specific Raman
bands of TP, BPE or MB were observed on the SERS spectrum as shown on figure 6a. This
can be due to two distinct reasons. First, one can assume that the molecules cannot graft or
adsorb at the nanocylinder surface and as a consequence, are not present at the surface of the
nanocylinders during the SERS experiments. Second, the aluminium oxide layer prevented
the molecules from attaining the near-field enhanced region. The oxide plays the role of a
spacer layer between the molecules and the metallic surface. In both cases, we could not
observe any SERS spectrum from the probe molecules that limit considerably the use of such
metal for SERS.

However some Raman features in the low frequency range between 300 and 700 cm™! can
be observed, corresponding to the ITO substrate (figure 6). The intensity of these bands

is enhanced in the presence of the nanocylinders and we used them to quantify the SERS

enhancement. In figures 6(b) and 6(c), is shown the integrated SERS intensity from 300 to

700 cm ™! for 660 nm and 785 nm excitation wavelengths as a function of the LSPR positions.

We observe a strong variation of the SERS signal when we tune the LSPR with a maximum

10
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Figure 6: (a) Raman spectra on ITO coating and on nanocylinders array with the 785 nm
excitation wavelength and SERS intensity as a function of the LSPR position for (b) 660 nm
and (c) 785 nm excitation wavelengths. The black vertical lines correspond to the position of
the excitation and Raman wavelengths (A\g and Ag respectively).

of intensity at a specific LSPR. However, the SERS efficiency is lower than the one observed
for gold since the ratio between the highest and the lowest signals is between 2 and 3 for Al
whereas it is more than 10 for Au.'® In addition, when we compare the size of the laser spot
and the area of the nanocylinders, an enhancement less than 15 can be calculated in the case
of the 200 nm diameter nanocylenders excited at 785 nm. It is definitely much lower than
typical SERS enhancement achieved with gold nanocylenders. 2%

This lower near-field enhancement with Al cannot be explained by a bad quality factor in
this spectral range as we demonstrate in the previous section that the Q factor is high for

our Al nanocylinders.

11
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Figure 7: Near-Field feature of the Al nanocylenders: The near-field enhancement is plotted
as (E?/E?) (red curve and right axis), the extinction cross section (blue curve and left axis)
and the absorption cross section (blue dotted curve and left axis) are plotted versus the
wavelength depending on the nanocylinder diameter ().

This is confirmed by the DDA calculation. The average electric field around the nanocylen-
ders is plotted on fig. 7 for diameters ranging from 100 nm to 260 nm and superimposed with
the absorption and the extinction cross-section. First, the maxima of the absorption and the
extinction cross-sections increase with the LSPR wavelength. Second, the maximum value
of (E?/EZ) decreases with the resonance wavelength, up to sevenfold when comparing the

100 nm and the 260 nm diameter nanocylenders. Third, for resonance wavelength larger than

12
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700 nm, the near-field spectrum appears wide and flat. These three main features can be
explained by the inter-band transition. Indeed, the imaginary part of aluminium dielectric
constant increases monotonically in the 400-700 nm range (figure 4). It has two consequences:
first, an increase of the absorption and subsequently of the extinction cross-section, second, a
decrease of the local field. In addition, the absorption maximum of the alumina is around
800 nm and at this wavelength, the plasmon mode is strongly absorbed.

The comparison of fig. 7 with previous work by Colas et al. '® shows that in the 600-800 nm
domain (E?/E?) is an order of magnitude lower than in the case of gold nanocylenders,'®
which lead to a lower SERS enhancement with aluminum as experimentally observed.

Moreover, the optimum LSPR position is largely outside the spectral range A\, Ag with
Ao the excitation wavelength and Az the Raman wavelength as the optimum LSPR positions
to maximise the SERS signal is located at 615 nm for a 660 nm excitation wavelength and at
708 nm for a 785 nm excitation (figure 6). Previous works demonstrated experimentally and
theoretically that the near-field can be red-shifted?” 3% compared to the far-field resonance.
This shift can reach up to 200 nm in the case of nanoantenna resonating in the mid-IR.?°
However, figure 7 shows that the near-field is slightly shifted with regards to the far-field.
This is similar to a previous study considering gold and aluminium nanocylinders*®3* in
this spectral range. Indeed, the red-shift increases with the damping of the electron cloud
oscillation inside the nanocylinder.®' It can be characterized by the Full Width at Half
Maximum of the extinction bands. In the case of the nanocylinders, the FWHM increases
from 20nm to 100 nm as the diameter goes from 100 to 240 nm. The losses associated with
the nanocylinders are then expected to be small'® and the near-field to far-field red-shift
subsequently low. Thus the assumption of a near-field to far-field shift cannot be considered
to explain our SERS results.

As we previously noted, the absolute value of the (E?/EZ2) decreases and its band width

increases when the LSPR is red-shifted. For example, for the 100 nm nanocylinder, the

maximum value of (E?/EZ) is around 14 with a bandwidth of 100 nm whereas the maximum

13
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value of (E?/EZ) is only 3 for a 200 nm nanocylinder with a bandwidth around 130 nm. Since

the SERS intensity is proportional to the average Single Molecule Enhancement Factor!”

((SMEF)) defined by:

(SMEF) o / EQoEQR)” o/ ()

v Eo(Xo)?!

where F()\) and E(Ag) are electric fields around the nanocylinders at the excitation and
the Raman wavelengths respectively, Ej is the incoming electric field and V' is the volume in
which the calculation is carried out, the SERS intensity depends directly on the electric field
around the nanocylinders. From fig. 7 we can assume that the SERS enhancement will be
larger for the low resonance wavelengths even out of resonance compared to nanocylinders
having higher resonance wavelength. For example, in the case of A\g=660nm, (E?()\y)/E?3)
is larger for a diameter of 160 nm than a diameter of 180 nm. However, the first resonates
at 618 nm while the second at 656 nm. This effect has already been observed and explained
with gold nanocylenders. *®

In addition, aluminium absorbs light in the 700-900 nm domain because of the inter-band
transitions (Fig. 4). In this range, the electromagnetic energy is then converted to heat.3!
This thermal effect is assumed to reduce electromagnetic enhancement traditionally express
by eq. 2.

These two effects contribute to reach a larger SERS signal with nanocylinder resonating
at lower wavelengths and then to obtain an optimal LSPR position strongly blue shifted with
regards to the excitation and the Raman wavelengths. The near-field enhancement is largely
lower for Al than for Au as experimentally observed and this could also explain why we could
not detect any SERS signal from the probe molecules, especially with the presence of the

oxide layer at the nanocylinder surface.
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Conclusion

Aluminium nanocylinders were produced by electron beam lithography and their optical
properties were investigated. We demonstrate that the LSPR can be tuned on the whole
visible range. A broadening of the LSPR line width is observed when the LSPR is redshifted
due to the inter band transitions occurring close to 800 nm. We measured the near-field
enhancement by SERS on probe molecules as well as on the ITO substrate. For the former
ones no SERS signal was recorded due to very low enhancement and to the formation of the
oxide layer. This means that such substrate could not be applied for SERS in this spectral
range. The low enhancement is confirmed by the observation of the ITO SERS signal. The
signal variation with the LSPR position is one order of magnitude lower than the one observed
with gold. This enhancement is largely decreased when the LSPR is close to the inter band
transition at 800 nm that results in a spectral shift between the SERS signal optimum and

the LSPR position.

