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Introduction générale

De nombreux agents chimiques et biologiques risquant de porter atteinte a notre santé sont
présents dans notre environnement (eau, air, aliments ...). Nous sommes face donc a une
nécessité pressante de surveiller les matrices alimentaires, environnementales, particuliérement
les eaux, les sols et I’air. La possibilité de détecter des contaminants dans des matrices variées
dépend de la sensibilité¢ des méthodes analytiques disponibles. Ainsi, I’évaluation du risque
associé aux contaminants peut varier de plusieurs ordres de grandeur. Dans la plupart des cas,
le défi principal est de déceler ces molécules polluantes ou toxiques des les trés faibles teneurs

en un minimum de temps et avec une grande spécificité.

Les instruments classiques d’analyse utilisés pour la détection d’une espece (bio)chimique sont
généralement coliteux, volumineux et souvent complexes a mettre en ceuvre. De plus, les phases
de préparation des échantillons, d’incubation, et d’exploitation des résultats augmentent
souvent trés fortement la durée totale d’analyse. Les biocapteurs constituent une alternative
efficace et économique par rapport aux instruments conventionnels d’analyse. Ces dispositifs
reposent sur I’association d’un élément transducteur qui permet la lecture du signal et d’un
récepteur qui assure la reconnaissance spécifique d’une cible dans un milieu complexe.
L’intégration des anticorps dans les biocapteurs en tant que récepteurs moléculaires (i.e. les
immunocapteurs) contribue a raccourcir la durée d’analyse et a augmenter la sensibilité et la
spécificité de détection du fait de I’affinité inégalable qu’ont ces molécules pour leurs cibles.
Cependant, ’activité des anticorps est étroitement liée a leur structure qui doit étre donc
préservée lors de leur immobilisation et nécessite un contréle minutieux des conditions
d’¢laboration des immunocapteurs. Ainsi, d’importants efforts restent encore a réaliser pour

I’obtention de biocapteurs robustes, sensibles et utilisables en routine.

La nanostructuration de la surface sensible des biocapteurs par des nanoparticules d’or (GNPs)
est une piste trés prometteuse pour améliorer leur sensibilité. En effet, la topographie qui en
résulte induit une augmentation de la surface sensible permettant d’immobiliser un plus grand
nombre de ligands de capture, mais également une meilleure orientation de ces ligands qui les
espace et préserve leur accessibilit¢ les rendant plus efficaces dans le processus de

reconnaissance de la cible.

De plus, en s'appuyant sur les propriétés optiques singuliéres des nanoparticules d’or, en

particulier sur la résonance de plasmon de surface localisée (LSPR), sensible a leur



environnement local, il est possible de détecter des interactions biomoléculaires par mesure de
la variation de la position de bande LSPR. Cette variation peut étre aisément quantifiée par
mesure du spectre d’extinction des GNPs avec un équipement standard de laboratoire

(spectrophotometre UV-visible) voire, dans certains cas, a I’ceil nu.

Quelque soit la stratégie envisagée, les nanoparticules d’or doivent étre synthétisées, stabilisées
contre 1’agrégation, éventuellement immobilisées sur des surfaces et fonctionnalisées pour

atteindre les objectifs de performance spécifiques.

Dans ce contexte, I’objectif principal de ce travail est la conception d’immunocapteurs intégrant
des nanoparticules d’or destinés a la détection d’une grande variété¢ de cibles avec 1’idée
d’étudier I’apport potentiel des GNPs pour les performances analytiques de ces systémes en
termes de gamme de dosage et de limite de détection. Au-dela du besoin d’améliorer les
performances analytiques des biocapteurs, sur un plan plus fondamental, la compréhension au
niveau moléculaire des multiples étapes nécessaires a leur €laboration permettrait de généraliser
les stratégies adoptées a d’autres applications impliquant des nanoparticules d’or. Nos travaux
se sont focalisés sur la détection de deux types de cibles différant par leur taille et leur nature :
le diclofénac, un polluant pharmaceutique de faible poids moléculaire et 1’entérotoxine A, une

cible protéique produite par la bactérie S. aureus (SEA).

Dans cette étude, les nanoparticules d’or ont été utilisées en tant qu’agents de nanostructuration
et également en tant qu’agents de transduction pour les immunocapteurs. Ainsi, deux stratégies

(schématisées dans la Figure 1) ont été mises en ceuvre :

- La nanostructuration : Cette premicre voie est géométrique et consiste a structurer la
surface du capteur a 1’échelle nanométrique par immobilisation des nanoparticules d’or
afin d’augmenter la surface spécifique ainsi que 1’accessibilité des biorécepteurs. Dans
cette partie, le contréle de la densité et de la dispersion des nanoparticules, est un enjeu
primordial puisqu’il est nécessaire de disposer de couches reproductibles et stables vis-a-
vis des multiples étapes de préparation. Cela requiert une fonctionnalisation préalable du
substrat, dans notre cas des surfaces d’or et des surfaces de silicium oxyd¢, et également
une post-fonctionnalisation des nanoparticules. Chacune de ces étapes ¢lémentaires a été
caractérisée par des techniques d’analyse de surface, jusqu’a 1’¢laboration des
immunocapteurs nanostructurés afin de comprendre les mécanismes mis en jeu et de définir

les conditions optimales de greffage des nanoparticules. Enfin, la performance des



biocapteurs a été évaluée et comparée a celle atteinte avec des immunocapteurs plans (sans
nanoparticules d’or) pour la détection de la SEA et du diclofénac.

- Latransduction : Dans la seconde voie la transduction est assurée par la position de la bande
LSPR des nanoparticules. Ce format requiert €également I’immobilisation des anticorps sur
les surfaces des nanoparticules ainsi que le controle du mode de liaison et de la stabilité des
colloides formés. Elle a été appliquée a la détection de SEA.

Deux formats différents de dosage seront développés. La détection sera suivie par le
changement de la position de la bande LSPR dans le spectre d'extinction UV-Visible
résultant du changement d'indice de réfraction local induit par la réaction immunologique
entre la SEA (libre, dans le format direct / immobilisée, dans le format compétitif) et I’anti-

SEA-GNPs.
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Figure 1 : Représentation générale des deux stratégies de travail.
Ces deux stratégies ont été employées séparément avec comme objectif 1’amélioration de la
limite de détection des deux cibles étudiées. Nous avons utilisé respectivement la microbalance
a cristal de quartz et la spectroscopie d’absorption UV-Visible comme méthodes de

transduction.

Ce manuscrit comporte cinq chapitres. Le premier est dédié¢ une 1’étude bibliographique des
biocapteurs et des nanoparticules d’or. Il résume 1’état de 1’art dans le domaine des biocapteurs
nanostructurés. Le deuxiéme chapitre porte sur les protocoles expérimentaux et les techniques
de caractérisation et de transduction utilisées dans cette étude. Il comporte également

I’ensemble des protocoles expérimentaux utilisés dans les chapitres suivants.



Dans le chapitre 3, I’immobilisation des nanoparticules d’or sur des surfaces planes est
optimisée avec une approche analytique a I’échelle moléculaire. Il se décompose en trois grands
axes : la fonctionnalisation des surfaces d’or et de silicium par des thiols et des silanes pour
former la couche d’accroche des nanoparticules, I’'immobilisation des nanoparticules sur ces
couches et enfin, la post-fonctionnalisation des nanoparticules immobilisées. Les surfaces
obtenues sont ensuite utilisées dans le chapitre 4 pour la construction des immunocapteurs
piézoélectriques nanostructurés et la détection des deux cibles. Il se décompose en deux parties
correspondant aux deux cibles sélectionnées a savoir le diclofénac et la SEA. Dans le dernier
chapitre, le chapitre 5 la deuxieme stratégie c’est-a-dire a 1’¢laboration d’un biocapteur

plasmonique en phase homogene est mise en ceuvre pour la détection en une étape de la SEA.

Enfin, le manuscrit se termine par I’ensemble des conclusions et perspectives qui découlent de

ce travail de these.
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Chapitre 1 : Contexte et ¢tude bibliographique

—
Partie 1

Les biocapteurs

Cette partie est dédiée a I’état de I’art sur les biocapteurs en général et sur les
immunocapteurs piézoélectriques en particulier, afin de mettre en évidence
les axes d’amélioration a explorer pour les immunocapteurs piézoélectriques.

1.1. Introduction et historique

Dans les années 70, un capteur €était souvent assimilé a une sonde. Ceci est li€é au premier
biocapteur développé par Leyland Clark et Champ Lyons en 1950 pour mesurer la
concentration de ’oxygéne dissous dans le sang !. En 1962, ce méme biocapteur, appelé
électrode de Clark, a été adapté pour doser le glucose dans le sang 2. Puis en 1967, Updike et
Hicks congurent une ¢électrode enzymatique pour doser le glucose dans une solution biologique
3. Cette découverte est devenue une réalité commerciale en 1975 avec la compagnie Yellow
Springs Instrument Company Inc (YSI) # qui I’a commercialisé. Depuis ces travaux pionniers,
I’intérét porté aux biocapteurs n’a cessé de croitre avec 1’introduction de dispositifs simples et
miniaturisés, parfaitement adaptés a 1’électronique moderne °.

Le biocapteur idéal doit étre facile d'utilisation, peu encombrant et peu couteux. Les
transducteurs, qui permettent de mesurer le signal, sont de natures trés variées et de tailles de
plus en plus réduites. Dans les années 90, le concept de laboratoires portatifs miniaturisés
appelés ‘Lab-on-a-chip’ a émergé dans ce domaine grace au développement de la micro-
fluidique °.

Le caractere interdisciplinaire de ce domaine de recherche, alliant biologie, chimie et physique,

a fait que les biocapteurs sont utilisés dans de multiples domaines tels que le diagnostic

8 9

biologique 7, I’analyse de matrices environnementales ®, le domaine agroalimentaire °,
I’aérospatiale, la médecine légale ou encore la lutte contre le bioterrorisme '°. Leur champs
d’application s’étend ainsi du contrdle des aliments a la recherche de vie sur Mars '!.

Le marché mondial des biocapteurs a évolué de 5 millions de dollars en 1985 a 13 milliards en

2010 et une prévision de 17 milliards en 2018 > 2. Cette forte expansion est notamment liée a
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la demande importante des marchés de la sécurité, de la bio-défense, de la surveillance
environnementale et du diagnostic médical a domicile.

Le numéro de Juin 2004 du «Scientific American» décrit "des capteurs intelligents pour
interconnecter le monde" '*. La couverture de «The Scientist» pose la question "Les biocapteurs
sont-ils encore de la science-fiction?" en se référant a des capteurs utilisables sur le terrain pour
signaler rapidement un événement bioterroriste '*.

Le succes des biocapteurs se heurte toutefois a la « jeunesse » de ce domaine de recherche qui
s’appuie sur peu de recherches fondamentales. De nombreux parameétres sont encore a maitriser
pour comprendre et faconner les biocapteurs modernes, principalement les étapes de

conception.

1.2. Généralités

1.2.1. Définition et principe de fonctionnement

Les biocapteurs, sont des outils analytiques permettant de reconnaitre et de quantifier une cible
dans un milieu complexe. Ils sont constitués d’un biorécepteur intimement lié¢ ou intégré dans
un transducteur. Le biorécepteur assure la détection spécifique et sélective de la cible et
I’information biochimique qui en résulte est convertie par le transducteur en un signal physique
quantifiable et analytiquement exploitable °. Dans le cas des biocapteurs d’affinité, la détection
de la cible par le biorécepteur se fait par reconnaissance moléculaire. La Figure 2 en illustre le

principe :
0 Cox,
*‘ ﬂbles V':
<o tmVoixk

Biorécepteur m_mm-m.m

Transducteur Electrochimique — Optique - Piezoélectrique
] *  Amplification
5 Traitement
Signal i

* Identification

Figure 2 : Représentation schématique d’un biocapteur.
= Le biorécepteur : constitue le premier maillon du biocapteur et son choix est primordial

dans la construction d’un biocapteur. La structure des biorécepteurs est tres variée et il
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existe autant de biorécepteurs que d’analytes potentiellement détectables. Il s’agit la
plupart du temps d’anticorps, de fragments d’ADN ou d’enzymes.
= Le transducteur : génere un signal représentatif de la liaison cible-récepteur. Le mode
de transduction peut étre, classiquement optique, €électrochimique, piézoélectrique ou
calorimétrique. Selon le type d’interaction entre la cible et le biorécepteur, on choisira
le type de transducteur approprié pour exploiter au mieux cette reconnaissance 6.
Une unité d’amplification et de traitement du signal adéquate est également nécessaire au bon
fonctionnement du dispositif.
La détection peut étre assurée avec ou sans marqueur. La détection sans marqueur (label-free)
permet d’enregistrer directement les changements physiques qui se produisent durant le
phénomeéne de reconnaissance biomoléculaire 7 alors que pour la détection avec marqueur, le
biorécepteur doit étre marqué ou une étape de révélation est effectuée pour observer la
reconnaissance. Ce type de détection exige la production d’un biorécepteur combiné au
marqueur, qui est parfois nocif, et souvent couteux (molécules fluorescentes). L’emploi de
fluorochromes peut également altérer la reconnaissance et la réactivité des molécules étudiées
18
Dans ce contexte, nous nous sommes plus particulierement intéressés aux biocapteurs « label-
free ». Ils présentent 1’avantage de fournir une réponse directe quand 1’analyte se lie sur la
surface mais ils exigent un contrdle avancé de la surface afin d’éviter les faux positifs que peut

induire 1’adsorption non spécifique.

1.2.2. Familles de biocapteurs

Les biocapteurs peuvent étre classés selon le type de biorécepteur, selon le type de transducteur
associé ou selon le domaine d’application .

Dans ce qui suit, nous optons pour un classement en fonction des biorécepteurs. Selon la nature
de I’interaction entre 1’analyte et le biorécepteur, les biocapteurs peuvent étre recensés en deux
catégories : les biocapteurs catalytiques et les biocapteurs d’affinité dont il sera question dans
la suite. Avec les progreés de la chimie et de la biochimie, une troisiéme catégorie peut
maintenant étre intégrée, les récepteurs biomimétiques tels que les polyméres a empreinte

moléculaire 2° (voir Figure 3).
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Figure 3 : Représentation schématique de différents biorécepteurs.

1.2.2.1. Les biocapteurs catalytiques

Cette classe met en jeu une réaction catalytique entre une enzyme et son substrat, comme dans
le cas du premier biocapteur biomédical réalisé par Updike et Hicks, qui permet le dosage du
glucose en suivant I’activité enzymatique de la glucose-oxydase .

Les enzymes sont des protéines structurées de fagon a posséder un site actif qui leur confére la
capacité de catalyse spécifique sur un substrat donné. La rapidité de la réaction enzymatique,
permet de produire plusieurs milliers de molécules par seconde .

Cependant, I’inconvénient des enzymes réside dans le fait qu’elles ne sont pas trés stables et
nécessitent parfois la présence de cofacteurs. Il y a également une perte d’activité par
dénaturation de ’enzyme qui réduit les conditions et les temps de conservation ?2. A la place
d’enzymes isolées et purifiées, ce sont parfois des tissus animaux ou méme des cellules entiéres,

plus stables et plus robustes, qui sont utilisées .

1.2.2.2. Les biocapteurs d’affinité

Ces biocapteurs sont basés sur D’affinité entre les molécules biologiques de type
récepteur/ligand comme [’association entre des saccharides et des protéines, entre un
oligonucléotide et un brin d’ADN complémentaire, ou entre un antigéne et un anticorps. Ceux
se basant sur la reconnaissance anticorps/antigéne sont appelés immunocapteurs et seront

développés ci-dessous?.

1.3. Les immunocapteurs

La découverte des anticorps en 1890 par Von Behringe et Kitasato a été le fondement de

I’immunologie moderne.
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Une meilleure compréhension de la génétique des anticorps a permis aux chercheurs de
manipuler leur structure et de tirer parti de leur vaste gamme de spécificités afin de répondre a
des applications nécessitant une réponse rapide, en temps réel et sur le terrain 2. Les
immunocapteurs permettent la détection de faibles concentrations d’analyte (jusqu’au fM) dans
des milieux complexes 2°. Cependant, ils présentent I’inconvénient de la réversibilité de
I’association antigéne / anticorps, ce qui les confine a des mesures de détection « one shot » ou
discontinues, entrecoupées d’une étape de régénération de la surface par des lavages astringents,
et peut induire une perte progressive de la sensibilité et de la spécificité du récepteur. Toutefois,
dans certains cas, notamment dans le domaine de I’analyse clinique, 1’'usage unique peut étre
plus adapté.