Supporting Information

Aeging study over two months of the aluminium nanocylinders arrays, using LSPR. position.
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Sample ageing

Extinction

LSPR Shift (hm)

Figure S1: (a) Extinction spectra after 1 day and two months after Al deposition for diameter
155 nm. (b) LSPR Shift and corresponding calculated oxide thickness as a function of time
for nanocylinders of diameters 110 nm and 155 nm, and (c) LSPR shift and corresponding
calculated oxide thickness after two months for different nanocylinders diameters (d) Simulated
LSPR shift as a function of oxide thickness for different nanocylinders diameters. (e) Surfacic
diffusion coefficient (D;) calculated from eq.1 with experimental data as a function of
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It is known that aluminium is oxidised very quickly, but the formed oxide creates a
protection layer for the aluminium against the outside air due to the diffusion of the oxygen

through the oxide layer, continuously thicker in time. Thus the oxidation is expected to grow
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slowly as the square root of time:

e(t) = /D, x t (1)

With Dy the surfacic diffusion coefficient of oxygen through the alumina protective layer.

To minimize the oxidation process, the sample was stored in a desiccated environment.

The LSPR position was recorded day after day to follow the oxidation process (figure S1).

For both diameters shown on figure S1(b), we observe a fast redshift of a few nanometres
in the first days followed by a slower redshift after a few weeks due to the formation of the
aluminium oxide layer (dielectric layer) at the surface of the nanoparticle and to the increase
of its thickness with time. The shift evolution can be fitted by a square root function which
means that the LSPR shift is proportional to the alumina layer thickness as confirmed by
the DDA calculation (figure S1(d)). Indeed for shift lower than 5 nm the LSPR shift is
linear with the oxide thickness and nearly similar for all diameters. One can notice that for
thickness higher than 5 nm, we observe some divergence between the diameters: the lower
diameter, the higher shift. This can be explained by the proportion of oxide layer located
at the surface of the nanoparticle relatively to its volume. When the nanocylinder diameter
decreases this proportion increases and thus the influence of the oxide layer on the LSPR
increases as well.

However, after two months, the final LSPR redshift is always in the range of 5 nm or
lower, which implies that our LSPR shift is still linear with the thickness, but not similar
for all diameter (figure S1(c)). From figure S1(d), the oxide thickness after two months is
estimated for all diameters (right scale on figure S1(b)). The final thickness increases linearly
for diameter between 80 and 120 nm and reaches a plateau around 1 nm for diameter higher
than 120 nm as often described in the literature.’ One can notice that the thickness is very
low and corresponds to few layers of oxide molecules.

Furthermore, using the equationl, we can determine the diffusion coefficient, D,. One

can observe a clear dependence of the coefficient with the diameter. The D, increases linearly
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for diameter between 80 nm and 150 nm and then reaches a plateau above 150 nm around
0.6 nm?/month. For diameter lower than 100 nm, the Dj is lower than 0.2 nm?/month that
induces a very slow diffusion of the oxygen through the alumina layer. The small diameters

are thus nearly not affected by the oxidation process.
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I11.2. Plasmonique sur des nanostructures d’aluminium déposées sur
un film d’aluminium

Comme dans le cas de 1’or, nous avons voulu étudier 1’influence de la présence d’un film métal-
lique en-dessous des nanostructures. Une série de mesures d’extinction a donc été effectuée sur
des réseaux de nanocylindres de différents diametres et avec des périodicités différentes déposes
sur un film mince d’Al. Nous avons ainsi pu mettre en évidence 1’existence de modes de Bragg
comme dans le cas des échantillons en or. Ces modes semblent avoir les mémes proprietés que
ceux observés avec les substrats d’or quelque soit la zone spectrale étudiée. La forte absorption
de I’aluminium a 800 nm ne semble pas modifier le comportement du mode de Bragg. Nous
avons également pu démontrer un couplage fort entre le mode de Bragg et le mode de plasmon
localisé sur ces réseaux. Ainsi, un phénomeéne d’« anti-crossing » a pu étre observé lors de me-
sures angulaires.

Dans la publication suivante je propose une indexation complete des modes plasmoniques ainsi
qu’une description des propriétés plasmoniques de ces réseaux. Les expériences ont éte réalisées
par moi méme et M®"® Tassadit Tafer, stagiaire en Master 2 dans notre laboratoire.
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Plasmonic properties of arrays of aluminum nanocylinders pro-
duced by electron beam lithography on aluminum thin film
were investigated. A localized surface plasmon and Bragg mode
were observed. Systematic studies on the nanocylinders size, the
grating constant and the excitation angle were experimentally
performed in order to determine the dependence of the plasmon
position on the modification of the geometrical parameters of
the aluminum nanostructures. We demonstrated that both modes
can be tuned in the whole visible range. We also observed a
strong coupling of the Bragg mode with the localized surface
plasmon. In this case, we measured a Rabi energy of 0.2eV.

1 Introduction In recent years, the interest for non
noble materials such as copper and aluminum applied to
plasmonics has increased [1, 2], even if their bulk properties
exhibit more damping than the most commonly used silver
or gold metals [3]. These new materials are much cheaper,
which seems very promising for future large scale applica-
tions, but they have different surface chemistry with an ox-
ide layer at the surface that could limit the access to the
enhanced near-field. The real part of the aluminum permit-
tivity is negative from UV to IR, with inter-band transitions
located at 800 nm [4]. This means that nanoparticles with
proper geometrical parameters can resonate in this spectral
range and the surface plasmon can be tuned in the whole
visible range [5] and even further in the IR range [2]. Thus,
aluminum is a metal of choice for plasmonic applications in
the UV-visible range [6, 7], where the imaginary part of its
permittivity is small, permitting a good quality factor on the
plasmonic bands [8, 9].
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(a) Scheme of aluminum nanograting and excitation configu-
ration. (b) Bragg mode and LSP positions as a function of the
angle.
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Here, a systematic plasmonics study was performed
on Al nanocylinders arrays deposited on Al thin film by
changing both the gratings constant and the nanocylin-
ders diameters. Different plasmonic modes were observed
and the variations of their positions were monitored in the
whole visible range. Hence, we have been able to observe
a strong coupling between the localized surface plasmon of
the nanocylinders and the Bragg mode formed through the
grating and the Al film.

2 Methods Square arrays of nanocylinders were pro-
duced by electron beam lithography. In the first step, alu-
minum layer of 30 nm was deposited on a standard BK7 mi-
croscopic glass, which was followed by the spin-coating of
80nm of Poly(methyl methacrylate) (PMMA) on the sub-
strate before annealing for 3 min at 180°C. The PMMA
layer was exposed with an electron beam using a ZEISS
scanning electron microscope. The PMMA development

© 2017 WILEY-VCL Verglas Gamba & Co. KAKA, Wertheim
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Figure 1 (a) Scheme of the nanocylinder samples excited in TM
configuration (P, grating constant; D, nanocylinder diameter; 6, tilt-
ing angle; and K, wave vector), (b) setup used for extinction mea-
surements.

Table 1 Geometrical parameters of the aluminum nanostructures

grating constant (nm) diameter range (nm) step (nm)
250 50-200 10
300 50-250 10
400 50-300 10

was then done for 40s in a standard 1:3 methyl isobutyl
ketone:isopropanol (MIBK/IPA) solution. Another layer of
30 nm aluminum was then deposited on the substrate before
the lift-off process for one night in acetone (see Fig. 1).

Three different values of grating constant were used (250,
300, and 400 nm). For each grating constant, a range of
nanocylinders diameters were used see Table 1. The arrays
were deposited on a 30 nm aluminum film and nanocylinder
height was also 30 nm.

Extinction measurements were performed with an
XploRA Raman micro spectrometer (Horiba Scientific) after
the removal of the edge filters. A polarizer was placed over
a white lamp to excite the nanostructures through the sub-
strate with a TM polarized light, and the transmitted light was

collected with an x 10 microscope objective (numerical aper-
ture of 0.25). A reference spectrum was acquired on the flat
aluminum film and then divided for each diameter by the sig-
nal collected on the nanocylinders arrays, to get the extinction
spectrum.

3 Results and discussion Extinction spectra were
recorded at normal incidence (f = 0°) for all nanocylinder
arrays and are presented in Fig. 2. Extinction bands located
in the blue range (400-500 nm) can be seen for diameters
smaller than 70 nm (Fig. 3). As expected, this extinction band
is red-shifted when the diameter increases up to the diameter
of 150 nm. This mode can be assigned to the longitudinal
dipolar localized surface plasmon (LSP;) in the nanocylin-
ders, the plasmon oscillates parallel to the substrate surface.
For diameter higher than 150 nm, the L S P, stops red-shifting
and stays at a constant position. Moreover, the width of the
LSP; increases with the diameters. Spectral peaks width is
around 50 nm for nanocylenders of diameter 50 nm and goes
up to 200 nm for diameters of 200 nm. Both phenomena (stop
of the red-shifting and band broadening) can be explained by
the presence of the inter-band transitions at 800 nm. When
the LSP; comes closer to 800 nm, the inter-band transitions
induce a larger absorption and as a consequence, a larger
damping of the resonance that broadens the LSP resonance.
Hence, for big diameters, the observed band is an absorption
band at a constant position corresponding to the inter-band
transition wavelength (around 800 nm) and is no longer red-
shifted when the diameter increases. The intensity of this
band increases and becomes more and more dominant on
the extinction spectrum when the nanocylinder diameter in-
creases, since the volume of Al increases in the same way.
It explains why this band is not observable for the diameter
lower than 100 nm and that it becomes very intense for the
higher diameters. This observation is confirmed by the mod-
ification of the period. Indeed, we observe this band for all
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Figure 2 Extinction spectra at normal incidence for different nanocylinder arrays with different periods: (a) 250 nm, (b) 300 nm, and (c)

400 nm. For each grating’s constant all diameters are presented.
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Figure 3 Extinction peaks position as a function of nanocylenders
diameter for period 250, 300, and 400 nm.

periods but its intensity decreases when the period increases
due to a lower number of nanocylinders at the surface. For
diameters above 140 nm a second, plasmonic mode is visible
in the low wavelength range. It undergoes red-shift when the
diameter increases and exhibits a similar width increase as a
function of its spectral position. We have assigned this band
as quadripolar LSP; resonance.

As seen in Fig. 3, the positions of both modes are not
modified by the grating constant and only depend on the
nanocylinder diameter. This behavior confirms our assign-
ment of these bands to localized surface plasmon. Moreover,
the variation of spectral position of both LSPL modes is lin-
ear on the range 400-750nm and the slope for the LSP_
observed at lowest wavelength is half of the one of LSP_
observed at higher wavelength. This slope relation between
both modes confirms that the LSP;, mode at lowest wave-
length is assigned to a higher order resonance mode and thus
to a quadripolar LSP; .

In the previous studies, similar structures made of gold
[10], arrays deposited on a metallic film exhibits a named
Bragg mode (BM) corresponding to the coupling of the Bragg
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diffraction waves and the propagative surface plasmons on
the aluminum film at the metal/air or metal/glass interfaces.
This particular BM is visible just above 400 nm (Fig. 3c)
for a grating period of 400 nm. This BM is very sharp and
does not shift with the cylinder diameters. For the smaller
periods of 250 and 300 nm, the BM is out of the spectral range
(400-800 nm) and is then not observable on the extinction
spectrum.

For grating period 400 nm, we performed extinction mea-
surements for different angles by tilting the sample in TM
configuration from 0 to 50°. The 400 nm grating period and
nanocylinder diameter of 100 nm were chosen because the
BM was visible at normal incidence in the blue range and
the LSP, is located at 625 nm nearly in middle of the visi-
ble range. By tilting the sample, the BM mode is red-shifted
due to the modification of the projection of the incident wave
vector on the grating. Thus, the BM can be tuned in the whole
visible range corresponding to the acquisition range chosen
and could cross the LSP; position. The extinction spectra
recorded at different angles are plotted in Fig. 4a. BM is
clearly observable for an angle of 12° close to 500 nm and
is linearly red-shifted up to 625 nm when the incident angle
increases (Fig. 4b). For angles higher than 36°, its position
stops showing red-shift and reaches 625 nm. On the contrary,
the LSP;, position is fixed until an angle of 21° and then starts
to show red-shift following the BM’s linear trend.

In Fig. 4b, one can observe an anti-crossing behavior be-
tween the BM and LSP; modes. Both modes cannot resonate
at the same frequency and therefore, a band gap is formed
at 30° when both modes are expected to have the same po-
sition. Such behavior indicates a strong coupling between
these modes, which induces a Rabi splitting and a removal
of the degeneracy when the energy of the two modes be-
comes closer to each other. The energy gap between both
modes at the anti-crossing position corresponds to the Rabi
energy and is relevant for the coupling between the BM and
the LSP; modes. In our case, we find a Rabi energy of 0.2eV
(high value) which represents 10% of the total energy of the
plasmon and correspond to a strong LSP/BM coupling.
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Figure4 (a) Extinction spectra for nanocylenders with a diameter of 100 nm and a period of 400 nm with different tilt angles from O to

50°. (b) Extinction bands positions as a function of tilting angles.
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Similar values for this energy have been reported by
Bellessa et al. [11] for the coupling between surface plasmon
in a silver film and extinction in an organic semiconductor.
Again, a similar Rabi energy was found by Christ et al. [12]
for an LSP/guided mode coupling with a plasmonic grating
deposited on a dielectric waveguide.

In addition, for angles above 25°, a band located at
425 nm appears and it was assigned as excitation of the trans-
verse LSP resonance (LSPr) that corresponds to an electron
oscillation perpendicular to the substrate surface (or along
the nanocylinder axis). The LSP; position remains clearly
unchanged with the tilting angle, confirming that it is a lo-
calized plasmon resonance and also, that it is not related to
the grating. LSP; can be excited when the sample is tilted
and its intensity increases when the tilt angle increases.

4 Conclusions Systematic studies were performed on
square arrays of aluminum nanocylinders located on an alu-
minum thin film by changing the periodicity as well as the
diameters. Such samples exhibit dipolar and quadripolar lo-
calized surface plasmon, which can be tuned on the whole
visible range. In addition, thanks to the aluminum thin film,
we also observed a coupled grating-SPP mode called Bragg
mode whose position can also be tuned in the visible range
by tilting the sample and changing the wave vector projec-
tion on the grating. We demonstrated the strong coupling
of Bragg mode with the localized surface plasmon of the
nanocylinders. We expect a local field enhancement that fol-
lows both the Bragg mode position and the LSP position. We
have no clear evidences of the near-field behavior for excita-
tion wavelengths close to the anti-crossing of the plasmonics
modes. Spatial localization of the near-field is expected to
be mostly distributed on the sides of the nanocylinders, as it
was previously demonstrated for similar structures made of
gold [13].