Un autre inconvénient majeur inhérent aux immunocapteurs est le manque de reproductibilité,
da essentiellement au mauvais contrdle de 1’orientation des anticorps sur la surface de 1’élément
transducteur. L'immobilisation doit étre judicieusement contrdlée afin d'assurer une orientation
uniforme des sites récepteurs pour une réaction d'affinité optimale 7.

Afin de mieux appréhender les enjeux liés a I’approche moléculaire de 1’¢laboration des
immunocapteurs, il est nécessaire de connaitre la structure moléculaire des anticorps ainsi que

la nature de leur liaison avec leur cible.

1.3.1. L’anticorps

Les anticorps (Ab, de I’anglais antibody) sont des immunoglobulines (Ig) de plusieurs types, le
plus courant étant le type G (IgG). Ce sont des glycoprotéines, de poids moléculaire égal a 150
kDa, formées de 4 chaines polypeptidiques : 2 chaines lourdes (H pour heavy, 50 kDa) et 2
chaines légeres (L pour light, 25 kDa), liées entre elles par un nombre variable de ponts
disulfures et par des liaisons faibles de type hydrogene intra- et inter-chaine assurant une
cohésion de la macromolécule. L’ensemble forme une structure symétrique en Y (Figure 4).
Les anticorps sont constitués d’un fragment constant (Fc) localisé sur les chaines lourdes et,
commun a tous les IgG d’une espéce animale, et de 2 fragments variables (Fab), incluant le site

de reconnaissance de I’antigéne appelé aussi paratope 2% 2%,
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Figure 4 : Représentation de la structure d’un anticorps.
La polyvalence des anticorps est augmentée par le grand nombre de modifications possibles.
En effet, ils peuvent étre utilisés sous forme de molécule entiére ou sous forme de fragments et
peuvent étre conjugués chimiquement a plusieurs types de molécules 2°. La disponibilité d’une
large librairie d’anticorps en fait des outils universels pour une large gamme de plateformes

d’essais.

1.3.2. L’antigéne

Les antigenes (Ag) sont généralement des macromolécules étrangeres a 1’organisme hote qui
déclenchent la production d’anticorps par le systéme immunitaire. On peut néanmoins, disposer
d’anticorps reconnaissant les molécules de plus faible masse moléculaire (inférieure a 2 kDa),
appelées haptenes.

Cette reconnaissance s’effectue par I’intermédiaire de sites appelés épitopes. Comme le montre
la Figure 5, un antigéne comporte généralement plusieurs épitopes. En outre, on peut classer
une population d’anticorps selon sa capacité a reconnaitre un seul ou plusieurs épitopes. Les
anticorps polyclonaux sont constitués d’un mélange d’immunoglobulines G dirigées contre le
méme antigéne mais peuvent cibler des épitopes différents, alors que les anticorps monoclonaux

sont dirigés contre un seul et méme épitope de I’antigéne *° .
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Figure 5 : Reconnaissance anticorps/antigéne selon le type d’anticorps.

1.3.3. L’interaction anticorps/antigéne

Une avancée majeure a eu lieu pendant les années 1940, quand Pauling a confirmé la théorie

clé / serrure proposée par Emil Fisher 3!

en prouvant que les interactions Ab-Ag dépendent
davantage de leur forme que leur composition chimique.

La réaction Ab-Ag est spécifique. La forme de I’épitope doit correspondre exactement au
paratope puisque l’interaction Ab-Ag met en jeu des liaisons faibles non covalentes (des
liaisons hydrogene, des interactions électrostatiques, des liaisons du type Van der Waals et des
interactions hydrophobes) qui agissent a des distances interatomiques trés faibles *.

Les constantes thermodynamiques d’association ont été largement étudiées. L’ordre de
grandeur de la constante d’association K, varie généralement entre 10% et 10'°mol™'.L

Cette complémentarité structurale et spécifique entre ces deux €éléments ouvre ¢galement de

grandes perspectives en termes de sensibilité de détection pour les immunocapteurs, a condition

de disposer de la méthode de transduction adéquate.

1.3.4. Formats de détection

La plupart des immunocapteurs « label-free » développés sont basés sur une détection non
compétitive dite "directe" ou compétitive selon la nature et la taille de I’analyte a détecter.

Les immunocapteurs au format non compétitif correspondent a la lecture directe de la
reconnaissance de 1’antigéne par I’anticorps de capture immobilisé sur le transducteur. Le
format sandwich permet d’amplifier la réponse de ces systeémes (cf. paragraphe 1.5.1).

Dans le format compétitif, un analogue de la cible est immobilisé sur le transducteur et est donc
reconnu par I’anticorps. La présence de la cible dans le milieu entraine une compétition avec
son analogue et la désorption ou la non-adsorption de 1’anticorps (Figure 6). Ce second format

est préféré dans le cas des cibles de faible poids moléculaire.
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Figure 6 : Les principaux formats d’immunocapteurs.

1.4. Quelques techniques de transduction pour les

immunocapteurs

La transduction électrochimique occupe une place prépondérante dans le domaine des
immunocapteurs et des biocapteurs en général. Les progres technologiques de ces dernicres
décennies ont permis I’émergence de nouvelles techniques et multipli¢ les modes de
transduction. Il n’est donc pas question dans ce qui suit d’établir une liste exhaustive des
techniques de transduction disponibles pour les immunocapteurs mais de citer les plus
fréquemment utilisés, soit les capteurs électrochimiques, optiques et piézoélectriques *, en

détaillant particulierement les capteurs pi¢zoélectriques qui font 1’objet de cette these.

1.4.1. Transducteurs ¢électrochimiques

Dans la transduction ¢€lectrochimique, I’événement de la reconnaissance est converti en un
signal électrique pouvant étre un courant €lectrique (transducteur ampérométrique), une
différence de tension (transducteur potentiometrique), ou un changement de résistivité
(transducteur conductimétrique) >* .

Le principe repose sur le fait que certaines substances ¢électroactives en solution (molécules ou
ions) peuvent échanger des électrons avec une électrode, ceci dans des conditions analytiques
définies par le potentiel auquel cet échange a lieu. Les électrodes utilisées sont généralement
fonctionnalisées par des composés biologiques et operent en milieu liquide. La détection
¢lectrochimique combine plusieurs avantages en particulier le bas cout, la capacité d’analyser
des échantillons troubles et la miniaturisation facile. Toutefois la sensibilité et sélectivité de ces
techniques sont 1égérement limitées en comparaison a la détection optique. Le couplage a

d’autres techniques de transduction *°, ou I’intégration de nanomatériaux permet d’exalter les

performances des biocapteurs ¢électrochimiques.
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1.4.2. Transducteurs optiques

La reconnaissance de 1’antigene modifie la couche moléculaire sur la surface du transducteur,
ce qui peut induire une variation de I’indice de réfraction, de I’épaisseur de la couche sensible,
un changement de ’absorption de la lumicere, la fluorescence, ou d’autres parameétres optiques
36 Ces variations peuvent étre décelées de maniére sensible grace a des techniques de
transduction telles que : ’ellipsométrie, I’interférométrie, la spectroscopie par diffraction, la
spectroscopie infrarouge ou encore la résonance de plasmon de surface (Surface Plasmon
Resonance, SPR en anglais).

La SPR est I’'une des techniques de transduction optique les plus utilisées et appropriées aux
biocapteurs *7. Elle permet la détection sensible de cibles trés variées *® telles que des toxines
39, des médicaments *° , des pathogenes *! ou des hormones +.

La SPR exploite I’onde évanescente qui se propage a I’interface séparant deux milieux d’indice
de réfraction différents : lorsque la lumieére monochromatique polarisée atteint 1’interface de
ces deux milieux, I’intensité¢ de la lumiére réfléchie est nettement réduite pour un angle
d’incidence particulier. La composante électromagnétique de la lumicre, I’onde évanescente, se
propage perpendiculairement a I’interface, jusqu’a une certaine €paisseur dans la couche
métallique et entre en résonance avec le plasmon de surface de la couche métallique se trouvant
a l'interface. L’optimum de résonance des plasmons est au voisinage d’un angle d’incidence
donnant le minimum de réflectivité +*.

Le principe de fonctionnement consiste a immobiliser un biorécepteur sur une surface
métallisée posée sur un prisme, dont le role est de capturer les cibles qui sont injectées sur cette
surface par un flux continu. La capture de 1’analyte par le biorécepteur entraine une variation
de I’indice de réfraction et décale la position de I’angle de résonance. Cette variation dépend de

la quantité d’analyte capturé.
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Figure 7 : Représentation schématique d’un immunocapteur SPR. Figure reproduite de la réf. 3%,

L’utilisation des plasmons de surface localisés (Localised Surface Plasmon Resonance, LSPR)
est une technique proche mais, a I’inverse des plasmons propagatifs qui se déplacent le long
d’un film métallique, la LSPR confine le plasmon résonant dans une nanostructure métallique.
Les plasmons de surface localisé€s au voisinage des nanostructures sont excités et une immuno-
détection peut alors étre effectuée avec une grande sensibilité. Cette technique reposant souvent
sur des nanoparticules d’or sera détaillée dans la deuxieme partie de ce chapitre.

Une autre technique de détection optique intéressante est la spectroscopie infrarouge **.
L’absorbance dans la région amide 1 (1655 cm™) est particuliérement sensible aux variations
de concentration en protéines et peut donc étre utilisée pour la détection semi-quantitative des
complexes immuns. Cette technique, en particulier la spectroscopie IR a incidence rasante avec
modulation de la polarisation (PM-IRRAS) a montré aussi son efficacité dans la détection de
plusieurs cibles passant des protéines *> aux molécules de faible poids moléculaire “°.

Dans I'ensemble, les biocapteurs optiques présentent une bonne implantation dans le monde
industriel grace leur possibilité de miniaturisation et leur capacité de détection simultanée de

plusieurs analytes.

1.4.3. Transducteurs piézoélectriques

Les immunocapteurs pié¢zoélectriques reposent sur les changements de masse qui ont lieu apres
la formation ou la dissociation du complexe Ab-Ag. Comme les transducteurs optiques, ils
permettent une détection directe sans avoir recours a des marqueurs /.

La microbalance a cristal de quartz (Quartz Crystal Microbalance, QCM) est le systéme le plus

répandu pour ce mode de transduction. Le principe est basé sur les propriétés piézoélectriques
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du quartz, découvertes par les fréres Curie en 1880 *®, qui sous I’effet d’une contrainte
mécanique, subit une déformation qui entraine une polarisation et inversement, sous 1’effet d’un
courant alternatif, une polarisation qui entraine une déformation. La microbalance a cristal de
quartz utilise cette propriété, dans certaines conditions notamment de tension et d’orientation
du cristal, pour faire vibrer le quartz a sa fréquence de résonance #°.

Cette fréquence diminue lorsque des molécules se fixent a la surface du quartz et augmente
dans le cas d’une perte de masse et permet donc une détection en temps réel des événements de
désorption/adsorption. La mesure de la fréquence est treés précise et la variation de fréquence
(AF) mesurée est de I’ordre du dixieme de Hz. Cet effet a été modélisé par Sauerbrey en 1959
pour aboutir & une équation qui porte désormais son nom et qui permet de corréler AF a la
variation de la masse (AM) >%:

2
AF = ﬂ AM

Ay Pqlq

Avec N l’ordre de I’harmonique, f; la fréquence de résonance fondamentale du quartz (non
chargé), AM la masse totale ajouté, A 1’aire, sous €lectrode, d’une seule face du cristal, p, la
masse volumique du quartz (2,651 g.cm™) et Ugq le module de cisaillement du quartz (coupe
AT) (2,947x10" g-ecm™1-s72).

En introduisant la masse ajoutée par unité de surface Am = ATM, nous obtenons la relation

suivante :

Am
AF = —N C_f
Avec C= 17.7 ng. Hz-'. cm? pour un quartz oscillant a 5 MHz et N I’ordre de I’harmonique =
1,3,5,7.... Pour les QCM actuelles, la fréquence est directement mesurée en tenant compte de
N.
Cette équation est utilisée depuis longtemps pour suivre le dépot de couches fines sous air et
sous vide. Le passage en milieu liquide a été initié par les travaux de Nomura et al °! et il a été
possible par la suite d’utiliser la QCM pour suivre plusieurs types d’interactions °2:
’hybridation de brins d’ADN >3, 1a reconnaissance anticorps-antigéne >* , I’adhésion de cellules

53 | les interactions entre protéines >°

ou encore leur configuration spatiale une fois adsorbées
en surface *’.
L’interprétation des variations de fréquence est alors rendue plus complexe du fait que les

macromolécules (protéines, polymeres...) déposées sur une surface ne constituent pas une fine
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couche rigide, leur comportement viscoélastique induit une perte d’énergie de vibration par
dissipation.

1. 32 ont permis d’appréhender la nature des interactions entre les

Les travaux de Kasemo et a
¢lectrodes et les molécules adsorbées en mesurant la dissipation. La nouvelle QCM est née en

1995 et baptisée QCM-D (D pour la mesure de la dissipation). La dissipation permet ainsi
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Figure 8 : Parameétres mesurés en QCM-D. Comparaison de I’effet de I’adsorption d’un film souple
(en vert) et d’un film rigide (en rouge) sur les variations de fréquence et de dissipation
[www.gsense.com].

Comme illustré dans la Figure 8, 1’adsorption d’un film souple, se traduit par une diminution
de la fréquence de résonance (AF < 0) due a la prise de masse et une augmentation de la
dissipation (AD > 0) due a la forte atténuation de I’oscillation et donc une énergie de dissipation
plus importante.

Dans le cas d’une mesure en phase liquide, il est important de prendre en considération la
dissipation dans I’application du modele de Sauerbrey. La linéarité entre Am et AF dépend des
propriétés viscoélastiques de la couche adsorbée. Reviakine et al ont énoncé les limites
d’application de cette relation .

La masse absolue calculée a partir de cette relation prend en compte les molécules déposées sur
la surface, mais aussi 1'eau (ou le solvant) prise au piége dans la couche 3 %, Donc, il faut étre
particulierement prudent dans la comparaison des valeurs tirées de mesures QCM-D avec la
masse adsorbée calculée a partir d'autres techniques. Une comparaison des techniques de
transduction optique (SPR, PM-IRRAS) et piézoélectrique (QCM) appliquée aux
immunocapteurs a permis de corréler les résultats de ces trois techniques et de conclure a des

sensibilités comparables de ces techniques avec un avantage en sensibilité pour la SPR.
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La QCM posséde une bonne sensibilité avec une limite de détection de 1 ng/cm? pour un cristal
de quartz de fréquence fondamentale égale 2 5 MHz en atmosphére gazeuse, et 5 ng/cm? en
phase liquide, une robustesse et de faibles temps de réponse, de plus elle permet des mesures in
situ et en temps réel.

Elle apporte des informations sur les propriétés viscoélastiques du systéme ¢! et bénéficie d’un
gain en sensibilité de détection grace a ’augmentation de masse correspondant a I’eau liée aux
protéines. Une autre particularité est la possibilité de miniaturisation et la capacité de détection
simultanée de plusieurs analytes. Elle constitue sans doute I'une des alternatives les plus
séduisantes, proposant ainsi des systeémes simples, fiables, rapides, économiques et sélectifs de
détection. Cependant, en bio-détection, les cibles sont généralement a 1’état de traces, ce qui

nécessite une amélioration de la performance de cette technique en termes de sensibilité.

1.5. Axes d’amélioration des immunocapteurs
piézoélectriques

Les immunocapteurs piézoélectriques, comme tous les biocapteurs, doivent obéir a un cahier
des charges énongant un certain nombre de criteres de développement a savoir la sensibilité, la
limite de détection (LOD), la gamme linéaire et dynamique, la reproductibilité et/ou la
sélectivité et spécificité 2. Les autres paramétres évalués incluent le temps de réponse, la
stabilité opérationnelle et de stockage du biocapteur. Idéalement, la surface de détection est
régénérée pour que le transducteur soit recyclable.

La qualité de la bio-interface gouverne autant la sensibilité que la spécificité du biocapteur.
Donc, son design est 1'étape clé pendant le processus d'élaboration du biocapteur. Pour le cas

des immunocapteurs de multiples étapes sont a maitriser, comme représenté sur la Figure 9.
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Figure 9 : Relations générales entre la conception et les caractéristiques opérationnelles des
biocapteurs d’affinité. Figure reproduite de la réf. .
Différentes méthodes permettant de promouvoir la sensibilit¢é des immunocapteurs
piézoélectriques ont été décrites dans la littérature. Concernant les approches chimiques, deux
stratégies sont généralement utilisées °* : ’amplification de la masse déposée et 1’optimisation

de la couche de capture.

1.5.1. Amplification de la masse déposée

Un immunocapteur piézoélectrique est un dispositif sensible a la variation de masse. Dés lors,
toute amplification de la masse, impliquera une amélioration de la sensibilité .

Les immunocapteurs "classiques" assurent la détection par reconnaissance moléculaire sans
marquage et en temps réel. Ce format de détection peut étre amplifié par le format dit
“‘Sandwich’’ .

Dans ce format, I’anticorps primaire spécifique de la cible est immobilisé sur la surface, puis
incubé avec I’antigéne. Un autre anticorps reconnaissant un autre épitope de 1’antigéne est
ensuite li¢ a antigéne (voir Figure 10). L’antigeéne doit étre assez grand et posséder au moins
deux épitopes pour pouvoir se lier a la fois a 1’anticorps de capture et a I’anticorps secondaire.

La réponse QCM peut également étre amplifiée ©’

au moyen d’anticorps liés a des
nanoparticules ®, de nanotubes de carbone, de particules magnétiques ou d’enzymes °. La
masse importante de ces marqueurs entraine un changement important de la masse déposée et
amplifie ainsi la variation de fréquence de résonance induite "°.

Comme I’illustre la figure ci-dessous, le marqueur peut étre conjugué a 1’anticorps secondaire

ou un anticorps tertiaire qui est un anti-IgG secondaire.
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Figure 10 : Formats de détection amplifiés en QCM.

1.5.2. Optimisation de la couche de capture

Trois parameétres sont importants a considérer lors de la construction d’un immunocapteur : la
densité surfacique de biorécepteur, son accessibilité a I’antigene, et finalement, la flexibilité de
la couche de détection.

Cette approche vise a atteindre une densité de greffage de l'anticorps (ou 1’antigene) optimale
tout en gardant une orientation garantissant l'accessibilité des sites impliqués dans la
reconnaissance biologique. En effet, I'immobilisation de I’anticorps ou I’antigéne n’induit pas
seulement une activation de la surface du transducteur, mais aussi détermine la sensibilité et le
degré de régénérabilit¢ de I’immunocapteur.

Cette étape d’immobilisation est particulicrement délicate car, compte-tenu de la nature «
métastable » des anticorps, il faut éviter, lors de leur immobilisation, une altération de leur
conformation donc de leur fonction biologique. En effet, une fois immobilisés en surface, les
anticorps sont susceptibles d’adopter différentes orientations 2’*. En outre, ces orientations
peuvent étre différenciées en QCM-D !,

Il existe plusieurs méthodes d’immobilisation allant de la simple adsorption physique a
I’élaboration de structures chimiques complexes !. Le choix de la méthode influe directement
sur les performances de la couche de capture.

Les avantages de I’immobilisation par physisorption sont liés a une mise en ceuvre facile, ne
nécessitant qu’une seule étape, pouvant étre appliquée a un grand nombre de protéines.
Cependant, elle n’est pas conseillée car elle peut conduire a la dénaturation des protéines et a
une mauvaise orientation favorisant ainsi les adsorptions non-spécifiques et la génération de

fausses réponses.
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Le greffage des protéines (anticorps ou antigene ) directement a la surface peut se faire par
couplage chimique covalent 2. Cette approche consiste a réaliser une monocouche auto-
assemblée (Self-Assembled Monolayer, SAM) a la surface du transducteur. Il s’agit de dépot
organis¢ avec une orientation définie de molécules comportant deux groupements fonctionnels
séparés par un bras espaceur. L’un est responsable de la liaison avec la surface (chimisorption
d’un groupement thiol sur or par exemple), I’autre posséde des groupes fonctionnels
susceptibles de réagir avec des biomolécules (SH des cystéines et NH> des lysines, COOH, OH
, etc.)”. Les travaux de V. Lebec et al. ont montré une différence dans I’orientation de la
protéine lorsqu’elle est en interaction avec une SAM amine ou une SAM alkyle 7*. Ils ont
montré aussi qu'une étape d’activation d’une SAM acide permettrait de passer d’une simple
physisorption a une liaison covalente et donc de mieux contrdler 1’orientation de I’anticorps a
la surface fonctionnalisée 7.

De plus, les couches de capture fabriquées a partir de monocouche auto-assemblées sont bien
plus stables que celles obtenues par simple adsorption. Mais ce mode de greffage peut conduire
a une mauvaise orientation de I’anticorps s’il est greffé par le fragment variable. De plus, les
liaisons au support peuvent étre multiples et restreindre la flexibilité de la protéine, causant une
perte de sa fonctionnalité.

Un moyen d’améliorer cette méthode est d’utiliser des fragments d’anticorps. Les fragments
d'anticorps offrent plusieurs avantages par rapport aux anticorps entiers tels que la réduction
des liaisons non spécifiques qui résultent de I’interaction avec le fragment constant Fc,
I’amélioration de la sensibilité par réduction de 1I’encombrement stérique des épitopes et
d’éviter le changement de conformation de I’anticorps lors de la reconnaissance de 1’antigéne
29,76

L’utilisation de protéines de liaison permet de contréler I’immobilisation des anticorps a la
surface des immunocapteurs. Les plus répandues utilisent le couple de haute affinité
biotine/avidine (ou streptavidine, neutravidine), les protéines A ou G, les anticorps secondaires
ou les brins d’ADN.

La grande affinité biotine/avidine est trés utilisée dans les dosages immunologiques 7’. Cette
stratégie est efficace mais nécessite la « biotinylation » des anticorps, ce qui bien évidemment,
ajoute une étape supplémentaire au processus d’¢laboration.

La protéine A est une protéine située dans la paroi externe de Staphylococcus aureus. Elle a la
propriété de fixer le fragment Fc des immunoglobulines G, du fait d'une complémentarité de
structure. Elle posseéde 4 sites de reconnaissance du fragment Fc et une forte affinité pour les

IgG de lapin. Son efficacité pour I'immobilisation orientée des IgG a été prouvée par plusieurs
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travaux '5. La protéine G est aussi une protéine de la paroi bactérienne des staphylocoques du
groupe G utilisée pour immobiliser des IgGs issues d’especes telles que la souris, le rat ou la
chévre 7. Elle posséde 2 sites de reconnaissance du fragment Fc.

La comparaison entre immunocapteurs construits a partir de trois différentes plates-formes
d’affinité souligne l'influence du mécanisme d'adsorption des protéines. Il a été démontré que
I’immobilisation via la Protéine A est la plus efficace : elle présente ’avantage de greffer les
anticorps a distance de la surface avec une bonne orientation et ainsi une meilleure sensibilité
de détection, de méme qu’une faible adsorption non spécifique ¥. Comme pour les anticorps,
il est possible d’immobiliser la protéine A par différentes méthodes chimiques ou physiques.
Afin d’éviter ’encombrement stérique des anticorps qui limiterait leur accessibilité, une
optimisation de la densité de surface doit étre effectuée. cela peut se faire par dilution des
fonctions réactives de la couche d’accroche en formant notamment des SAMs mixtes 5!.

La Figure 11 récapitule les principales stratégies d’immobilisation des anticorps décrites

précédemment.
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Figure 11 : Groupes fonctionnels utilisés pour I’immobilisation aléatoire et orientée d'Ab sur surface.
Figure reproduite de la réf.?’2,

L’amélioration de 1’accessibilité des anticorps peut également se faire en modifiant la
topographie du transducteur et sa surface spécifique. Ainsi, I’'immobilisation de nanoparticules
sur la surface du transducteur permettrait d’augmenter a la fois la surface de greffage et la

flexibilité des biorécepteurs 2.
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Plusieurs travaux récents ont fait appel a une combinaison des stratégies décrites afin

d’améliorer la sensibilité des immunocapteurs piézoélectriques 7% 83,

1.6. Bilan : vers la construction d’un immunocapteur

performant

Les biocapteurs sont congus afin de détecter la présence d’un analyte d’intérét, présent
généralement a 1’état de trace dans des matrices variées. Le choix du biorécepteur et du type de
transduction est donc primordial. Les anticorps, 1’élément sensible des immunocapteurs, sont
hautement spécifiques et ouvrent de grandes perspectives en termes de sensibilité de détection.
Néanmoins, il faut maitriser leur immobilisation pour avoir une bioactivité satisfaisante.

La Figure 12 récapitule les différentes étapes a maitriser pour la construction d’un
immunocapteur piézoélectrique performant. Une voie prometteuse pour améliorer la sensibilité
de ces dispositifs est 1’utilisation de nanoparticules comme agents de nanostructuration de la
surface des transducteurs.

= Densité
Anticorps  »  Accessibilité
" Flexibilité
= Nature (Pr A, Pr G, NAV, Ab,...)

Protéine de liaison = Densité

= Affinité pour I'Ab
® Nature (acide, amine, aldéhyde,...)

=  Densité (pure, mixte)

1. Quartz = Métal / oxyde

"  Plane / nanostructurée

Figure 12 : Représentation schématique de la construction d’un immunocapteur piézoélectrique.
La partie suivante sera donc consacrée a une mise au point bibliographique sur les
nanoparticules d'or, décrira les stratégies de synthéese les plus courantes ainsi que les propriétés
qui font de ces nano-objets un outil trés prometteur pour 1’élaboration de biocapteurs

performants.
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—
Partie 2

Les nanoparticules d’or

Cette partie est consacrée aux nanoparticules d’or, leur historique, les
méthodes communes de synthese, et les propriétés optiques remarquables,
grace a la résonance plasmons de surface localisée.

2.1. Introduction et historique

Les nanoparticules™ d’or, sont au cceur de nombreuses applications telles que la catalyse,
I'électronique, 1'optique, 1'environnement et les biotechnologies et la médecine *’. Le terme
nanotechnologie qui y est associé peut prendre un sens différent d’une discipline a une autre
mais demeure li¢ a la génération de nouvelles propriétés par la miniaturisation.

L’or fascine I’humanité depuis des millénaires. Mais grace a 1’avénement de 1’¢ére des
nanosciences, on assiste a une véritable « ruée vers les nanoparticules d’or ». Ce métal,
longtemps considéré inerte n’intéressait pas les chimistes, mais a révélé des propriétés inédites
a I’échelle nanométrique.

Chose surprenante, l'or nanométrique est aussi exploité depuis longtemps avant méme la
définition du terme "nano". En effet, I’originalité¢ des nanoparticules d’or (Gold nanoparticles,
GNPs) n’¢tait pas inconnue au moyen-age par les souffleurs de verre. Ces derniers teintaient
les verres en de multiples couleurs en utilisant des GNPs . Cependant, le phénoméne n’était
pas expliqué ni bien compris.

La coupe de Lycurgue, une coupe romaine en verre opacifi¢ datant du IVe siécle apres Jésus-
Christ, constitue 1’une des piéces révélatrices de ce savoir-faire ¥. Exposée actuellement au
British Museum, a Londres, cette coupe est bichromatique, c'est-a-dire qu'elle change de
couleur selon son éclairage (Figure 13). Cette coupe contient en effet des nanoparticules d’or
et d’argent qui absorbent dans le vert. De ce fait, lorsqu’elle est éclairée de I’extérieur (lumiere
réfléchie) la couleur pergue est verte, alors qu’une source lumineuse placée a I’intérieur (ou a
Iarriére) de cette coupe (lumiére transmise) donne la couleur rouge rubis ¥%. Ces propriétés

optiques seront discutées par la suite.

* Les nanoparticules sont définies comme des particules dont au moins une dimension est inférieure a 100 nm.
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Figure 13 : Photographies de la coupe de Lycurgue prises avec deux éclairages différents : en réflexion
(gauche) et en transmission (droite). Source : The Trustees of the British Museum.

Il a été également rapporté qu'a cette méme €poque, I’or sous forme colloidal est apparu en
Egypte et en Chine 870, Des préparations a base « d’or soluble » étaient utilisées a des fins
thérapeutiques. Des revues bibliographiques regorgent des exemples sur la préparation des
solutions colloidales d’or et de leurs usages dans le domaine biomédical 388%°!,

En 1818, Jeremias Benjamin Richters avait suggéré que la couleur rose ou pourpre de ces
solutions était due a la présence de fines particules d’or, qui, une fois agrégées, donnent une
couleur jaune 87°

C’est en 1857 que Michael Faraday publie la premiere synthése documentée d’une solution de
nanoparticules d’or en réduisant le chlorure d'or par le phosphore dans du CS, *2. Il a également
observé que la couleur de films minces de particules variait en fonction de la compression
mécanique subie **. Il explique alors de maniére empirique que la couleur rouge de la solution
était due a la petite taille des particules °2. 1l utilisa ensuite un microscope a projection pour
démontrer le changement de couleur de la solution en bleu lorsqu’on ajoute du sel. Sans fournir
une explication complete, il I’attribua a une simple variation de la taille des particules. Pour ces
raisons, certains attribuent a sa conférence de 1857 la naissance des nanotechnologies modernes
%4 11 faut attendre 1908 pour que Maxwell-Garnett > et Mie *® élaborent une théorie qui explique
la couleur des colloides d’or .

Plus tard, I’invention du premier microscope électronique a transmission par les ingénieurs
allemands Ernst Ruska et Max Knoll permit a Turkevich et al. d’établir que les suspensions
fabriquées par Faraday étaient constituées de particules d’or de 6 + 2 nm ?’. Il convient de
souligner que Richard Adolf Zsigmondy recut le prix Nobel en 1925 pour sa démonstration de
la nature hétérogene des solutions colloidales et pour les méthodes qu'il a utilisés, lesquelles
sont devenues fondamentales en chimie colloidale moderne.

De plus, Turkevich a développé en 1951 une autre voie de synthese utilisant le citrate de sodium
comme agent de réduction et de stabilisation. Depuis, de nombreuses méthodes ont été décrites

pour la préparation des GNPs de taille et de forme contrdlées.
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La compréhension des mécanismes de formation des particules est nécessaire a 1’obtention
d’échantillons présentant des surfaces désirées avec des tailles et des morphologies bien

définies.

2.2. Etat de DPart sur les voies de synthese des

nanoparticules d’or

Les propriétés des GNPs sont tres fortement dépendantes de leur taille, forme et structure. Ceci
a motivé le développement d’une pléthore de méthodes de synthése de GNPs de taille et de
forme diverses et contrdlées. Il est trop ambitieux de vouloir donner une énumération
exhaustive des méthodes de synthése des GNPs mais on peut les classer en deux voies
principales :

- La voie descendante appelée communément «top-down» qui consiste a fragmenter un
matériau macroscopique jusqu’a I’obtention des nanostructures souhaitées a 1’aide de
techniques physiques. La lithographie est une technique typique de cette approche *%,
Si les techniques de fabrication top-down étaient auparavant trés en avance, elles
atteignent désormais leur limite physique pour des tailles inférieures a 100 nm °°°,

- Une approche inverse qualifiée de « Bottom-up», du bas vers le haut, qui consiste a
assembler (ou favoriser un auto-assemblage) des motifs atomiques ou molécules afin de
constituer des objets nanométriques. Il s’agit de réduire un précurseur d’or par voie
chimique ou physique. La voie chimique consiste a réduire un précurseur d’or par des
techniques de chimie douce comme la réduction chimique, sonochimique, photochimie
ou ¢lectrochimique ou encore biologique (alternative écologique). Pour la voie
physique, la réduction des sels métalliques peut étre produite par micro-ondes,
thermolyse ou radiolyse. Cette derniére méthode est favorable a la synthése de
nanoparticules de taille, de forme et de structure contrdlées . Le débit de dose et le
temps d’exposition permettent de controler la taille et le nombre de nanoparticules
créées *°. Cette méthode est particuliérement adaptée a la synthése des nanoparticules
bimétalliques (cceur/coquille ou alliage), améliorant 1’activité catalytique et la
sélectivité 190,

Par ailleurs, les références suivantes dressent un panorama relativement large des méthodes
courantes de synthése connues a ce jour 8% 1% La réduction chimique est de loin la plus utilisée.

Elle consiste a réduire des sels métalliques par ajout d'un réducteur en présence d'un stabilisant.

De nombreuses méthodes ont ét¢ développées et se différencient par la nature du réducteur
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et/ou de l'agent stabilisant. La Figure 14 regroupe les réactifs qui peuvent agir a la fois comme
agents réducteurs et stabilisants, donc ayant un double role dans la synthése de nanoparticules.
Nous présenterons les principales voies de synthése des GNPs que nous avons privilégiées.