© 2017 WILEY-VCL Verglas Gamba & Co. KAKA, Wertheim
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Conclusion

En conclusion, nous pouvons dire que I’aluminium présente des propriétés plasmoniques qui
peuvent étre d’intérét pour 1’avenir avec 1’observation de résonances plasmon fines et accor-
dables sur une large gamme spectrale. Nous avons également pu constater que méme lorsque 1’on
rapproche la résonance plasmon des transitions inter-bandes de 1’aluminium, il est possible
d’obtenir une bande plasmon fine. Ceci indique un fort potentiel pour 1’exploitation de tels subs-
trats comme capteur LSPR. De plus, méme sous la forme de nanostructures, I’aluminium semble
stable au fil des mois. Cet intérét pour I’aluminium est renforcé par les études thermiques menées
au sein du groupe montrant un fort potentiel pour un échauffement local par I’intermédiaire de
nanostructures d’Al°. De telles nanostructures pourraient alors étre exploitées dans le cadre
d’applications en hyperthermie.

Cependant la forte absorption de ce métal limite son utilisation en diffusion Raman exaltée de
surface lorsque ’excitation se situe dans le rouge. Nous avons ainsi pu mettre en évidence de
faibles facteurs d’exaltation. Ce matériau ne présente donc pas d’intérét pour le projet Piranex et
nous avons donc abandonné nos investigations concernant les substrats d’aluminium dans la suite
de cette theése. Par contre, ce métal semble plus intéressant pour des longueurs d’onde
d’excitation inférieures 4 600 nm et dans le proche UV*. Par manque de temps il ne me fut pas
possible d’effectuer des expériences supplémentaires. Cependant, des études complémentaires sur
le SERS avec des longueurs d’onde inferieures a 600 nm et avec d’autres géométries de nano-
structure doivent étre menées pour confirmer cette hypothése. Pour finir, afin d’accrocher des
molécules sonde de maniére covalente a la surface des nanostructures d’aluminium, nous comp-
tons aussi utiliser dans 1’avenir des molécules possédant un groupement carboxylique qui pré-
sente une forte affinité avec I’oxyde d’aluminium® et ainsi étre en mesure d’effectuer de nou-
velles études LSPR et SERS sur ce type d’échantillons.
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Chapitre IV. Détection par SERS de I’ochratoxine

INEFOTUCTION ..ttt s et et e e b e bt e beene e be et e
IV.1. Présentation de I’0ChIatoXINe .........ceiiuiiiiiiiiiiieiiie s
IV.2. Etudes des aptamers par spectroscopie Raman et par SERS ........c.cccvvvevvieeevreennne.

IV.2.1. Présentation des aptamers .........ccoveieiiieieeiie et

IV.2.2. Etude RAMAN €1 SERS.........coiivieeeeeeieeiire e esstss s s senee s
IV.3. Détection de I’0ChIatOXINeg .......eeiivvreiiiireiiieesiieesiee e s e e se e se e se e e e e e e e nreeeanee e
(0] T [ 1S o] o FO SRR TRPRPRRO

BIDHOGraAPNIE ... e e

Introduction

Dans ce chapitre nous allons nous intéresser a la détection de I’ochratoxine par effet SERS.
Pour cette détection, notre approche consiste notamment en [’utilisation d’un substrat de
nanostructures d’or recouvertes d’un aptamer. Ce dernier est un biorécepteur spécifique de la
molécule cible et dont I’affinité est maximale avec ’ochratoxine, ce qui minimise les

interactions avec d’autres molécules.

Pour proposer une détection sans ambiguité de I’ochratoxine, nous avons, dans un premier
temps effectué une étude de I’aptamer seul par spectroscopie Raman et par SERS pour
déterminer le spectre de référence du capteur sans la molécule cible. Dans un deuxiéme

temps, j’ai développé un protocole de détection de I’ochratoxine par SERS.
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IV.1. Présentation de ’ochratoxine

L’ochratoxine est une mycotoxine, produite par différents fungi, Penicillium verrucosum,
Aspergillus ochraceus et Aspergillus carbonarius, qui poussent aisément sur la nourriture, en
particulier, les céréales, les grains de café, la viande de porc, et le raisin®. Ces fungi peuvent
également se trouver dans des piéces humides® ou des conduits de chauffage® et relacher de
I’ochratoxine dans I’environnement. La structure de 1’ochratoxine A (OTA) est présentée
figure 1. Nous pouvons constater la présence de deux cycles aromatiques ainsi que d’un
groupement carboxylique, d’un groupement amide et d’une cétone. L’ensemble de ces
groupements offriront une signature spectrale intense car ils ont une forte section efficace de
diffusion Raman.

Ochratoxine A O OH O

Masse: 403.8 Da
Soluble dans I’éthanol et le méthanol
Solubilité dans I’eau: 2.44 pM

Figure 1: Formule chimique de lI'ochratoxine A

Il est connu depuis longtemps que 1’ochratoxine est néphrotoxique*>® et I’absorption

d’aliments contaminés ou l’exposition prolongée a un environnement contaminé peuvent
entrainer des insuffisances rénales chez I’homme. Cette toxine est également génotoxique et
est donc potentiellement cancérigéne’. De plus, son élimination est trés lente, entrainant un
effet d’accumulation en cas d’expositions répétées ce qui augmente les risques associés. La
toxicité léthale a été étudiée sur des rats® et la DL50 est d’environ 28 mg/kg de rat.

Les différents organismes de régulation limitent donc sa concentration dans la nourriture.
L’autorité européenne de sécurité des aliments (AESA) a décrété qu’un apport acceptable en
toxine ne devait pas dépasser 120 ng par kilogramme de corps humain sur une semaine. La
réglementation européenne N° 123/2005 détaille les concentrations maximales autorisées dans
la nourriture. Une concentration maximale de 5 ppb est autorisée dans les grains bruts des
différentes céréales (blé, orge, riz, sarrasin...) et une concentration maximale de 2 ppb est
autorisée dans les vins et les jus de raisins. C’est cette derniére limite qui nous intéresse car le
projet Piranex a pour but de détecter 1’ochratoxine dans le vin. Il faut également noter que
pour la réglementation canadienne la concentration maximale dans le vin est de 1 ppb et qu’en
matiére de nourriture destinée aux nourrissons, la concentration ne doit pas excéder 0,5 ppb.
Cela nous donne une cible pour la limite de détection a atteindre.

A T’heure actuelle I’ochratoxine est détectable a ’aide d’un test ELISA® dont la limite de
détection est a 0,5 ppb et qui permet de quantifier la concentration en toxine jusqu’a 10 ppb.
Ce test est donc tout a fait adapté au contrdle qualité en agro-alimentaire. De tels tests sont
disponibles sur le marché et sont couramment utilisés. Cependant, les tests ELISA nécessitent
plusieurs heures afin d’étre réalisés. C’est pourquoi nous proposons de développer un
protocole SPRI/SERS qui serait plus rapide et qui permettrait dans un avenir proche de
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détecter simultanément d’autres toxines grace aux possibilites de multiplexage offert par
1I’appareil nouvellement développé dans le projet Piranex.