ELECTROSTATIC SPECIES

STERIC HINDRANCE
POLYMERS 0
ANTIBODY I

- > ) © SURFACTANTS

. a2

- z 23 NuaEeicAaDs
PROTEINS ¢ 1 9 s i
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Figure 14 : Vue d'ensemble des stabilisants de nanoparticules d’or les plus utilisés. Figure
reproduite de la réf, 1912,

2.2.1. Méthode de Turkevich : réduction et stabilisation par les

citrates

Parmi les méthodes conventionnelles de synthese de GNPs, la plus connue a été décrite par
Turkevich en 1951 7. 1l s’agit de la réduction de HAuCl. par les ions citrate en solution aqueuse.
Les ions citrate en solution s’adsorbent a la surface des particules pour créer une couche chargée
négativement, ceci introduit une répulsion électrostatique entre ces particules empéchant leur
agrégation et permettant ainsi leur stabilisation. Les GNPs obtenues sont de forme quasi-
sphérique de diameétre compris entre 12 et 20 nm et une distribution en taille assez étroite (écart-
type entre 10 et 16%).

En adoptant ce procédé mais en jouant sur le rapport or/citrate de sodium, Frens reprendra en
1973 ce procédé et parviendra a faire varier la taille de 16 a 147 nm %2, Récemment plusieurs
travaux ont optimisé ce protocole par le controle de la température.

Méme si la méthode Turkevich-Frens est simple a mettre en ceuvre, les mécanismes de
croissance des particules et I’influence de parameétres de la réaction ne sont pas totalement

compris ',
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2.2.2. La méthode Slot : réduction par le citrate en présence d’acide

tannique

Des récentes recherches dirigées par J.W. Slot ont permis I’acces a des GNPs de taille inférieure
a 10 nm en ajoutant de ’acide tannique lors de la synthése des GNPs %4,

En raison du faible pouvoir réducteur du citrate, la préparation des GNPs d’or par la méthode
Turkevich a lieu au reflux. En utilisant un mélange d'acide tannique (réducteur rapide)/citrate
(réducteur lent), cette synthese se fait a 60 °C. De plus, 1’acide tannique du fait de sa grande
taille (longue chaine carbonée) joue un role dans la stabilisation des GNPs.

Cette méthode permet la préparation de suspensions de GNPs de taille tres variable par simple

modification du rapport acide tannique/citrate de sodium. Le diamétre final de la particule est

inversement proportionnel a la quantité d’acide tannique utilisée.

2.2.3. Méthode de Brust-Schiffrin : synthése en deux phases et

stabilisation par les thiols

En 1994, Brust et Schiffrin ont découvert une méthode pour synthétiser des GNPs en milieu
organique '%°. La synthése repose sur le transfert du sel d’or de la solution aqueuse initiale vers
une solution organique au moyen d’un agent de transfert de phase tel que le bromure de
tétraoctylammonium (TOAB). Puis I’ajout d’un thiol entraine une polymérisation des
monomeres thiol-or. Un agent réducteur puissant doit alors étre ajouté (NaBHy : borohydrure
de sodium) pour provoquer la formation du cceur métallique d’Au(0).

Cette méthode permet d’obtenir des nanoparticules stabilisées par des thioalcanes,
polydisperses en forme, de taille comprise entre 1,5 a 5,2 nm et re-dispersables dans un solvant
organique sans agrégation ou décomposition. Murray a mis en évidence que le rapport sel
d’or/dodécanethiol détermine le diamétre final des GNPs %, De nombreux dérivés de thiols
ont par la suite été utilisés pour la synthése et/ou la stabilisation des GNPs ', Ceci a ouvert la
voie a I'élaboration de GNPs enrobées de polyéthyléne glycols-thiol qui présentent un intérét

biomédical ',
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2.2.4. Stabilisation par d’autres ligands

Plusieurs ligands autres que les thiols peuvent étre utilisés pour la synthése des GNPs. Plus
particuliérement, les ligands phosphorés, oxygénés ou azotés contenant des groupements
¢lectronégatifs tels que les groupements amines, carboxyliques, carbonyles, et phénols.

L’utilisation des réducteurs faibles peut étre aussi combinée a des tensioactifs. Les surfactants
permettent de contrdler la croissance et la stabilisation des nanoparticules. Par exemple, Chiang
et al. ont produit des GNPs par réduction d’HAuCls a I'aide d’hydrazine '*°. Des GNPs ont aussi

été obtenues en utilisant ’acétone comme réducteur au lieu du citrate ''°.
2.2.5. Nucléation/ croissance

Murphy et al. ont développé une synthese dite «seeding-growth» qui comme son nom I’indique,
consiste a découpler les étapes de nucléation/germination et croissance .

Dans une premicere étape, les germes (environ 2 nm) sont produits par réduction de HAuCly par
NaBHj4. Puis, elles sont ajoutées a une solution de croissance contenant du sel d’or (HAuCly),
un réducteur faible (acide ascorbique) et un tensioactif (CTAB). La méthode réside dans le fait
que le réducteur est trop faible pour réduire Au(Ill) en Au(0) : la réduction ne peut se faire que
lorsque les germes sont ajoutés car ils agissent comme des catalyseurs. Ceci a pour but d’éviter
des nucléations indésirables dans 1’étape de croissance. Cette approche permet de préparer des
particules sphériques dans une gamme de taille 5-40 nm avec une dispersion relativement
uniforme. Les étapes de croissance peuvent étre répétées plusieurs fois en prenant comme
germes les nanoparticules obtenues dans 1’étape précédente 12,

D’autre part, Brown et al. ont remarqué que lors de synthése des GNPs de diameétre variant de
20 a 100 nm par la méthode de croissance des germes, la présence de quelques nano-batonnets
13 "En effet, le CTAB ralenti sélectivement la croissance sur des facettes des germes d’or, et,
I’ajout de sel d’or et de réducteurs, initie une croissance anisotrope pour former des batonnets,
des cubes ou des étoiles ' .

Cette synthése a été donc étendue pour induire des croissances anisotropes (voir Figure 15). La
revue de Dreaden %79 récapitule les derniéres avancées dans la synthése des nanoparticules non
sphériques. L’équipe de M. El-Sayed !'° a aussi notablement amélioré cette synthése et a montré
qu’en contrdlant les conditions de croissance, il était possible de synthétiser des nano-batonnets
d'or et de moduler leur rapport d’anisotropie. Ils ont aussi constaté que 1'ajout de nitrate d’argent

(AgNOQO3) varie le rendement, le rapport d’aspect des batonnets (longueur/diamétre) et leur
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structure cristalline ''°.

Cette approche permet de controler la taille, la forme et la
monodispersité. Cependant, la présence de CTAB pose une contrainte a 1’utilisation de ces
nanoparticules pour des applications biologiques a I’égard de sa toxicité a la concentration
utilisée (0,1 M) 7. Cet excés de CTAB peut étre éliminé par centrifugations et lavages
successifs, mais entraine 1’agrégation des nanoparticules isolées. Plusieurs travaux récents,
proposent des méthodes de synthése de nano-batonnets stabilisés par échange de ligands

permettant a la fois d’avoir des particules stables et biocompatibles %,
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Figure 15 : Préparation par nucléation / croissance de nanoparticules d’or de tailles et de formes
diverses. Figure reproduite de la réf. '

Bien évidemment, le design de particules de formes anisotropes n’est pas pour la beauté de ces
formes exotiques mais pour les propriétés qui en découlent.

Quelles sont les raisons de cet attrait croissant pour les nanoparticules ? Quelles nouvelles
spécificités les rendent intéressantes ? Nous allons expliquer dans la suite les particularités que

présentent les « nanopépites » d’or.
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2.3. Propriétés optiques

Comme ¢énoncé précédemment, I’or sous forme nanométrique est doté de propriétés
magnétiques, optiques, €lectroniques, catalytiques et biologiques uniques, différentes de celles
du matériau massif correspondant 87°. Par exemple, la petite taille des nanoparticules entraine
une augmentation du nombre d’atomes de surface qui devient non négligeable devant ceux du
ceeur. Ceci génere des sites de basse coordination, ce qui leur confére une réactivité catalytique
considérable %,

Néanmoins, la propriété la plus frappante des solutions colloidales d’or qui est a 1’origine de
I’engouement de nombreuses communautés scientifiques est la résonance de plasmon de
surface localisée. En effet, ’or étant un métal conducteur, les électrons sont libres de

mouvement au sein des particules mais ils y sont confinés. Ce confinement donne lieu a des

propriétés optiques qu’on ne retrouve pas dans le cas des métaux massifs.
2.3.1. L’effet de confinement électronique

D’un point de vue électronique, un atome se caractérise par des niveaux d’énergie discrets,
tandis qu’un métal massif possede des niveaux continus, appelés bandes de valence et de
conduction. Une particule nanométrique dispose d’une structure électronique intermédiaire se
situant entre 1’état atomique et 1’état massif ; ses niveaux énergétiques sont discrets, mais
dégénérés par rapport a ceux de I’atome. La

Figure 16 représente schématiquement I’évolution de la structure électronique depuis les

niveaux d’énergie discrets de I’atome vers les bandes d’énergie du solide massif '*!.
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Figure 16 : Schéma des structures électroniques de I’atome, en passant de la particule a I’état

macroscopique de I’or d’aprés 122,
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Pour I’or, en passant de 1'atome au solide, il y a hybridation de la bande 6s et de la bande 6p.
La bande 5d la plus haute totalement occupée est appelée bande de valence, la bande 6sp, la
plus basse vacante, est appelée bande de conduction. Le niveau de Fermi, (EF sur la Figure 17)
représente le niveau énergétique le plus haut occupé dans la bande de conduction. Des
transitions inter-bandes des niveaux de cceur de la bande d vers des niveaux de la bande de
conduction situés au-dessus du niveau de Fermi peuvent avoir lieu a partir d’un seuil d’énergie

suffisamment bas pour étre atteint avec des photons, du domaine visible ou du proche UV.
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Figure 17 : Schéma simplifi¢ du passage de la structure des niveaux d’énergie ¢lectronique discrets
des atomes aux structures de bandes électroniques des solides a 1'état massif, reproduit de '*.

Ce confinement a pour conséquence une amplification de 1’absorption ainsi que I’apparition
d’une résonance. Cette résonance, appelée plasmon de surface, est identifiée dans le spectre
d’absorption par une bande : la bande plasmon.

Si le plasmon de surface peut se propager dans au moins une direction de 1’espace (cas des
couches minces / nanofils) on parle de « plasmon polariton de surface » (Surface Plasmon
Polariton, SPP). Dans le cas des nanoparticules, quand il n’y a pas de propagation possible, on
utilise préférentiellement le terme « plasmon de surface localisé » (Localized Surface Plasmon,
LSP). Par extension, ce phénomene est alors appelé la « résonance plasmon de surface localisé

(Localized Surface Plasmon Resonance, LSPR) '3,

2.3.2. LSPR : résonance de plasmon de surface localisée

Une caractéristique des solutions colloidales de GNPs est leur couleur rouge-rubis par
opposition a 1’or massif qui est jaune. La couleur observée est la complémentaire de celle
absorbée par I’objet, et correspond donc au vert pour les GNPs. Cette variation de la longueur

d’onde absorbée s’explique par le confinement de I’onde électromagnétique lumineuse dans les
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nanoparticules. En effet, I’onde électromagnétique a une longueur d’onde (~520 nm) supérieure
a la taille de la particule (quelques dizaines de nanometres) si bien qu’elle “‘voit’’ I’onde comme
un champ électrique uniforme et oscillant. Les électrons dans ce champ oscillent en bloc (voir
Figure 18). Cependant, cette oscillation collective des ¢lectrons est contrariée par les
dimensions réduites de la particule '**.

Ces conditions entrainent une absorption importante de I’onde lumineuse aux alentours de 520
nm pour les particules sphériques '%.
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Figure 18 : Représentation schématique de 1’oscillation des électrons de surface d’une GNP sphérique
soumise a un champ électromagnétique, adaptée de la réf. 126,

2.3.3. Parametres modifiant la réponse optique des nanoparticules

Les caractéristiques de cette bande plasmon (position, largeur, amplitude spectrale et sensibilité
a la polarisation de la lumiére) dépendent non seulement des propriétés intrinseéques des
nanoparticules (composition, structure, taille et forme) mais aussi de leur organisation et de
I’environnement local '%° (Figure 19). La connaissance de 1’influence des différents paramétres
géométriques et environnementaux des nanoparticules obtenues sur le profil des courbes
d’extinction est d’une importance capitale pour la compréhension et I’amélioration des

syntheses effectuées.

Active Aggregation
Nanostructures

(changing wpoﬂiu)

\\\

Concentration

Figure 19 : Les paramétres influengant les propriétés optiques des nanoparticules d’or. Figure
reproduite de la réf. 127,
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2.3.3.1. La taille des nanoparticules

La taille des nanoparticules est un paramétre important lors de ’interaction entre la lumicre et
les particules. En faisant varier la taille des nanoparticules, il est possible de faire varier la
résonance plasmon sur toute la gamme du visible et du proche IR. Comme illustré dans la figure
ci-dessous, la couleur d’une solution colloidale d’or varie alors du bleu au rouge en passant par
différentes teintes pourpres en réduisant la taille des GNPs '*%. Généralement, une augmentation
du diametre entraine un déplacement de ce pic vers le rouge ainsi qu’un accroissement de son

intensité '%°,
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Figure 20 : Variation de la couleur (a), la position (b) et la longueur d'onde plasmon (c) des
nanoparticules d’or sphériques en fonction de leur diamétre. Figures reproduites des réf. 12139,

La bande plasmon n’est visible que pour des tailles supérieures a 2 nm. En dessous de cette
taille la surface de la nanoparticule est trop faible pour qu’un plasmon de surface se crée !,
Cependant en augmentant la taille des particules, on observe I’apparition de résonances d’ordres
supérieurs (multipolaires). Dans ce cas, il est nécessaire d’introduire les modes supérieurs pour
pouvoir décrire les plasmon de surface.

La largeur a mi-hauteur de la bande de résonance plasmon augmente quand la taille de la
particule diminue ainsi, Mie a pu tracer les spectres d’absorption et de diffraction des GNPs en
fonction de la taille des nanoparticules sphériques (Figure 20-c)'3%.

En comparant la réponse optique de GNPs de méme taille mais de formes différentes, I’équipe
de C. Mirkin a démontré que pour décrire les propriétés plasmoniques dépendant de la taille
des nanoparticules, il est important de se concentrer sur la distance le long de laquelle

l'oscillation se produit plutét que la forme intrinséque des particules %2,

2.3.3.2. La forme des nanoparticules

Lorsque les particules ne sont plus sphériques, le confinement et le déplacement des électrons
de conduction sont naturellement modifiés. Suivant la géométrie de la particule, a chaque mode
d’oscillation des électrons de surface va correspondre une fréquence de résonance qui va étre

propre a la géométrie de la particule. Dans le cas de GNPs de forme ellipsoidale, la résonance
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se dédouble. La bande plasmon est alors composée de deux bandes d’absorption dont les
positions correspondent aux fréquences d’oscillation du mode transverse et du mode
longitudinal. Ensuite pour des GNPs plus exotiques, les résonances peuvent é&tre
considérablement déplacées comme le montre la Figure 21-a. Ceci se traduit
macroscopiquement par des suspensions allant de la couleur rouge-rubis aux couleurs tirant
vers le bleu Figure 21-b. Ces effets colorés sont un premier diagnostic visuel, immédiat et tres

pratique des objets synthétisés.
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Figure 21 : Gamme de résonance plasmon (a) et de couleurs (b) de GNPs en fonction de leur

géométrie. Figures reproduites des réf. 874 147,

Ainsi, au-dela du contrdle de la taille et de la monodispersité, le contrdle de la forme est un
enjeu considérable. Des GNPs de différentes formes ont été synthétisées avec succes au cours

des derniéres années pour exploiter leurs propriétés optiques dans différentes applications 7¢.

2.3.3.3. Le milieu environnant

La polarisabilité d’une particule est une relation directe des permittivités relatives du métal et
de la constante diélectrique du milieu environnant. Ainsi la réponse plasmonique d’une
particule métallique est sensible a I’environnement local dans lequel elle se trouve par le biais
de permittivité (ou I’indice de réfraction n) du milieu environnant '*°>. Quand ce dernier
augmente, la résonance se décale vers les grandes longueurs d’onde et sa largeur s’accroit '3,
La nature du ligand et son interaction chimique en surface va également moduler la fréquence
de résonance. Ceci est dii a un effet d’écrantage des interactions é€lectrostatiques répulsives
entre particules.

La sensibilité au changement d'indice de réfraction du milieu augmente généralement quand les

GNPs deviennent allongées et leurs sommets deviennent plus nets 3. Comme mentionné
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précédemment (cf. partie 2.3.3), le milieu environnant (le plus souvent 1’agent stabilisant) est

d’une grande importance car il empéche les particules de s’agréger.

2.3.3.4. L’interaction entre les particules (agrégation)

Nous avons vu que les plasmons sont le produit d’un couplage entre photons et oscillations
collectives des électrons libres de la surface du métal. Par conséquent la présence d’un champ
¢lectrique proche généré par une source autre que le faisceau lumineux incident, peut avoir
aussi un effet sur la réponse optique de la particule considérée ce qui est le cas quand les GNPs
sont a proximité les unes des autres '*°. La fréquence d’absorption des modes couplés ainsi
activés peut étre contrélée sur une plage de quelques dizaines voire de centaines de nanometres
en faisant varier ’espacement entre les nanoparticules '*7. Cet effet sera visible par un décalage

en longueur d’onde (AK) et en intensité de la bande plasmon'®

. En champ proche, ce couplage
peut induire une exaltation locale du champ électromagnétique donnant naissance a des «points
chauds» (ou « hot spot » en anglais), qui peuvent étre utilisés pour exalter de faibles signaux
139

Ainsi, en réduisant I’épaisseur de la coquille diélectrique de nanoparticules Au/SiO2 de type
cceur/coquille, Ung et al. ont ' montré qu’au fur et & mesure que les particules se rapprochent,
le comportement optique devient de plus en plus anisotrope, le mode longitudinal augmente en
intensité et se déplace vers le rouge tandis que le mode transverse diminue en intensité tout en

se déplacant vers le bleu jusqu’a 1’agrégation (Figure 22). Ce décalage est dii au couplage accru

entre les nanoparticules 4.
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Figure 22 : Variation de la bande plasmon en fonction de la distance inter-particules. Figure reproduite
de la réf. 49,

Dés lors, il est possible de modifier la position spectrale du plasmon en contrélant les

interactions entre particules. Cette propriété a été¢ mise au profit par le moyen de méthodes
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numériques discutées dans la littérature pour analyser I’interaction de particules de forme
quelconque en présence de substrat.

Ces calculs ont permis d’établir une relation exponentielle entre le décalage spectral normalisé
par la longueur d’onde d’une particule isolée et la distance inter-particule normalisée par la
taille des particules. Cette équation, généralement appelée équation du plasmon ruler, a été
définie a partir de données expérimentales couplées a des simulations sur des nanodisques d’or
de diamétre entre 5 et 50 nm ', Par contre cette équation empirique ne prend pas en compte
les décalages spectraux anormalement grands associés a 1’apparition de nouvelles bandes
lorsque les particules sont presque au contact. Néanmoins, elle permet de comparer différents

diméres, étudiés en paralléle, a I’aide de leur réponse optique 4?°.

2.4. Bilan : Pimmense potentiel des nanoparticules d’or

La synthése et 1’étude des propriétés des nanoparticules métalliques, en particulier les
nanoparticules d’or est actuellement un domaine de recherche tres actif. L exploitation de ces
particules en solution pour la conception de nouveaux dispositifs est alors d’un intérét majeur.
Les propriétés optiques conférent a ces particules un intérét crucial pour plusieurs applications
telles que le la détection, le diagnostic et la thérapie.

En fonction des applications visées, elles peuvent étre obtenues par diverses méthodes
présentant des avantages et des inconvénients. Les syntheses par réduction chimique permettent
d’obtenir par des conditions réactionnelles et des stratégies trés variées des particules
sphériques monodisperses en taille et forme, stabilisées par des ligands faiblement liés a ’or,
ce qui rend possible leur déplacement par d’autres molécules pour des fonctionnalisations ou
greffages ultérieurs. De méme, des particules possédant une grande variété de morphologies
peuvent également étre obtenues sous certaines conditions de synthese.

L’effet plasmon a tendance a exacerber toutes les propriétés optiques des entités situées dans
I’environnement proche de ces nanoparticules. Leur utilisation dans les applications telles que
les biocapteurs colorimétriques que nous allons présenter dans la partie suivante sont basées
essentiellement sur cet effet.

Leurs possibilités d’application sont non seulement liées aux propriétés intrinseques de leurs
cceurs métalliques (propriétés optiques et électroniques ainsi que la variation de ces dernicres
en fonction de leur taille, leur forme et leur environnement), mais également a leurs grandes

capacités de fonctionnalisation.
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—
Partie 3

Les nanoparticules d’or pour les biocapteurs

Les nanoparticules d'or ont suscité un intérét particulier dans le domaine des
biocapteurs en raison de leurs caractéristiques physico-chimiques
exceptionnelles et la facilité de synthése et fonctionnalisation.

Cette partie a pour but de présenter I’état d’art sur I’exploitation des
nanoparticules d’or pour I’amplification su signal et la nanostructuration des
biocapteurs.

3.1. Introduction

Les propriétés physiques et chimiques uniques des nanoparticules d’or (GNPs) ont stimulé un
intérét croissant dans la conception d’une nouvelle génération de biocapteurs. Elles présentent
en effet une excellente biocompatibilité et conductivité et sont dotées de propriétés structurales,
¢électroniques, magnétiques, optiques et catalytiques uniques ce qui en fait des matériaux de
choix pour la construction de biocapteurs avec une performance analytique améliorée par
rapport a d'autres systemes.

Dans une revue récente'®’, les derniéres avancés dans la construction de biocapteurs optiques,
¢lectrochimiques et piézoélectriques a base de GNPs sont passées en revue avec quelques
exemples, en mettant 1’accent sur le réle que les GNPs jouent dans le processus de détection et
I’amélioration des performances analytiques. Le Tableau 1 récapitule les différents biocapteurs
a base de GNPs.

Le haut ratio surface/volume et la biocompatibilité des GNPs, font qu’elles fournissent un trés
grand nombre de sites d'interaction, améliorant ainsi la quantité et l'activité de 1’élément de
reconnaissance '**. De plus leur excellente biocompatibilité peut améliorer la stabilité de la
reconnaissance biologique et la densité relativement haute des GNPs permet leur utilisation

comme un amplificateur de masse '+°.

43



Chapitre 1 : Contexte et ¢tude bibliographique

Tableau 1: Les biocapteurs a base de GNPs 4

Type de Principe de détection Role des GNPs Propriétés mises en jeu Avantages Exemples
biocapteurs
Optique Changement des changement de I’indice Grande constante dié¢lectrique, Améliore la Biocapteurs a ADN 100
propriétés optiques de réfraction haute densité, haut poids sensibilité fois plus sensibles avec
moléculaire. les GNPs 146,
Augmentation du Conductivité Améliore la Vitesse de transfert
transfert électronique Dimension quantique sensibilité d’¢lectrons de 5000/s et

700/s avec et sans les

GNPs respectivement 7.

Electrochimique Changement des Plateforme Biocompatibilité, surface Améliore la Diminution de la limite
caractéristiques d’immobilisation spécifique importante sensibilité et de détection du glucose a
électroniques la stabilité 0.18 uM '8,
Catalyseur de réaction Energie de surface élevée, Améliore la Biocapteur de NADH
Activité a ’interface sensibilité et montre une diminution
la sélectivité de 780 mV du potentiel

sans médiateur de

transfert électronique 4’

Piézoélectrique Changement de masse Immobilisation des Biocompatibilité, haute Améliore la Biocapteurs d’ADN
biomolécules, densité, rapport surface/volume sensibilité marqué au GNPs avec
amplification de masse. élevé une limite de détection
de 10 fM 1454,
Spectroscopique Augmentation de Immobilisation des Surface spécifique importante Améliore la Augmente le nombre de
(PM-IRRAS) ’accessibilité biomolécules sensibilité récepteurs greffé 47

Pour avoir une haute sensibilité pour la détection de cibles, un certain nombre de stratégies
d'amplification de détection/signal ont ét¢ développées a l'aide des GNPs de taille/forme
diverses couplé a des étapes de reconnaissance comme I'hybridation d’ADN et la liaison
anticorps/antigene en format sandwich. Ces stratégies incluent ['utilisation des GNPs comme
des marqueurs du biorécepteur, nano-structurants du transducteur (Figure 23) ou pour la

conception de biocapteurs colorimétriques.
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Figure 23 : Stratégies d'amplification du signal pour un immunocapteur en format sandwich. (A)
GNPs immobilisés directement sur un substrat solide pour augmenter le nombre d’anticorps de capture

a la surface du transducteur. (B) anticorps de révélation marqué par GNPs. Figure reproduite de la réf.
150
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3.2. Les GNPs comme marqueurs du biorécepteur

Ces derni¢res années, les nanoparticules de différentes compositions et dimensions ont été
largement utilisées comme des marqueurs polyvalents et sensibles pour la transduction de
I’association entre différentes biomolécules '*!. Par exemple, les GNPs ayant des propriétés
(électronique, optique et magnétique) attachées aux molécules biologiques (par exemple des
peptides, des protéines, des acides nucléiques, des anticorps) ont été développées pour
l'utilisation dans des biocapteurs pour détecter et amplifier divers types de signaux '32. Cette
nouvelle stratégie d’amplification du signal nécessite une attention particuliere par rapport aux
interactions non spécifiques qui pourraient avoir lieu. Pour une conjugaison idéale des protéines
aux GNPs, les principaux criteéres pour "un ensemble d'outils" universels sont représentés dans
la Figure 24.

Afin de fonctionnaliser les GNPs avec une protéine (en particulier un anticorps), trois fonctions
principales peuvent étre mises en jeu : -NHj, -COOH et -SH. Les différentes méthodes de
fonctionnalisation des GNPs avec des anticorps seront décrites dans le dernier chapitre de ce

manuscrit.

: : binding site

el
N it ntati
'_NF;Q) orientation

Figure 24 : Représentation schématique des six critéres idéaux pour le controle de la conjugaison des
GNPs aux protéines. Figure reproduite de la réf. '3,

L'utilisation de biorécepteurs marqués avec des GNPs dans des formats de détection type
sandwich permet d’augmenter la masse du complexe formé, donnant ainsi une augmentation
de la sensibilité des dosages en QCM par exemple. Ceci est le cas dans les travaux rapportant
la détection d’IgG humain ®’ et d’aflatoxine B 1>,

Chen et al. ont développé un biocapteur piézoéletrique pour la détection en temps réel du virus
de la dengue par hybridation de brins d’ADN marqués par des GNPs illustré dans la Figure 25.

Les GNPs ont été utilisées non seulement comme des amplificateurs pour améliorer la
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sensibilité¢ de détection, mais aussi comme des vérificateurs pour augmenter la spécificité de

I'hybridation d'ADN 4%,
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Figure 25 : Illustration schématique des différentes étapes de détection du virus de la dengue par
QCM. Amplification du signal par des GNPs conjugués aux brins d’ADN. Figure reproduite de la réf.

145a

Récemment un biocapteur simple et sensible, a ét¢ développé, et appliqué directement au
dosage de biomarqueurs de cancer de prostate dans du sérum humain (75 %) en utilisant un
amplification par des anticorps modifiés par des GNPs !*°. Un quartz QCM composé de deux
circuits microfluidiques permettant la mesure et le contrdle simultanément sur la surface du
biocapteur a été utilisé dans ce travail. La méme approche pour la détection de thrombine
(enzyme provoquant la coagulation du sang) a permis une augmentation de la sensibilité de
deux ordres de grandeur et d’atteindre une limite de détection de 0.1 nM "¢, De méme Kim et
al. ont décrit un biocapteur sensible employant I’interaction strepavidine-biotine comme un

systéme modéle 1431,

3.3. Les GNPs comme agents de nanostructuration du

transducteur

La bioactivité, la stabilité et la densité surfacique des éléments de reconnaissance immobilisés
sur la surface du transducteur sont des enjeux majeurs dans les biocapteurs. Généralement,
l'adsorption de biomolécules directement sur les surfaces peut aboutir a leur dénaturation et la

perte de leur activité. Afin d’augmenter l'efficacité et la sensibilité¢ d'interactions bio-

46



Chapitre 1 : Contexte et ¢tude bibliographique

spécifiques, beaucoup d'attentions ont été portées au développement d'une couche interfaciale
permettant l'immobilisation du biomolécules présentant une orientation contrdlée '*°.

Les GNPs sont des candidats excellents comme plateforme d'immobilisation. Ainsi la surface
du capteur peut étre structurée a 1'échelle nanométrique par 1'adsorption de nanoparticules, ce
qui augmente la surface spécifique et la disponibilité des anticorps au sein de la couche sensible
tout en conservant leur bioactivité et stabilité grace a leur biocompatibilité et leur haute énergie
de surface 47% 850157,

Comparées aux surfaces planes, les surfaces modifiées par des GNPs sont des supports dotés
d’une haute stabilit¢, d’une sensibilité significativement améliorée et une basse limite de
détection pour l'analyse de biomolécules. Ainsi, plusieurs travaux ont exploré la contribution
des GNPs pour I’immobilisation des biomolécules 3%

Un travail intéressant de Kaufman et a/. décrit les caractéristiques d'adsorption de trois protéines
[l'albumine de sérum bovine (BSA), la myoglobine (Mb) et le cytochrome ¢ (CytC)] sur des
SAMs d'acide mercaptoundécanoique (MUA) tant sur des GNPs que sur des surfaces planes
d'or. La combinaison de mesures de QCM-D et de potentiel z€ta en fonction du pH fournit des
informations sur la structure de couche, la densité et le recouvrement de surface '>°.

Ces travaux ont montré que sur les surfaces nanostructurées, ces protéines ont tendance a former
des monocouches stables tandis que sur les surfaces d’or planes, elles sont en multicouches.
La majorité des travaux faisant appel a cette stratégie d’amplification sont des biocapteurs
d’ADN '%°_ Fang et al. '®! ont immobilisé un oligonucléotide avec un groupement thiol sur des
GNPs de 16 nm de diametre, déposées sur une ¢lectrode d’or modifiée par la cystamine. La
concentration surfacique d'ADN a la saturation sur 1'¢lectrode modifiée était environ 10 fois
plus grande que celle sur une électrode d’or plane. Cette modification de la surface par des

GNPs a été couplée a I’approche précédente d’amplification, comme I’illustre la Figure 26, a

permis d’atteindre une limite de détection de 107'® mol/L en QCM. Cette sensibilité est

largement supérieure a celle mesurée avec une surface sans aucune modification '*3¢,
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Figure 26 : Représentation schématique du processus de détection d’ADN en QCM d’un systéme
amplifié a base de GNPs. Figure reproduite de la réf. 4%,

Cependant, il a été montré que 20 nm est la taille de particules optimale pour avoir une
augmentation maximale de la sensibilité¢. Des GNPs plus grandes se lient faiblement a la surface
et sont donc détachées de la surface sous flux 2,

Récemment Chu et al. ont développé un immunocapteur de gliadine en immobilisant des GNPs
de 25 nm a la surface d'une électrode de QCM 3°° permettant une augmentation du signal de
48% par rapport aux surface planes.

L’immobilisation des GNPs en surface permet non seulement la nanostructuration du
transducteur mais aussi 1’amélioration des propriétés optiques des biocapteurs SPR. En effet,
un couplage électronique entre le plasmon localisé des GNPs (LSPR) et le plasmon de surface
du film métallique permet d’améliorer de la sensibilité¢ en SPR. Par la suite, une série de travaux

différents ont porté sur des biocapteurs optiques a base de GNPs immobilisés en surface!*® 16,

Matsui et al.'®

ont utilisé les polymeres a empreinte moléculaires (MIP) pour immobiliser des
GNPs en surface pour la détection de petites molécules (comme la dopamine) en SPR. Ils ont
réussi a avoir une augmentation de la sensibilit¢ avec le méme temps de mesure et sans
marqueur. IIs ont aussi constaté que le signal SPR était dépendant de la densité des GNPs en
surface 1%,

Une autre spectroscopie qui peut considérablement profiter de I’immobilisation des GNPs en
surface est la spectroscopie Raman en particulier le Raman exalté de surface (Surface-enhanced
Raman Spectroscopy, SERS) '%°. En présence de GNPs, il y a exaltation du signal Raman des
molécules en surface. Cette exaltation peut atteindre plus de 6 ordres de grandeur '°°. Le SERS
est largement utilisé pour la caractérisation chimique des matériaux et sa sensibilité permet

d’atteindre des sensibilités de I’ordre de la monocouche ou de la molécule unique ¢’ ce qui lui

vaut d’étre exploré dans le domaine des biocapteurs 5.
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Par ailleurs, une immobilisation sur un substrat optiquement transparent comme le verre permet
d’avoir une transduction colorimétrique, qui est considérablement plus simple a mettre en
ceuvre puisqu’il s’agit de suivi UV-Visible de la bande plasmon localisée (LSPR) voire de

lecture & I’ceil nu 134 199,

3.4. Biocapteurs colorimétriques

Lorsque les particules (d >3.5 nm) se rapprochent, leur résonance se couple entrainant un
décalage vers le rouge de la longueur d’onde de la bande plasmon. Ces effets sont d’autant plus
marqués que les particules sont proches et ont permis de développer des biocapteurs optiques
capables de suivre 1’accrochage de biomolécules a leur surface.