Dans le test ELISA, la sonde utilisée pour capturer I’ochratoxine est un anticorps monoclonal.
Ces anticorps sont colteux et leur stabilité est limitée dans le temps. De plus ces anticorps ont
une trés grande taille (quinzaine de nanomeétres) et ne peuvent donc étre utilisés en SERS car
dans ce cas la cible se trouverait en dehors de la zone d’exaltation qui ne fait que quelques
nanomeétres. Nous avons donc décidé de nous focaliser sur un systeme de sonde appelé
aptamer et constitué d’un oligonucléotide.
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IV.2. Etudes des aptamers par spectroscopie Raman et par SERS

IV.2.1. Présentation des aptamers

Un aptamer est un simple brin d’ADN (ssDNA), appelé également oligonucléotide. Les
aptamers sont developpés dans le but de maximiser leur interaction avec une molécule cible.
Ils peuvent donc se substituer a d’autres sondes et notamment aux anticorps ou a leurs
fragments. L’ADN (Acide désoxyribonucléique) est constituée de bases (Adénine, Cytosine,
Guanine, Thymine (Figure 2)), liées entre elles par un sucre, le désoxyribose, et par des
groupements phosphate. Un simple brin d’ADN est donc caractérisé par une suite des bases
ATGC, présentées sur la figure 2.

NH,
/N7 d 6\1N
Ll
9 { 3 A
N
Adénine Thymine Guanine Cytosine

Figure 2: Structures des différentes bases composant I'ADN

Ces bases sont complémentaires et se lient deux a deux par des forces de Van Der Walls.
L’ Adénine est complémentaire de la Thymine et la Guanine de la Cytosine. Grace a ces forces
électrostatiques, chaque brin d’ADN peut se lier a un autre brin complémentaire formant ainsi
une double hélice, découverte par Watson et Crick'. Il y a une chiralité dans la structure de
I’ADN, ce qui permet de définir un sens canonique de lecture. Une séquence commence au
groupement phosphate libre situé en 5° du désoxyribose qui débute la séquence et se finit a
I’alcool libre situé¢ sur le carbone 3’ du désoxyribose terminal. Afin que les deux hélices
puissent s’imbriquer et former une double hélice, chaque base est associée a sa base
conjuguee et I’ordre des bases est inversé de 5° a 3’. Ainsi, sur I’exemple présenté sur la
Figure 3, la séquence complémentaire de ACTG devient CAGT.
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Figure 3: Structure d'un simple brin d'ADN de séquence ACTG (gauche) et
appariement avec sa séquence complémentaire CAGT donnant un double brin d’ADN
(droite).

En vue de la détection de 1’ochratoxine, un aptamer a été sélectionné par méthode SPR. Lors
de ces tests, plusieurs séquences ont été utilisées et celle présentant la plus grande affinité
avec la molécule cible a été choisie pour étre utilisée au sein du capteur.

Cette séquence est la suivante: 5° GAT CGG GTG TGG GTG GCG TAA AGG GAG CAT
11,12

CGG ACA 3’ et a été proposée dans les références
Une chaine de six carbones, terminée par un thiol est accrochée en extrémité 5° de 1’aptamer.
Cette extrémité pourra ainsi s’accrocher a la surface de 1’or pour fonctionnaliser notre
échantillon.

Dans le cadre du projet nanoantenna, un aptamer fut également développé pour la détection de
la protéine Manganése super oxyde dismutase (MnSOD).* Le protocole de détection a donc
déja été défini et celui-ci permet de détecter la présence de cette protéine dans du sérum ou de
la salive a une concentration nanomolaire. La quantification de la MnSOD dans des fluides
biologiques a un intérét médical car celle-ci joue un réle important dans la réduction du stress
oxydatif. Ainsi, sa concentration est modifiée lors de 1’apparition de cancers ou d’autres
maladies, méme dans la phase pre-symptomatique. Un capteur de MnSOD serait alors une
aide au diagnostic précoce du cancer, et c’est dans ce but qu’il fut développé.

L’aptamer pour la protéine MnSOD a la séquence suivante : 5> TT TTT TTT TTT TTT TTC
TTC TCT AGC TGA ATA ACC GGA AGT AAC TCA TCG TTT CGA TGA GTT ACT
TCC GGT TAT TCA GCT AGA GAA G 3’.

Il est & noter que les 14 premieres bases, qui sont des thymines ont été ajoutées en tant
qu’espaceur entre la surface d’or et I’aptamer afin de maximiser I’interaction avec la molécule
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cible, comme démontré par B. Waybrant et al.'*. En effet il semblerait que la thymine étant
hydrophobe, 1’ajout de cette chaine permet une meilleure interaction avec la protéine MnSOD
qui est également hydrophobe.

1V.2.2. Etude Raman et SERS

Nous allons dans un premier temps eétudier le spectre Raman de chacun de ces
oligonucléotides afin de comprendre ’origine de chaque bande. Pour ce faire, nous avons
laissé sécher une goutte de solution concentrée a 20 uM d’oligonucléotide sur un substrat de
quartz, avant d’effectuer un spectre Raman sur la zone périphérique, ou la matiere déposee est
la plus concentrée. Les deux spectres sont présentés figure 3.

1 Aptamer MnSOD
Raman

1242
1665

1327

1000 H Aptamer Ochratoxine
1 Raman

Raman Intensity (cnt)

T T T T T T T T T T T T T T T

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
. -1

Raman Shift (cm )

Figure 4: Spectres Raman des aptamers spécifiques de la MnSOD (noir) et de
I'ochratoxine (rouge).

On peut constater que la plupart des bandes est visible sur les deux spectres, mais avec des
intensités relatives différentes. Cette observation se justifie en considérant que le spectre final
observé se résume a la superposition des spectres de chaque base qui constitue le brin d’ADN.
Les bases étant liées a des saccharides connectés par des phosphates, on s’attend soit a des
décalages spectraux des bandes Raman par rapport aux bases isolées ou selon ’ordre des
bases dans la séquence de 1’aptamer, soit a de nouvelles bandes. Ainsi, nous pouvons résumer
nos aptamers a une chaine de dextrose-phosphate liée aux bases et la composition de chacun
de nos aptamers se résume a :

Aptamére de 1’ochratoxine : 22% Adénine, 17% Thymine, 47% Guanine, 14% Cytosine.

Aptameére de laMnSOD :  21% Adénine, 44% Thymine, 16% Guanine, 17% Cytosine.
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Figure 5: Spectres Raman simulés par DFT des bases adénine, cytosine, guanine,
thymine.

Les spectres tracés en Figure 5, sont issus de simulations moléculaires quantiques utilisant la
théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT, Density Functional Theory). Elles ont été
réalisées par Shivalika Tanwar, doctorante au laboratoire CSPBAT, travaillant sur la
modélisation moléculaire et la cristallographie. Nous avons utilisé ces spectres comme base
d’interprétation des bandes Raman des aptamers. Une autre source bibliographique
correspond aux travaux de C. Otto et al.® (1986) qui proposent une attribution détaillée des
différentes bandes des bases d’ADN visibles en diffusion Raman et en SERS. Enfin les
travaux de B. Prescott et al.'® ont permis une analyse des spectres de brins d’ADN dans
différentes conformations. Nous avons utilisé ces résultats afin d’effectuer une attribution des
bandes les plus intenses de nos spectres (Tableau 1).

Tableau 1. Attribution des principales bandes Raman de nos aptamers

v(cm™) | Bases attribuées | Vibration Dominant

1665 T/G/C C=0 (2 cetones dan T) Aptamer MnSOD
1573 G N3-C4-Cs Aptamer OTA
1483 G N;1-C; et N1-Cg Aptamer OTA
1370 T d(Cs-Methyl) Aptamer MnSOD
1327 AlG N7 entre les Cs et Cg Aptamer OTA
1242 T Cycle stretching Aptamer MnSOD
1093 Phosphate v(PO,) Egal

1011 Desox.-Phosp. P-O-C, antysimetric stretching Egal

782 C/T Ring breathing mode Egal

735 A Ring stretching Egal

667 T/IG/A Egal

La bande assez large, visible sur les deux spectres, située a 1665 cm™ correspond aux
vibrations en élongation des cétones des bases T, G et C. Ceci explique pourquoi cette bande
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est I’'une des plus intenses dans le cas de aptamere de la MnSOD, qui contient 44% de
thymine et la thymine contient deux cétones. Les bandes situées a 1483 et 1573 cm™
correspondent principalement a des vibrations de la guanine et sont donc dominantes sur le
spectre de I’aptamer de 1’ochratoxine.

2500 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1

2000 -{Aptamer Ochratoxine
SERS

1500

_|Aptamer Ochratoxine
Raman

Raman Intensity

400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Raman Shift (cm'1)

Figure 6: Comparaison des spectres Raman (rouge) et SERS (noir) de l'aptamer
spécifique de I'ochratoxine.

Si ’on compare maintenant les spectres SERS et Raman de 1’aptamer de 1’ochratoxine,
(Figure 6), on peut constater un grand nombre de différences spectrales. En effet on constate
en SERS la disparition de certaines bandes. Pour expliquer de telles différences, on peut tout
d’abord supposer que le brin d’ADN subit un changement de conformation lorsqu’il est séché
et accroché de maniere covalente a la surface d’or. On peut ainsi comprendre qu’il y ait un
Iéger décalage des bandes Raman ainsi qu’un changement de leur intensité relative. Mais cette
hypothese ne peut expliquer une si grande différence entre les spectres. Nous savons que notre
brin d’ADN faisant 36 nucléotides a une longueur dépliée de 12 nm (environ un tiers de
nanométre par base’’). Or I'intensité SERS décroit de maniére exponentielle lorsque la
molécule s’¢loigne de la surface sur une distance de 1’ordre de quelques nanométres. Ainsi, Si
le brin d’ADN est orthogonal a la surface, seules les premiéres bases du brin seront visibles,
ce qui explique le nombre réduit de bandes Raman observables sur le spectre SERS. De
maniére plus détaillée, on peut observer que la bande & 1483 cm™ attribuée & la guanine
disparait completement. Ce comportement peut également s’expliquer par le fait que les
regles de sélection en SERS sont différentes de celles en diffusion Raman classique. La
disparition de cette méme bande fut observée par C. Otto et al.”® sur la guanine seule. La
guanine étant la premiere base de notre chaine et composant 47% de notre séquence totale, ce
résultat était attendu. On constate de méme la disparition des bandes phosphate v(PO;) a
1093 cm™. Etant donné qu’il s’agit d’un groupement chargé, il n’est pas étonnant que
I’interaction chimique avec I’or change drastiquement le comportement de la bande. La bande
située & 782 cm™, quant & elle, se décale vers les plus hautes fréquences et baisse d’intensité.
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En conclusion, nous pouvons dire que I’ensemble des séquences concernées ont ¢été
caractérisées en SERS et que les principales composantes du spectre ont été identifiées. Pour
ce qui est de la MnSOD, I’aptamer a déja eté caractérisé et utilisé en SERS et a permis
d’obtenir de bon résultats en terme de détection de la MnSOD.



138

1V.3. Détection de ’ochratoxine

Maintenant que nous avons déterminé 1’origine des spectres SERS de I’aptamer, nous
pouvons passer a la détection de 1’ochratoxine.

L’aptamer a été acheté a la société Eurogentec. La séquence commandée est : HS(Cg)-5" GAT
CGG GTG TGG GTG GCG TAA AGG GAG CAT CGG ACA 3°. A I’extrémité 5 du simple
brin d’ADN, la sequence commandée présente une chaine de 6 carbones terminée par le
groupement thiol afin que le brin d’ADN puisse s’accrocher de maniére covalente avec la
surface d’or.

Tout d’abord nous avons fabriqué un substrat SERS, qui ne requiert aucune technique de
lithographie et qui est constitué¢ d’une lamelle de microscope standard en verre sur lequel nous
avons deposé 5 nm d’or par évaporation thermique. Comme 1’or mouille mal le verre, il se
forme des nano-ilots d’or sur la surface de la lamelle (Figure 7a) formant un substrat SERS.
La raison de I'utilisation de tels substrats est qu’ils sont facile a produire, que leur colt de
fabrication est faible et qu’ils sont trés simple d’utilisation. Ainsi ceS substrats sont adaptés
aux nombreux tests nécessaires a la définition des protocoles de fonctionnalisation. Nous nous
sommes donc orientés vers ce choix afin de ne pas devoir utiliser de nombreux échantillons
lithographiés qui sont plus longs a fabriquer.

Dans un second temps, nous avons fonctionnalis¢ la surface du film rugueux d’or avec
I’aptamer, en déposant une goutte de solution concentrée a 10 UM pendant toute une nuit
avant de rincer a I’eau distillée.

Ensuite, la surface a été bloquée avec du 6-mercaptohexanol (MOH) afin de couvrir la surface
d’or entre les aptamers, de sorte qu’aucune molécule ne vienne s’adsorber directement sur la
surface d’or nue et ne soit détectée. Un schéma de principe est présenté Figure 7.

(a) (b) Aptamer

Mercaptohexanol
%)H (§H %)H gH ?H ?H
AR A
200.nm _— —
[ Surface d’or

Figure 7: (a) Image MEB d’un film rugueux d’or utilis¢ comme substrat SERS.
(b) Schéma de principe de la fonctionnalisation de surface de notre substrat SERS. Les
aptamers vont permettre la capture de la molécule cible et le mercaptohexanol évite
toute adsorption non spécifique sur la surface d’or.
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A chaque étape, une série de spectres SERS a été acquise sur I’échantillon, afin de contrdler
parfaitement 1’évolution de la fonctionnalisation. L’acquisition pour tous les spectres qui
suivent fut effectuée avec un objectif de grossissement 80 ayant une ouverture numérique de
0.75, la puissance du laser a 660 nm fut fixée a environ 288 UW (1%) sur le spectromeétre
XploRa, en utilisant le réseau de diffraction 1200T offrant une résolution spectrale d’environ
5cm™, la largeur des fentes & Pentrée du spectrométre fut fixée & 100 pm et le diamétre du
trou confocal fut fixé a 300 um enfin chaque spectre fut intégré sur trois acquisitions de 20
secondes. L’ensemble des spectres est présenté Figure 8. En noir est présentée une référence
du MOH seul sur un film rugueux. On constate ainsi que le spectre final de 1’échantillon
fonctionnalisé¢ est proche de la somme des spectres du MOH et de I’aptamer, sauf pour la
large bande située autour des 1600 cm™, qui disparait presque entiérement lors de 1’ajout du
MOH, et pour la bande proche des 950 cm™, qui disparait également lors de 1’ajout du MOH.
Nous pouvons en déduire qu’en présence de I’agent bloquant, nous avons une réorientation de
I’aptamer qui change I’intensité relative des bandes SERS que 1’on observe.