De plus, grace a leur haut coefficient d'extinction molaire et leurs propriétés plasmoniques
sensibles a I’environnement immédiat (Cf. paragraphe 0), les GNPs offrent des possibilités de
transformer des interactions moléculaires en signaux colorimétriques aisément détectables qui
peuvent €tre mesurés par des équipements de laboratoire standards et parfois méme a 1'ceil nu.

Il est donc possible de concevoir des structures dynamiques sensibles a la présence d’une cible
d’intérét entrainant I’agrégation des particules, ce qui modifie drastiquement la couleur de la
suspension colloidale. Ce type de biocapteur est appelé biocapteur colorimétrique.

IIs permettent de générer une réponse prévisible et reproductible qui est proportionnelle a la
concentration ou a l'activité d'une cible particuliére sans interférence avec d'autres substances.

L’amplification du champ électrique est limitée dans la proximité immédiate des GNPs et
décroit exponentiellement en s’¢loignant et devient négligeable si I’écart entre les deux
particules excéde environ 2,5 fois la longueur d’axe court des particules 2> 179 Afin d’obtenir
une réponse colorimétrique détectable (formation d’agrégats denses), la distance inter-
particulaire doit étre plus petite que le diamétre de particules. Un autre défi du développement
de dosages colorimétriques a base de nanoparticules est de concevoir des récepteurs qui sont
relativement petits. En plus d'étre petits, les récepteurs doivent étre aussi spécifiques.

Les premiers capteurs colorimétriques ont été¢ développés par le groupe de Chad Mirkin en 1997
171 et se basent sur le couplage plasmon entre des particules proches. Le principe est schématisé
dans la

Figure 27. Deux groupes de nanoparticules sont fonctionnalisés avec des brins d’ADN non
complémentaires. En présence du brin complémentaire, les GNPs s’agrégent (& gauche)

donnant un changement de la couleur de la solution du rouge au bleu (a droite). !7?
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Figure 27 : Schéma de principe du biocapteur colorimétrique.
Etant donné que les GNPs peuvent étre fonctionnalisées par plusieurs types de biorécepteurs,
ce biocapteur exemplaire s’est étendu rapidement aux analyses biologiques pour une variété

152

d'analytes '°2, incluant des acides nucléiques, des protéines '7°, des toxines '7*, des petites

175 et méme des cellules.

molécules, des ions métalliques
La clé de la maitrise d’une telle plateforme de détection est le contrdle du processus
d’agrégation / dispersion en présence de I’analyte d’intérét, c’est-a-dire, la capacité a réguler
les forces attractives et répulsives entre les particules ce qui détermine si les particules sont a
I’état stabilisé (dispersées) ou agrégé. Comprendre tous les facteurs qui régissent de tels
systémes fournira des idées sur les stratégies de conception de ces dosages colorimétriques.
Plusieurs molécules de reconnaissance et stratégies d’essais proposées sont décrites dans la
littérature '°2. Le dénominateur commun est que cette reconnaissance entraine I’augmentation
ou la diminution de la stabilité colloidale, menant a 1'agrégation ou a la redispersion des
nanoparticules. La dernicre stratégie est de loin la plus commune a cause de la tendance
inhérente de nanoparticules a s'agréger et parce que I'accumulation est souvent irréversible.

Le déplacement de la bande plasmon peut atteindre les 300 nm et donc le changement de
couleur peut étre détecté a 1’ceil nu, sans avoir besoin d’instrumentation sophistiquée pour des
essais qualitatifs. Pour une analyse quantitative, les spectres UV-vis sont enregistrés
normalement a la saturation ou a un temps arbitraire, étant donné que l'agrégation est un
processus continu.

La différence entre I’absorbance a 520 nm, qui correspond aux particules dispersées et celle a
une longueur d'onde plus grande, qui correspond aux particules agrégées, est souvent utilisée
pour quantifier [’analyte. Typiquement la limite de détection (LOD) des dosages
colorimétriques, sans étape d'amplification de signal, est dans la gamme du nM-uM selon la
stratégie et I'affinité du biorécepteur utilisé 7. Ce type de détection est devenu rapidement une
alternative aux techniques de détection conventionnelles.

La plupart des travaux sur les biocapteurs colorimétriques exploitent la LSPR des GNPs

sphériques, mais ce format de détection est aussi applicable aux particules non-sphériques 7’
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L’un des avantages de l'utilisation de particules allongées est leur sensibilité aux changements
de l'environnement diélectrique local et leur gamme spectrale étendue et la possibilité d’avoir
des formats de détection multiples !77°.

L’agrégation controlée de GNPs peut étre réalisée par la présence d’une molécule intermédiaire
(« interparticle crosslinking aggregation mechanism ») ayant une affinité pour le récepteur li¢
aux GNPs, ou par le déplacement des stabilisants des GNPs (« non crosslinking aggregation
mechanism ») (Figure 28). Dans le premier mécanisme, 1’agrégation des GNPs se produit en
présence de la cible qui joue le role d’intermédiaire (cross-linker) et permet de lier les GNPs

les unes aux autres, ou par interaction directe entre des particules modifiées par le récepteur ou

la cible. Jusqu’a présent, c’est le mécanisme le plus souvent utilisé.
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Figure 28 : Représentation schématique des différentes stratégies d’agrégation des GNPs dans les
biocapteurs colorimétriques. Mécanisme de réticulation par interaction avec la cible non immobilisée
sur les GNPs (A) ou par interaction directe entre les particules fonctionnalisées par la cible ou le
biorécepteur (B). Mécanisme de non-réticulation par déplacement des stabilisants des GNPs (C) par la
perte des interactions électrostatiques (1), de la stabilisation par effet stérique (2), le changement de

conformation d’un polymeére (3).
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3.5. Bilan : les nanoparticules d’or, nouveau pan des

biocapteurs

Aujourd’hui, I'intérét pour les GNPs reste encore vif avec des applications dans différents
domaines. Les études décrites ci-dessus démontrent les performances avantageuses des GNPs
pour les biocapteurs.

Leurs possibilités d’application dans ce domaine sont non seulement liées aux propriétés
intrinseéques de leur cceur métallique mais aussi et surtout a leurs propriétés optiques,
¢lectroniques ainsi que leurs énormes capacités de fonctionnalisation.

Rendre de telles nanostructures optiquement sensibles a des molécules permet alors de sonder
et d’analyser la matiére a I’échelle du nanometre et est une approche séduisante pour le
développement de biocapteurs ultrasensibles. De plus, le changement de couleur prévisible
pendant 1’agrégation des GNPs (ou leur redispersion) fournit une plate-forme élégante pour la
détection. Ainsi, les GNPs ont été explorées dans le développement de nouveaux formats de
détection en une seule étape (single-step immunoassay formats). Cette technique est tres
sensible et fournit une méthode type "test décisif " pour détecter la présence de cibles.
Indépendamment du role que jouent les GNPs dans le processus de détection, les GNPs offrent
plusieurs avantages par rapport aux formats de dosage conventionnels tels que une simple
préparation, une bonne stabilité, une utilisation facile, en temps réel et a cout faible.

Afin d’exploiter aux mieux les propriétés des GNPs au service des biocapteurs, le design de
biocapteurs avec une capacité de sonder des cibles multiples est un enjeu crucial. Une autre
direction de recherche prometteuse est la production de GNPs avec une bonne stabilité a long
terme dans des environnements divers. De plus, comme la taille et la forme influencent
grandement sur les propriétés optiques et ¢lectriques des GNPs, il est primordial de maitriser la
synthese de GNPs avec une géométrie bien définie. D’autre part, I'effort dans I'amélioration des
performances analytique a 1'é¢tape de détection en termes de prévention de l'adsorption non
spécifique de biomolécules sur les GNPs, ou la réduction du temps d'analyse, mérite aussi
l'attention.

Le challenge aujourd’hui est de comprendre et maitriser les mécanismes a ’origine de leur
synthése et de leur organisation en surface. Etre capable de placer les nanoparticules sur une
position donnée apparait comme étre un pré-requis primordial en vue de leur intégration dans
les biocapteurs. Cette étape n’est pas encore maitrisée et les stratégies décrites dans la littérature

n’aboutissent pas nécessairement a 1’obtention de surfaces nanostructurées régulieres, bien
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ordonnées et bien définies. Des agrégats ou des particules dont la répartition sur la surface est

inhomogene sont souvent rencontrés.
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Partie 1

Chapitre 2 : Méthodes et techniques d’analyse

Techniques de caracterisation et de transduction

1.1.

La conception d’un biocapteur est un processus comportant une succession
d’étapes qui, pour étre optimisées, nécessitent de pouvoir observer a 1’échelle
moléculaire ce que 1’on construit. Dans cette optique, nous avons eu recours
durant notre étude a plusieurs techniques d’analyse de surface. Une fois les
biocapteurs produits, nous avons utilisé deux techniques de transduction pour
détecter des cibles d’intérét. Dans ce deuxieme chapitre, nous présentons
I’ensemble des techniques d’analyse de surface et de transduction que nous
avons employées.

Techniques de caractérisation

Les surfaces présentées dans les différents chapitres ont été caractérisées par différentes

techniques physico-chimiques :

Le caracteére hydrophile ou hydrophobe des surfaces a été déterminé par la mesure de
I’angle de contact.

La nature chimique et [’organisation des monocouches ont ¢été¢ étudiées par
spectroscopie infrarouge en mode ATR (réflexion totale atténuée) et en PM-IRRAS
(spectroscopie infrarouge de réflexion-absorption par modulation de polarisation).

La composition chimique a été déterminée par spectroscopie de photoélectrons induits
par rayons X (XPS).

La morphologie et la taille des nanoparticules d’or ont été déterminées par microscopie
¢lectronique a transmission (MET)

La topographie des surfaces a été étudiée par microscopie électronique a balayage

(MEB).

1.1.1. Mesure de I’Angle de contact

Principe : Les modifications des propriétés chimiques des surfaces fonctionnalisées et en

particulier les variations du caractére hydrophile/hydrophobe induites par le nettoyage ou par

la fonctionnalisation, ont été suivies par la technique de la mesure de I’angle de contact. Cette

méthode présente 1’avantage d’étre simple, rapide, reproductible et non destructive.
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La mesure d'angle de contact rend compte de I'aptitude d'un liquide a s'étaler sur une surface
par mouillabilité. La méthode consiste a mesurer I'angle entre la tangente a la goutte au point

de contact et la surface solide appelé angle de contact (0) (Figure 29).

0,=0y+0;- COS6 Oig

Gas

%9 A

Os| Solid body

Figure 29: Principe de mesure de 1’angle de contact. Source : www.kruss.de

La mesure de l'angle de contact permet d'accéder a 1'énergie libre d'une surface si on utilise
plusieurs solvants. Elle permet aussi la discrimination de la nature polaire ou apolaire a
I’interface liquide-solide. Si on utilise 1'eau comme seul liquide de mesure d'angle de contact,
on peut déduire le caractére hydrophobe (grand angle, faible énergie de surface) ou hydrophile
(petit angle, grande énergie de surface) de la surface. Dans le cadre des travaux de cette these,
seule ’eau a été utilisée comme solvant et ce afin de déterminer le caractere hydrophile ou
hydrophobe des surfaces fonctionnalisées.

Appareillage : Les mesures présentées dans le chapitre 3 ont été réalisées a 1’aide d’un
analyseur Kriiss (modéle FM40 EasyDrop). Une goutte d'eau (Milli-Q) de 1 pL. déposée a 1’aide
d’une microseringue, est éclairée sur le coté par une lumiére blanche. La caméra CCD associée
a un logiciel de traitement d’images permet d’extraire la photographie de la goutte puis de
mesurer ’angle de contact 5 secondes apres son dépot sur I'échantillon. Pour chaque
¢chantillon, la valeur de 6 est la moyenne des résultats obtenus sur 3 gouttes avec un €cart type
inférieur a 5°.

Pour chaque goutte, nous avons utilisé le mode « sessile drop » et mesuré I’angle de contact
entre la goutte et la surface en utilisant trois modeles mathématiques (fournis par le

constructeur) permettant d’obtenir une valeur moyenne de I’angle de contact.
1 . 1 .2. PM-IRRAS

Principe : La spectroscopie infrarouge (IR) est une technique spectroscopique vibrationnelle,
qui permet d’identifier les fonctions chimiques des molécules grace aux informations provenant

des vibrations caractéristiques des liaisons chimiques.
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Cependant la spectroscopie IR conventionnelle en transmission ne permet pas d’étudier les
couches ultra-minces au vu de 1’opacité de la plupart des matériaux sur lesquels les films sont
déposés. Pour y remédier, une technique spectroscopique IR exploitant I’amplification du signal
lorsque le faisceau est réfléchi a angle rasant sur une surface métallique a été développée. Il
s’agit de la spectroscopie IRRAS pour Infrared Reflexion Absorption Spectroscopy. La
spectroscopie IRRAS est une méthode trés répandue pour la caractérisation de films minces
déposés sur des surfaces métalliques. L’anisotropie ainsi que le phénomene d’exaltation du
champ électrique créé a la surface d’un métal sont exploités pour tirer des informations sur
’orientation des molécules a la surface.

Dans le cas des surfaces métalliques, les interactions entre la composante électrique de 1’onde
incidente, le moment dipolaire des vibrations au sein des molécules et les propriétés de réflexion
du métal conditionnent 1’absorption du faisceau IR. Les travaux de Greenler ont montré
I’importance de 1’angle d’incidence du faisceau par rapport a la surface métallique et de 1’¢état

de polarisation de la lumiére sur le spectre de réflexion adsorption .

A) B)

Phase Shift (°)

i I S | S S U | J
0°* 30° 80° 80°
Angle of incidence € (°)

Figure 30 : Schéma de la décomposition du champ électromagnétique avant et aprés sa réflexion sur

une surface métallique (A) et changement de phase intervenant sur les composantes paralleles (d,) et

perpendiculaire (ds) au plan d’incidence en fonction de I’angle d’incidence (B). Figures reproduites
des réf. 2.

La Figure 30 décrit la réflexion d’un faisceau incident sur une surface métallique. Il est
représenté par une onde électromagnétique qui est séparée en deux composantes :

- La composante perpendiculaire au plan is du champ électrique subit un changement de
phase de 180° (pour n’importe quel angle d’incidence). L’onde stationnaire créée par ce
champ a la surface (is + 15) est donc quasi nulle.

- La composante parallele au plan d’incidence i, du champ électrique subit un
changement de phase faible dans une large gamme d’angle d’incidence. Puis, pour une
incidence rasante (6=80-88°), le déphasage est proche de 180° et conduit a une

exaltation du champ électrique °.
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La regle de sélection, spécifique au substrat métallique, est la suivante : les vibrations ayant un
moment de transition parall¢le a la surface présentent des intensités nulles, tandis que celles
ayant un moment dipolaire perpendiculaire a la surface présentent des bandes dont I’intensité

est maximale.