400 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1
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Figure 8: Spectres SERS sur un film rugueux de I'agent de blocage seul, MOH (noir),
de l'aptamer seul (rouge), et de I’aptamer aprés ajout de mercaptohexanol (vert).

Avant d’effectuer un test de détection, nous avons voulu caractériser la molécule cible en
Raman et en SERS. Nous avons donc effectué une mesure Raman de la poudre solide
d’ochratoxine et nous avons également déposé une goutte de solution a 1 mM d’ochratoxine
sur un substrat d’or rugueux, avant de rincer ce dernier et d’effectuer une mesure SERS. Les
spectres sont présentés Figure 9. Le spectre SERS et le spectre Raman ont des bandes
communes et on constate un élargissement des bandes en SERS.
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Figure 9 : Spectres Raman (rouge) et SERS (noir) de lI'ochratoxine A.

Apres avoir complétement caractérisé les molécules d’intérét, nous avons déposé une solution
d’ochratoxine de concentration 10 pM sur la surface d'or rugueuse fonctionnalisée avec
I'aptamer. L'ochratoxine a été diluée dans une solution de KCI a 1 M, de sorte que la solution
impose une forte pression ionique sur ’aptamer, ce qui meéne a son dépliement. Un temps
d’incubation d’une heure a ét¢ appliqué afin que les molécules d’ochratoxine aient le temps
de s’accrocher a I’aptamer. L’échantillon a ensuite ét¢ abondamment rincé a 1’eau distillée
afin d’¢éliminer toute adsorption non spécifique des molécules d’ochratoxine sur le substrat,
ainsi que le tampon salin. L’échantillon a ensuite été séché et caractérisé en SERS. Le méme
protocole a été répété 8 fois pour des concentrations supérieures (augmentation d'une décade
pour chaque nouvelle concentration). L’ensemble des spectres est présenté figure 10. Le
spectre noir est le spectre de référence avant ajout de 1I’ochratoxine. Au-dessus sont présentés
les spectres obtenus pour des concentrations croissantes par décade. Lorsque la concentration
d’ochratoxine augmente, une évolution du spectre est visible, sur les bandes situées a 700, 850
et 1075 cm™, qui baissent d’intensité avec la concentration. A contrario, l'intensité de la bande
située autour des 1600 cm™, trés large et & peine visible en I’absence d’ochratoxine augmente
progressivement pour les fortes concentrations d’ochratoxine.

Nous nous attendions naivement a voir le spectre de 1’ochratoxine s’ajouter au spectre de
I’aptamer. Cependant, il semblerait que le changement de conformation di au repliement du
brin d’ADN autour de la molécule ait plus d’influence sur le spectre SERS que la molécule
d’ochratoxine elle-méme. Enfin, méme si I’évolution spectrale est ténue, il est possible de
voir la différence spectrale a partir d’une concentration nanomolaire, ce qui est suffisant pour
une application industrielle.
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Figure 10: Spectres SERS d'un échantillon fonctionnalisé avec I'aptamer et le MOH
(noir, bas) puis apres l'ajout des différentes concentrations d'ochratoxine.

Comme nous voulions quantifier précisément la concentration en ochratoxine et étre capable
de détecter les concentrations les plus faibles, nous avons fait appel a des modeles statistiques
Partial Least Square Regression (PLSR) pour analyser les spectres. Le docteur Mohamed
Triba m’a permis d’utiliser cet outil qu’il développe lui-méme au sein du laboratoire. Ainsi,
I’ensemble des spectres acquis furent libellés par la concentration d’ochratoxine a laquelle ils
correspondaient et une régression linéaire sur I’ensemble des variables du spectre fut calculée,
permettant la création d’un modéele prédictif. Une composante prédictive, c'est-a-dire séparant
les spectres et correspondant a une combinaison linéaire des variables du spectre, a été
calculée. Cette composante est représentée figure 11a. Le coefficient de corrélation est code
dans la couleur du spectre, ce qui permet de confirmer ainsi ce que 1’on voyait difficilement a
I’ceil, c'est-a-dire que la baisse de I’intensité des bandes situées a 700, 850 et 1075 cm™ est
trés fortement corrélée a I’augmentation de la concentration en ochratoxine. Cela confirme
également la corrélation positive sur les bandes situées a 280 et 1600 cm™. Sur la figure 11b,
est tracé le score des deux composantes principales pour chaque spectre : la composante
prédictive, qui sépare les spectres en fonction de la concentration d’ochratoxine et une
composante orthogonale représentée en ordonnée qui n’est pas prédictive et qui correspond a
une variation aléatoire indépendante de la concentration.
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Figure 11: Résultats de la PLSR: (a) image des coefficients de la composante
séparant les spectres en fonction de la concentration, (b) tracé des deux composantes
principales pour chaque spectre, (c) prédiction de la concentration pour chaque spectre
acquis (d) modele de validation croisée Monte-Carlo.

En Figure 11c, est tracée pour chaque spectre (axe des ordonnées) la concentration (axe des
abscisses) calculée avec le modele qui fut ajusté sur I’ensemble des spectres. Nous pouvons
constater que la prédiction est bonne (R? = 0.988). Pour confirmer la validité du protocole,
nous avons effectué une validation croisée Monte-Carlo. Celle-ci consiste a refaire un modéle
avec une partie seulement des spectres et permet donc d’observer la robustesse du modele
(Figure 11d). Nous arrivons ainsi & une prédiction tout a fait correcte (Q* = 0.892), ce qui
indique que notre modele est robuste et qu’il est possible de quantifier la concentration
d’ochratoxine pour des concentrations allant de 10 pM & 100uM. Nous pouvons constater que
la concentration inférieure de détection (10 pM) est largement en dessous de la limite de
détection nécessaire pour le controle qualité en agro-alimentaire. Nous avons donc congu un
protocole de détection efficace et applicable pour le systéme bimodal que nous développons.



143

Conclusion

Dans ce chapitre nous avons vu que 1’ochratoxine était une mycotoxine hautement dangereuse
dont la concentration doit absolument étre régulée et contrdlée dans tout produit pouvant en
contenir. Malgré 1’existence d’un test ELISA, nous avons choisi cette cible car elle représente
un intérét majeur pour le contrdle qualité en agro-alimentaire et nous souhaitons valider
I'instrument développé dans le cadre du projet Piranex pour la détection de toxines. Nous
proposons une détection avec un aptamer, tant pour des raisons de stabilité et de colt que pour
sa faible taille permettant ainsi une meilleure réponse en SERS. Nous avons caractérisé en
Raman classique et en SERS I’aptamer choisi. Enfin nous avons démontré qu'il était possible
de détecter 1’ochratoxine par méthode SERS sur une large plage de concentration avec une
limite inférieure de 1'ordre du pM. Nous pouvons également constater que nous n’avons pas
une réelle identification de la molécule cible mais que sa détection se fait par I'observation de
modification du spectre de I'aptamer.

Dun point de vue coit, le test ELISA permets actuellement d’effectuer 96 tests pour un prix
d’environ 700 € (MBS282200) donc un peux plus de 7 € par test. Pour I’instant notre méthode
permet d’effectuer une détection avec un meilleur seuil, avec un aptamer cottant environ70 €
pour 100 nmol chez Eurogentec, ce qui fait par substrat environ 7 centimes d’aptamer, (1
goutte de 10 pl a 10 uM), cependant le prix actuel des substrats SERS reste conséquent mais
nous avons utilisé des simples filmes rugueux qui cotitent de I’ordre d’un euro piéce. Ainsi
notre détection est déja moins chére. Nous n’avons cependant pas encore effectué¢ de détection
en milieux complexe, ces études seront faites dans le futur.

Cette détection a été démontrée sur des substrats de film rugueux d'or pour des raisons de
simplicité et de disponibilité des substrats. Par la suite, il sera donc nécessaire d’effectuer
cette méme détection sur les substrats or/or optimisé dans le cadre du projet Piranex puis de
valider la détection bimodale avec I'appareil développé dans le projet.
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Conclusion et perspectives

Un grand nombre d’études dans différents domaines qui sont la plasmonique, la spectroscopie
exaltée et la détection a pu étre mené durant cette thése. Ainsi un substrat hybride constitué
d’un réseau de nanocylindres d’or déposés sur un film mince d’or et permettant le couplage
SPRi/SERS a ¢été développé. Afin d’optimiser ses propriétés plasmoniques, une
caractérisation complete a été effectuée en champ proche via le SERS ainsi qu’en champ
lointain via la spectroscopie d’extinction, tout en comparant les résultats obtenus pour les
mémes structures déposées sur un substrat diélectrique. Nous avons constaté, dans le cas des
échantillons hybrides, la présence d’un nouveau mode plasmonique appelé le mode de Bragg
qui permet une exaltation importante du signal SERS. Nous avons vu que 1’émission du signal
SERS se trouvait ainsi étre fortement directionnelle, et nous avons également prouvé que
I’exaltation du champ électromagnétique était localisée sur les bords des nanostructures
lorsque celles-ci étaient déposées sur un film mince d’or. La compréhension de I’ensemble de
ces phénoménes nous a menés a 1’optimisation de la nano-structuration finale utilisée pour le
projet.

De plus, nous avons effectué un certain nombre de tests afin de sonder le potentiel en SERS
de ’aluminium, matériau plasmonique qui a suscité un vif intérét derniérement. L’exaltation
observée pour une utilisation en SERS dans la gamme spectrale au dela de 600 nm s’est
avérée trop faible pour des applications en détection malgré la présence de bandes
d’extinction fines qui présentaient un haut facteur de qualité. Nous avons également vérifié la
stabilité chimique des nanostructures, prouvant que la couche d’alumine ne dépasse pas
quelques nanomeétres méme longtemps apres la fabrication de 1’échantillon. Enfin comme
I’aluminium a des propriétés optiques tres différentes de celles de I’or nous avons fabriqué les
mémes substrats hybrides : nanostructures d’aluminium sur un film d’aluminium. Nous avons
pu observer des modes plasmoniques localisés associés aux nanoparticules individuelles. Les
experiences ont prouvé que ces modes se couplent au mode de Bragg également présent sur
ces échantillons. Le facteur de couplage fut ainsi mesuré.

Enfin nous avons démontré la détection de 1’ochratoxine par méthode SERS pour des
concentrations se situant largement en dessous des limites légales autorisees par les
organismes de régulation européens et canadiens. Pour cela nous avons utilisé une surface
nanostructurée métallique fonctionnalisée avec un aptamer thiolé. Nous avons pu montrer que
la détection se faisait par 1I’observation de la modification du spectre Raman de I’aptamer et
non par I’observation de nouvelles bandes associées a I’ochratoxine.

L’utilisation des échantillons hybrides développés dans le cadre de cette these pourrait se faire
en tant que simple substrat SERS. Pour cela il serait intéressant d’étudier en profondeur 1’effet
de la forme des nanoparticules ainsi que I’effet d’un éventuel couplage plasmonique entre des
nanostructures afin d’optimiser au mieux les propriétés SERS, sans se soucier de la SPRi. A
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I’issue de cette thése nous espérons également approfondir I’utilisation de 1’aluminium
comme matériau plasmonique pour le SERS.

Dans 1’avenir, nous désirons valider les protocoles de détection par SPRi et SERS a I’aide du
nouvel appareil bimodal développé dans le cadre du projet Piranex, permettant de quantifier et
d’analyser nos cibles de maniére simultanée. De nombreuses autres biomolécules et polluants
pourraient étre détectés par cet appareil. Il est évident que de nouveaux protocoles ciblant
d’autres molécules seront développés a la suite de cette theése. Enfin, aprés une phase de test
de la machine, qui est en cours de préparation, Horiba compte pouvoir vendre ’appareil
commercialement.






Résumeé

Dans cette these, nous décrivons sommairement les techniques utilisées qui sont 1’imagerie par
résonance plasmon de surface (SPRi) et la diffusion Raman exaltée de surface (SERS). Le but
principal du projet Piranex dans lequel la thése s’inscrit consiste au développement d’une bio-
puce nanostructurée bimodale permettant le couplage des deux techniques SPRi et SERS. Cette
biopuce est constituée d’un film d’or par-dessus lequel nous avons déposé un réseau carré de
nanocylindres en or. Un ensemble d’études ont été effectuées pour caractériser ses propriétés
plasmoniques du biocapteur afin d’en optimiser le signal SERS. Nous avons ainsi constaté que
I’émission du signal était fortement anisotrope, dus a I’excitation du Mode de Bragg et que le
champ proche était principalement exalté sur les bords de la nanostructure. Les propriétés furent
également comparées avec celles de réseaux identiques déposés directement sur un substrat dié-
lectrique. Par la suite un ensemble d’études plasmoniques et SERS ont été effectuées pour
I’aluminium, autre matériaux plasmonique d’intérét. Enfin, un protocole de détection par SERS
de I’ochratoxine basé sur un aptamére fut développé et a permis la détection de 1’ochratoxine dés
10 pM, bien en dessous de la limite autorisée par les organismes de régulation en agro-
alimentaire.

Mots Clefs : Nanocapteur, Nanostructures d’Or, Nanostructures d’aluminium, Or, Aluminium,
Raman, SERS, LSPR, SPRI, Ochratoxine A, Aptameére, Functionalization de surface, Thiol.

Abstract

In this thesis, we briefly describe the techniques used, which are surface plasmon resonance
imaging (SPRi) and surface enhanced Raman scattering (SERS). The main goal of the Piranex
project in which the thesis is based is the development of a bimodal nanostructured biochip
allowing the coupling of the two techniques SPRi and SERS. This bio-chip consists of a gold
film over which we have deposited a square array of gold nanocylinders. A set of studies has
been carried out to characterize plasmonic properties of the biosensor in order to optimize the
SERS signal. We have thus found that the emission of the signal was strongly anisotropic, due to
the excitation of the Bragg Mode and that the near field was mainly enhanced on the edges of the
nanostructure. The properties were also compared with those of identical gratings deposited
directly on a dielectric substrate. Subsequently a set of plasmonic and SERS studies were carried
out for aluminum, other plasmonic materials of interest. Finally, a detection protocol by SERS of
ochratoxin based on an aptamer was developed and allowed the detection of ochratoxin with a
detection threshold of 10 pM, well below the limit allowed by food regulatory agencies.

Keywords: Nanosensor, Gold nanostructures, Anuminium nanostructures, Gold, Aluminium,
Raman, SERS, LSPR, SPRI, Ochratoxin A, Aptamer, Surface functionalization, Thiol.