Pour discriminer les absorptions surfaciques des absorptions volumiques (phase gazeuse
environnante), il est possible de normaliser le spectre de 1’échantillon par le spectre du substrat
seul afin de faire ressortir les absorptions relatives au film. Cependant, 1’enregistrement non
simultané des deux spectres introduit des fluctuations inévitables du montage optique (source
infrarouge, interféromeétre) et de I’environnement qui affectent la qualité du spectre IRRAS
Pour pallier ces inconvénients, des techniques spectroscopiques différentielles ont été
développées parmi lesquelles la spectroscopie PM-IRRAS (Polarization Modulation-InfraRed
Reflexion-Absorption Spectroscopy). Cette spectroscopie permet d’obtenir des spectres
normalisés en temps réel et permet donc de séparer les adsorptions polarisées, se produisant au
voisinage de la surface, des adsorptions isotropes dues a la phase gazeuse en combinant les trois
techniques suivantes :
o Laréflectivité en lumicre polarisée et sous incidence rasante (IRRAS) ;
e [a modulation rapide de la polarisation du champ ¢lectrique incident entre les
polarisations s et p ;
e [e traitement électronique qui va permettre de filtrer, démoduler et de traiter
mathématiquement le signal recu par le détecteur. On obtient ainsi le signal de

réflectivité différentiel normalisé *:

AR Rp — Rs

R Rp+Rs

Appareillage : Cette technique a été utilisée pour analyser des surfaces d’or fonctionnalisées.
Les spectres PM-IRRAS ont été enregistrés sur un spectromeétre commercial Nicolet Nexus
5700. Le rayon externe est focalis¢ sur 'échantillon a 1’aide d’un miroir placé a un angle
d'incidence optimal de 75 °. Un polariseur a grille de ZnSe et un modulateur photoélastique de
ZnSe placés en amont des échantillons permettent de moduler le faisceau incident entre les
polarisations p et s (= fréquence de modulation de 37 kHz, 90 PEM, Hinds Instruments, USA).
Le faisceau réfléchi par 1'échantillon est dirigé vers un détecteur MCT refroidi a I'azote liquide.
Les spectres présentés résultent de la somme de 1024 balayages enregistrés avec une résolution

de 8 cm!.
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1.1.3. ATR

Principe : La spectroscopie infrarouge en réflexion totale atténuée (ATR) utilise la réflexion
totale du rayon IR dans un cristal d’indice ¢levé dont les parois sont en contact avec
I’échantillon a analyser (d’indice plus faible) (Figure 31). Dans ce format, lorsque le
rayonnement arrive a D’interface cristal/échantillon, une partie de la lumicre, I’onde
évanescente, pénetre de quelques micrometres dans I’échantillon se trouvant en contact direct
avec le cristal et peut étre absorbée : une partie de I’énergie est retenue et la réflexion totale est
atténuée. L ’échantillon est donc pressé contre le cristal, et ce rayonnement est absorbé par les
molécules de I’échantillon avec une sensibilité qui décroit en s’¢éloignant de l'interface du cristal

3. Le détecteur permet d’analyser le faisceau modifié.

Incident beam Reflected beam

sample (n) 2
d el
: :. Evanescent wave

'
Z
'

v

N,

n>n,
Figure 31 : Schéma du principe de la spectroscopie infrarouge ATR. Figure reproduite de la réf. %,
Appareillage : Cette technique sera utilisée pour obtenir les spectres IR des surfaces de silicium
fonctionnalisées avec spectrometre FTIR-ATR Bruker équipé d’un accessoire VariGATR pour

lequel I’angle O varie entre 60 et 65° (Harrick Scientific, Pleasantville, NY, USA).

1.1.4. XPS

Principe : La spectroscopie de photoélectrons X (XPS) ou spectroscopie électronique pour
I’analyse chimique (ESCA) permet d’étudier la composition chimique des couches formées et
d’estimer le taux de recouvrement des molécules greffées. L'échantillon est irradié par un
faisceau de rayons X monochromatiques qui provoquent l'ionisation de ses atomes par effet
photoélectrique. Tous les éléments présents dans 1’échantillon, excepté I’hydrogeéne (pas

d’¢électron de cceur), sont détectés par XPS.
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Figure 32 : Bilan énergétique pour I’XPS. Source : www.lasurface.com.
L’énergie cinétique Ec de ces photoélectrons est mesurée, ce qui donne un spectre de I'intensité
des pics de photo¢lectrons en fonction de I'énergie mesurée. Chaque photon X incident a la
méme énergie hv, puisque le faisceau est monochromatique (h étant la constante de Planck et v
la fréquence de l'onde lumineuse incidente). Lors de l'interaction avec l'atome, une partie de
cette énergie sert a rompre la liaison, c'est 1'énergie de liaison, EL ; le reste est transféré a
I'électron sous la forme d'énergie cinétique (Figure 32).
Le spectre en énergie cinétique présente donc des pics d’émission, et I'on peut déterminer
I'énergie de liaison correspondant a chaque pic par la relation d'Einstein :

EL=hv—-Ec-W

Avec EL I’énergie de liaison, Ec 1’énergie cinétique de 1’¢électron, h la constante de Planck, v,
la fréquence de radiation et, W le travail de sortie du spectrometre. L'énergie du photon X
incident est de 'ordre de grandeur de 1'énergie d'ionisation des électrons de cceur. Leur émission
donne les pics XPS essentiellement caractéristiques de la nature de l'atome. L'information
chimique (surtout le degré d’oxydation) est tirée des déplacements du pic XPS correspondant a
la variation d'énergie due a I’environnement de I’atome. Cette variation d’énergie est faible
devant celle des rayons X. Pour certains éléments, le couplage spin-orbite entraine I’apparition
de plusieurs pics correspondant a la méme couche d’un élément.
Appareillage : Les analyses des surfaces fonctionnalisées ont été effectuées sur un
spectrometre (SPECS, Allemagne), équipé d’une source de rayons X monochromatique
d’aluminium (Al Ka : hv = 1486,74 eV) et d’un analyseur hémisphérique (Phoibos MCD 150)
avec une fente d’entrée de 20 mm et une résolution de 0.1 eV. L’énergie de passage est de 20
eV pour le spectre général et de 10 eV pour les photo-pics des éléments. Les spectres ont été

traités a 1’aide du logiciel Casa XPS (Casa Software Ltd., Angleterre).
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1.1.5. MET

Principe : La microscopie électronique a transmission (MET) est une technique qui utilise des
¢lectrons de haute énergie (soumis a des fortes tensions d’accélération de 60 a 400 kV) pour
former une image d’objets de faible épaisseur (de l'ordre de 50 a 150 nm). Le canon a électrons
est généralement situé au sommet de la colonne du microscope. Les électrons sont extraits en
chauffant un filament de tungsténe (ou cristal d hexaborure de lanthane) puis ils sont accélérés.
L’¢énergie des ¢€lectrons permet d’une part la traversée de 1’échantillon et d’autre part le
traitement ondulatoire du faisceau. Une fois le vide fait dans la cellule, on fait passer le faisceau
d’¢électrons au travers d 'un échantillon d"environ 3 mm de diametre. Puis ce faisceau est focalisé
a 1’aide de lentilles magnétiques vers 1'écran ou la plaque photographique.

Cette méthode de caractérisation fournit des images a résolution nanométrique, ou les cceurs
métalliques des échantillons peuvent étre distingués et étudiés.

Les images obtenues par MET ont été examinées a 1’aide du logiciel de traitement et d’analyse
ImageJ. Ce programme permet de dénombrer les particules de mesurer le diametre des noyaux
métalliques. La distribution de tailles des GNPs peut ensuite étre évaluée sous la forme d’un
histogramme. Ce dernier apporte des informations cruciales sur la dispersion des particules.
Appareillage : Les clichés sont réalisés sur un microscope JEOL JEM 1011 a une tension
d'accélération de 100 kV. Les grilles MET ont été préparées en déposant 2 uL de la suspension

de particules sur une grille de cuivre recouverte de carbone séchées a I’air ambiant.

1.1.6. MEB

Principe : La microscopie électronique a balayage (MEB ou SEM pour Scanning Electron
Microscopy en anglais) est une technique de microscopie électronique capable de produire des
images en haute résolution de la surface dun échantillon en utilisant le principe des interactions
¢lectrons-matiere.

S'appuyant sur les travaux de Max Knoll et Manfred Von Ardenne dans les années 1930, la
MEB consiste en un faisceau d’électrons balayant la surface de I’échantillon a analyser qui, en
réponse, réémet certaines particules. Ces particules sont analysées par différents détecteurs qui
permettent de reconstruire une image en trois dimensions de la surface.

La microscopie ¢lectronique a balayage (MEB) donne une image précise de la surface et nous

donne des informations sur sa topographie. Dans notre étude, la MEB nous a permis d’observer
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la topologie des nanoparticules d’or sur des surfaces d’or et de silicium. Cette analyse a été faite
sur différentes zones de la surface et a différents grossissements.

Appareillage : L’appareil que nous avons utilisé dans cette étude est un microscope FEG
Hitachi SU-70 muni d’un canon a effet de champ, en appliquant une tension d’accélération des
¢lectrons de 1 kV. L’échantillon est posé sur un support en aluminium recouvert d’une fine
couche de graphite dont la surface est adhésive et placé a une distance de 1,9 a 2,3 mm de

I’objectif.

1.2. Techniques de transduction

Deux techniques de transduction principales ont été utilisées au cours de ce travail : une
technique piézoélectrique : la microbalance a cristal de quartz avec mesure de dissipation
(QCM-D) pour I’¢laboration d’immunocapteurs piézoélectriques (chapitre 4) et une technique
plasmonique : la résonance plasmon de surface localisée (LSPR) pour les biocapteurs

colorimétriques (chapitre 5).
1.2.1. QCM-D

Le principe de la QCM-D a été décrit dans le premier chapitre (paragraphe 1.4.3).

La Figure 33 montre un exemple de cristal de quartz utilis¢é en QCM. Il se présente sous la
forme d’un disque de quartz « AT-cut » de 14 mm de diamétre, recouvert d’un dépot d’or sur
ses deux faces afin de constituer les ¢lectrodes. L’¢lectrode de la face arriere sert uniquement a
mesurer la fréquence de résonance. Celle de la face avant permet 1’étude de la matiere que 1’on
dépose a sa surface (10 mm de diametre). L’¢lectrode d’or peut étre elle-méme recouverte d’un

autre matériau comme par exemple du silicium.

SiO, / Au
4 7 B
Electrodes
dor Type Cut AT
Epaisseur de I’électrode 0,3 mm
Elezt'rodes Diameétre 14 mm
,.r-‘/ B g Rugosité de surface de I’électrode < 3 nm (RMS)
1 ( Fréquence nominale de 4,95 MHz + 5 kHz
\\_} \& résonnance

Vue de face Vue de dessous

Figure 33 : Caractéristiques du cristal de quartz utilis€¢ en QCM.
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L'appareil que nous utilisons est un systéme commercial : QCM-E4 de Q-Sense ® (Gotenborg,
Suede), présenté a la Figure 34. 1l a I’avantage d’avoir quatre cellules indépendantes les unes
des autres, ce qui permet de pouvoir monter quatre résonateurs en parallele et de faire quatre
¢tudes simultanées. Les solutions sont injectées dans les cellules de mesure a 1’aide d’une

pompe péristaltique multi-canaux (Ismatec IPC-N4) a un débit de 50 pL.min™".

Sortie des fluides

Entrée des fluides

Figure 34 : Montage QCM-E4.

Le cristal de quartz constitue la partie inférieure des cellules qui est rendue étanche a ’aide
d’un joint torique. L’ensemble est reli¢ a un systeéme de régulation de la température par effet
Peltier. Ce dispositif a une importance primordiale étant donné qu’une variation, méme faible
de température peut conduire a la variation minime de fréquence que 1’on veut corréler au
changement de masse. Toutes les mesures ont été effectuées a une température de 20°C. Le tout
est relié a un ordinateur permettant de procéder aux acquisitions grace a un logiciel approprié¢
(QSoft 401) fourni par le constructeur. Les données ont été acquises a la fréquence
fondamentale de 5 MHz et pour les 7 fréquences (5, 15, 25, 35, 45 et 55 et 65 MHz). Deux
parametres physiques sont étudiés : la fréquence d'oscillation du quartz et la dissipation. Sur les
figures du manuscrit, les données sont représentées pour une seule fréquence, généralement a

la 5°™ harmonique AFs.

1.2.2. LSPR

Le principe de la LSPR a été décrit dans le premier chapitre. La position de la bande LSPR des
GNPs dépend de I’indice de réfraction local.
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Les mesures ont été effectuées au laboratoire CBSS (Centre for Biomimetic Sensor Science,
NTU, Singapour). L’instrument de mesure est un Insplorion XNano II (Insplorion AB,
Goteborg, Sueéde) adapté a des mesures en solution. Comme 1’illustre la figure ci-dessous, il
inclut une unité optique, une unité de commande de température et la cellule de mesure.
Temperature Control Unit

Measurement Cell

et \
Optics Unit ‘

Figure 35 : Montage Insplorion XNano II.

Ce systeme est sensible a un changement de 1’indice de réfraction a proximité des GNPs jusqu’a
une distance de 50-60 nm. Le logiciel de controle (Insplorer®) permet d’atteindre
théoriquement une résolution temporale de 1’ordre de la milliseconde et une résolution optique
de 10 nm.

Les GNPs ont été ainsi employées comme des plateformes de biodétection colorimétriques de
I’entérotoxine A de S. aureus (SEA). Dans une expérience type, la SEA a été ajoutée a une
solution de GNPs conjuguée a I’anticorps anti-SEA (GNPs-anti-SEA) et la variation de la
position de bande LSPR a été¢ mesurée apres 1 h (le temps de stabilisation). Comme I’illustre la
Figure 36, la fixation de ’analyte (SEA) aux nanoparticules d’or recouverte de I’anticorps

(GNPs-anti-SEA) entraine un changement mesurable de la position de la bande LSPR.

544
Ajout SEA * -,
Ajout SEA a1
542
540 y '
|

Ajout SEA . )
GNPs- anti SEA + SEA

Mq-

M, DAy

LSPR signal

A

A/ nm

GNPs- anti SEA
. 528 ' " +
0 50 100 150 200 250

Time (min)

Figure 36 : Exemple de mesure de la variation de la position de la bande plasmon en fonction du
temps apres ajouts successifs de SEA aux GNPs-anti SEA.
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—
Partie 2

Protocoles expérimentaux

Cette partie décrit les protocoles expérimentaux suivis au cours de ces
travaux. Tous les réactifs utilisés au cours de cette étude sont de qualité
analytique. De I’eau ultra-pure MilliQ ® (18 MQ) a été utilisée.

2.1. Préparation des nanoparticules d’or

L’¢laboration des nanoparticules sphériques a nécessité, dans un premier temps, la mise au
point de modes opératoires a partir de ceux décrits dans la littérature. Dans cette partie, nous
allons présenter les deux voies explorées dans ce travail en décrivant le protocole de synthese.
Nous allons ensuite comparer le résultat de ces deux synthéses en analysant les GNPs par

spectroscopie UV-vis et microscopie ¢lectronique a transmission (MET).
2.1.1. Réactifs utilisés

Le Tableau 2 :regroupe tous les réactifs utilisés pour la synthése des GNPs.

Tableau 2 : Liste de produits utilisés pour la synthése des GNPs.

Réactif Structure Formule Masse molaire Pureté Fournisseur
(g.mol ")
Acide chloraurique HAuCls.3H20 393,83 299.9%  Aldrich
CFl
Cl—Au-Cl H'
Cl
Citrate de sodium Na3CsHs07 258,06 99% Aldrich
0 OH O 3y
0 0
070
Acide tannique C76H52046 1701,2 99% Sigma
o Aldrich
HO  OH HO OHO 4
—( —{ S y-on
HO— -0 £
{ ) oH
=0 0=
O_“’ ) o ) ‘OK
Ho—{ ‘—«'ﬁo \70_ OH{ )—OH
) o-( >0 ¥ o
HO o{_’ o’ "o 0—.}*
HO. o= ¢ H—om
Y 0 >
w— Y~ < { OH HO OH
OHO OH Y=
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HO— 7
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2.1.2. Synthése et caractérisation des GNPs par la voie citrate

Afin de synthétiser des nanoparticules d’or sphériques, nous nous sommes appuy€s sur la
méthode standard décrite par Turkevich et al.® et affinée par Frens ’. Il s’agit de la réduction de
I’or sous forme HAuCls (Au*") en Au (0) par le citrate de sodium. Les GNPs obtenues sont de
15 nm de diamétre et sont recouverts a leur surface par les citrates qui empéchent leur
agrégation.

2.1.2.1. Protocole de synthése

Dans un ballon de 50 mL équipé d’une colonne réfrigérante, 40 mL d’acide tétrachloroaurique
trihydrate (HAuCls, 3H20O) de concentration a 1 mM sont portés a reflux sous agitation
vigoureuse. Au reflux, on ajoute tres rapidement 4 mL de la solution de citrate de sodium a 38,8
mM. Le mélange est agité magnétiquement a vitesse modérée et chauffé jusqu’a I’obtention
d’une solution rouge-rubis indiquant ainsi la formation de colloides d’or (environ 20 min).
Ensuite, le chauffage est arrété et la solution est conservée au réfrigérateur et a I’abri de la

lumiére.

2.1.2.2. Caractérisation

Les GNPs obtenues par cette méthode de synthése ont été caractérisées par spectroscopie UV-
visible. Le spectrométre montre une bande d’absorption trés intense dans le visible, centrée a
525 nm (figure ci-dessous). La position de cette bande correspond a des particules de taille ~

15 nm ® 38, Cette taille a été vérifiée par MET.
wal 525
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Figure 37 : Spectre d'absorption de la solution colloidale d'or obtenue par la voie citrate.

L’analyse MET montre qu’on obtient des nanoparticules sphériques avec la présence,
notamment a plus grande échelle, de nanoparticules de taille varié¢e (Figure 38). Ceci se traduit

par une distribution en taille large avec des particules allant de 9 a 21 nm. La taille moyenne
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est de 14,7 nm de diametre avec un €cart-type de 2 nm ce qui est en accord avec la position de

plasmon mesurée par UV-vis.
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Figure 38 : Clichés de MET et histogramme de la distribution de taille des GNPs obtenues par la voie

citrate.

2.1.3. Synthese et caractérisation des GNPs par la voie citrate/acide

tannique

Le protocole utilisé ici pour préparer les nanoparticules d’or est conforme a celui décrit par Slot

et al.’. Le seul paramétre permettant de moduler la taille des GNPs dans le domaine 3-17 nm

est la concentration en acide tannique (Figure 39).

Taille des particules / nm

18 T T
16 P
14+
12+
10+

1

0.01 0.1 1
Volume d'acide tannique a 1% massique ajouté / mL

Figure 39 : Effet de la concentration en acide tannique dans la solution réductrice sur la taille des

nanoparticules d’or synthétisées °.
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2.1.3.1. Protocole de synthése

Deux solutions sont préparées et portées a 60 °C :

- ’une contenant 1 mL d’une solution aqueuse a 1% massique en HAuCls dans 79 mL d’eau.

- ’autre contenant 4 mL d’une solution aqueuse a 1% massique en citrate de trisodium et de 0
a 5 mL (selon la taille des nanoparticules souhaitée) d’une solution aqueuse a 1% massique
d’acide tannique. La solution réductrice est versée dans la solution contenant le sel d’or et le
tout est porté a ¢bullition. Lorsque la couleur de la solution devient rouge, la température est
portée jusqu'a 95°C (ébullition). Le mélange obtenu est conservé au réfrigérateur et a 1’abri de
la lumiére.

Afin d’obtenir des GNPs de taille proche de celle obtenues par la voie citrate, nous avons ajouté

un volume de 25 pL de la solution d’acide tannique a 1%.

2.1.3.2. Caractérisation

Comme I’illustre la Figure 40, le spectre UV-visible des solutions colloidales présente une
bande d’absorption correspondant au plasmon de surface des colloides d’or qui est centré autour
de 520 nm. On peut en effet penser que plus les nanoparticules sont petites que celles obtenues
par la voie citrate. De plus, la bande d’absorption est beaucoup plus étroite traduisant ainsi une

plus faible dispersion en taille. Ceci va étre vérifié par analyse MET.
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Figure 40 : Spectre d'absorption de la solution colloidale d'or obtenue par la voie citrate/acide
tannique.
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Figure 41 : Clichés de MET et histogramme de la distribution en taille des GNPs obtenues par la voie
citrate/acide tannique.

Comme I’allure du spectre UV-vis pouvait le laisser présager, la Figure 41 montre des
nanoparticules présentant une distribution de tailles étroite et un écart-type plus faible. La taille
moyenne est de 13,5 = 1 nm. Ces nanoparticules seront par la suite utilisées dans I’élaboration
des immunocapteurs nanostructurés. La concentration de ces GNPs est de 3,3 nM (voir calcul

dans I’annexe 1-1).

2.2. Elaboration des surfaces nanostructurées

2.2.1. Réactifs utilisés

Les surfaces de silicium utilisées sont des plaquettes de silicium de <100> appelées wafers de
silicium, commercialisées par Sigma Aldrich. Les deux faces des plaques ne sont pas identiques
; une face est polie, I’autre ne I’est pas. C’est la face polie qui est traitée par la suite. Ces
plaquettes sont découpées en picces de 1x1 cm?. La désignation <100> se réfere a I’orientation
des plans du silicium cristallin qui est décrite en utilisant les indices de Miller.

Les substrats d’or utilisés dans cette étude proviennent de la firme Arrandee®. Ce sont des

lamelles de verre borosilicaté sur lesquelles est évaporée une couche de 200 a 300 nm d'or.
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Entre le verre et 1'or, une couche de chrome de 50 A est déposée pour assurer 1'adhérence. Ces
substrats ont des dimensions de 1x1 cm?.

Le Tableau 3 énumere les différents réactifs chimiques utilisés lors de la préparation des
surfaces nanostructurées de silicium et d’or. Tous les solvants utilisés sont de haut grade de
pureté.

Tableau 3 : Liste de produits utilisés pour la fonctionnalisation des surfaces de silicium et d’or et la
post-fonctionnalisation des GNPs.

Réactif Formule Masse Pureté Fournisseur
molaire
(g.mol ")
(3-aminopropyl) triéthoxysilane H2N(CH2)3Si(0C2Hs)3 221,37 99% Aldrich
(APTES)
(3-Glycidyloxypropyl) trimethoxysilane = CoH200s5Si 236,34 >98% Sigma
Aldrich
(GOPTS)
Acide 11-mercaptoundecanoique HS(CH2)10CO2H 218,1 95% Aldrich
(MUA)
Cysteamine hydrochloride HS(CH2)2 NH2 - HCI 113.61 >98% Sigma
Aldrich
(CEA)
Poly (ethylene glycol) bis (amine) H2N(CH2CH20)4sCH2CH2NH2 2000 - Huntsman
(Rozenburg,
(DAPEG)1s Pays -Bas)
Poly (ethylene glycol) bis (amine) H2N(CH2CH20)6sCH2CH2NH2 3000 - Sigma
Aldrich
(DAPEG)ss
N-hydroxysuccinimide C4HsNOs 115,09 98% Sigma
Aldrich
(NHS)
N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'- CsH17N3.HCI 191,70 299% Sigma
ethylcarbodiimide hydrochloride Aldrich
(EDC)

Tous les protocoles impliquant une agitation des surfaces immergées dans les solutions ont été

faits avec une table d’agitation (va-et-vient).

2.2.2. Pré-fonctionnalisation des surfaces

2.2.2.1. Les surfaces d’or

i. Prétraitement des surfaces
Des mesures AFM sur les lamelles Arrandee® montrent des ilots d'environ 30 nm a 60 nm de
diamétre, répartis sur toute la surface. Ils ne présentent aucune structure particulicre. Il est
difficile d'étudier une telle surface, les variations de rugosité étant trop importantes. De plus, la
surface ne possede pas de plans pour permettre le dépot de thiols sur une large surface. Il nous

faut donc traiter les échantillons Arrandee®, en vue de pouvoir y déposer les SAMs.
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En fait c‘est la surface (111) de I’or qui nous intéresse. Cette surface étant celle de moindre
énergie, c'est suivant cette direction que le cristal a tendance a croitre. Une méthode pour obtenir
des plans (111) a partir des échantillons Arrandee®, consiste a recuire la surface. Pour ce faire,
on utilise une flamme bleue butane/propane. Sa température de combustion permettant de
recuire la surface sans sublimer l'or et ainsi sans détruire 1'échantillon.
On effectue le recuit de la surface de préférence dans une piece sombre pour pouvoir observer
le rougissement de la surface. En appliquant la flamme sur la surface, il faut veiller a ne pas
trop chauffer les bords, sinon le verre lui aussi chauffe et I'échantillon a tendance a se bomber.
Lorsque la surface est légérement rougie on Ote la surface de la flamme. Apres quelques
secondes, on recommence, et ceci environ dix fois. Cette technique permet d'obtenir de larges
plans (111) d'or. Les surfaces d’or sont ensuite traitées dans un ozonateur (Bioforce
Nanosciences) pendant 20 minutes, lavées a 1’éthanol 1 fois pendant 15 min puis séchées par
un flux de N». Avant utilisation, les surfaces sont de nouveau ozonées.
ii. Fonctionnalisation des surfaces

» Au-NH:
Les surfaces d’or sont immergées dans 20mL d’une solution de cystéamine (CEA) a 10 mM
dans 1’éthanol absolu. Apres 24h d’immersion a température ambiante, les échantillons sont
rincés 3 fois pendant 5 min dans un volume d’éthanol absolu équivalent au volume
d’immersion. Le séchage des surfaces se fait sous flux d’azote.

> Au-NH2/SH
Une solution de MUA a 10 mM et activée par EDC 1.2 eq. et NHS 2.4 eq dans I’éthanol pendant
1 h 30 — 2h. Les substrats Au-NH> sont ensuite immergés dans cette solution. Aprés 24h, les
¢chantillons sont rincés 3 fois 5 min dans un volume d’éthanol absolu équivalent au volume
d’immersion puis séchées sous flux de No.

> Au-PEG

Les surfaces d’or sont immergées dans 20mL d’une solution d’acide 11-mercaptoundecanoique
(10 mM) dans I’éthanol a température ambiante pendant 18 h puis rincées 3 fois pendant 5 min
dans un volume d’éthanol équivalent au volume d’immersion. Le séchage des surfaces se fait
sous flux d’azote.

Une goutte (150 pL) d’une solution d’EDC (12 mM)/ NHS (24 mM) dans I’eau ultra-pure est
déposée sur les surfaces d’or fonctionnalisées pendant 2 h aprés quoi les surfaces sont rincées
a I’eau ultra-pure et séchées sous flux d’azote.

A T’aide d’une micropipette, une goutte de 600 puL de Poly(ethylene glycol) bisamine

(DAPEG)4s préalablement chauffé a 98°C est déposée sur la surface. Une seconde plaque issue
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du méme protocole est placée par-dessus de facon a former un sandwich. Les sandwichs formés
sont placés dans une étuve a 98°C pendant une nuit. Les surfaces sont séparées sous sonication

dans I’eau pendant 15 min, rincées et séchées sous flux d’azote.

2.2.2.2. Les surfaces de silicium
i. Prétraitement des surfaces

L’oxydation de la surface est une condition sine qua non a la fonctionnalisation des surfaces de
silicium (voir paragraphe 1.1. du chapitre 3). Afin d’obtenir une forte densité de groupements
hydroxyles (OH) en surface, la procédure de nettoyage suivante a été utilisée '° :

- Phase d’¢limination des contaminants minéraux de type "poussieres": les surfaces sont
immergées dans une solution d’Hellmanex® a 2% (v/v) pendant 2h sous ultrasons puis
rincées 5 fois dans I’eau puis séchées sous flux d’azote.

- Phase d’¢limination des contaminants organiques : les surfaces sont ensuite immergées
dans un mélange d’acide chlorhydrique 37% et de méthanol (v/v = 1/1) pendant 1h sous
agitation puis rincées 5 fois a I’eau.

Les fonctions réactives -OH sont créées en immergeant les surfaces dans une solution d’acide
sulfurique concentré pendant une heure apres quoi les surfaces sont rincées a 1’eau ultra-pure
puis séchées sous un flux d’azote. Ces surfaces sont directement utilisées pour 1’étape de
silanisation sinon stockées dans de 1’eau ultra-pure.
ii. Fonctionnalisation des surfaces
» Si-NH2

Les surfaces de silicium nettoyées sont immergées dans 50 mL d’une solution d’APTES 50
mM dans du toluéne anhydre et portés a 75°C pendant 24 h. Apres 1'étape de silanisation, les
échantillons ont été soumis aux ultrasons pendant 10 min dans du toluéne anhydre, séchés sous
flux d’azote puis mis a I’étuve a 90°C pendant 2 h !,

> Si-NH2/SH

Une solution de MUA a une concentration de 10 mM a été mélangée a volumes égaux a une
solution de N-hydroxysuccinimide (NHS) a 24 mM et de N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-
ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC) a 12 mM. Ces solutions ont été préparées dans
I’éthanol. Aprés 90 min, les surfaces de silicium greffée amine, sont immergées pendant 90
minutes sous agitation dans la solution de MUA, de NHS et de EDC. Enfin les surfaces sont

rincées dans un bain d’éthanol pendant 5 min puis séchées sous flux d’azote.
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» Si-PEG

A T’aide d’une micropipette, une goutte (150 uL) de GOPTS est déposée a la surface d’une
plaque de silicium sur laquelle une seconde plaque est placée de fagon a former un sandwich.
Les sandwichs sont conservés a température ambiante pendant 3 h apres quoi les deux plaques
sont séparées et plongées 5 min dans de 1’éthanol puis 5 min dans du méthanol et une nouvelle
fois 5 min dans de ’é¢thanol (sous sonication a chaque fois). Les plaques sont enfin séchées
sous un flux d’azote et chauffées a 85°C pendant 5 min.

Une goutte de 600 uLL de DAPEGuss préalablement chauffé a 98°C est déposée sur une plaque
de silicium fonctionnalisée GOPTS. Une seconde plaque est placée par-dessus de facon a
former un sandwich que I’on incube a 98°C pendant 12 h. Les surfaces sont par la suite séparées
a I’aide d’une pince, plongées dans de 1’eau ultra-pure sous sonication pendant 15 min, rincées

3 fois 5 min a I’eau ultra-pure puis séchées sous un flux d’azote .
2.2.3. Dépot des GNPs

Les GNPs synthétisées par la voie citrate/acide tannique ont été ensuite déposées sur les
surfaces fonctionnalisées. Chaque plaque est immergée dans SmL de solution non diluée de
GNPs pendant 2 h sous agitation (utilisation d’une table d’agitation) ou sous sonication. Les
surfaces sont ensuite rincées 2 X 5 min a 1’eau ultra-pure et séchées sous flux de N».
Les GNPs ont été aussi déposées sous flux avec suivi en temps réel par QCM-D. Les quartz
fonctionnalisés avec la méme procédure décrite précédemment ont été montés dans la QCM.
L'ordre d'injections a été effectué comme suit a un débit de 50 pL/min :

(1) Stabilisation dans I’eau ultra-pure pendant 10-20 min ;

(2) injection de la solution de GNPs 10 fois diluée a I’eau pendant 50 min ;

(3) lavage a I’eau.
2.2.4. Post-fonctionnalisation des GNPs

Les plaques d’or et de silicium nanostructurées sont immergées dans une solution de CEA ou
DAPEGgs a une concentration de 1 mM dans 1’éthanol pendant 2 h. Elles sont ensuite rincées

2 fois pendant 5 min a 1’éthanol puis séchées sous flux d’azote.
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2.3. Construction et tests des immunocapteurs

piezoélectriques

2.3.1. Construction de ’immunocapteur du diclofénac

2.3.1.1. Réactifs utilisés
- Diclofénac sodique (DCF), dodécylsulfate de sodium (SDS), 10 mM tampon phosphate
salin (PBS), pH= 7.4 et anti-IgG de souris issus de cheévre (spécifique au fragment Fc)
achetés chez Sigma—Aldrich.

- Sérum de lapin anti-diclofénac (anticorps polyclonal Anti-DCF) préparé par I’institut

d’hydrochimie (TUM), Munich.

2.3.1.2. Greffage de ’analyte

L’immobilisation du diclofénac est conduite selon le méme protocole sur les surfaces contenant
ou non des nanoparticules, en faisant réagir la fonction acide carboxylique du diclofénac avec
les fonctions amines terminales pour former une fonction amide.

Le diclofénac est activé dans du DMF anhydre (10 mM) par ajout de NHS (12 mM) et ’EDC
(12 mM). La solution est agitée pendant 1h30 apres lesquelles les quartz d’or et de silicium y
sont immergés pendant toute une nuit a température ambiante et sous agitation. Les substrats
sont ensuite lavés dans de 1'eau ultra-pure pendant 15 min, séchées sous un flux d'azote montés

en QCM.

2.3.1.3. Suivi QCM de la reconnaissance moléculaire
La reconnaissance moléculaire entre 1’anti-DCF en solution et le DCF immobilisé sur les
substrats plans ou nanostructurés a été suivie par QCM-D. Un mélange PBS/EtOH (9:1) dégazé
a été utilisé comme solvant et le débit a été fixé a 25 pL/min. Les injections ont été effectuées
dans I’ordre suivant :

(1) Stabilisation dans PBS/EtOH pendant 10 a 15 min ;

(2) Injection de I’anticorps polyclonal anti-diclofénac (dilution au 1/500 dans PBS/EtOH)

pendant 10 min ;

(3) lavage PBS/EtOH.
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2.3.2. Construction de ’immunocapteur anti-SEA

2.3.2.1. Réactifs utilisés

- 1,4-Phenylene diisothiocyanate (PDITC), 10 mM tampon phosphate salin (PBS),
pH=7.4, sérum albumine bovine (BSA) et entérotoxine A de S. aureus (SEA) ont été
achetés chez Sigma—Aldrich.

- Protéine A recombinante chez Pierce Chemicals. Solution stock a 5 mg/mL

- Anticorps anti-SEA de lapin (polyclonal) purifié par affinité (anti-SEATr, ref. LAI101)
chez Toxin Technology (Sarasota, Floride). Solution stock a 1 mg/mL.

- Une solution stock de SEA a été préparée par reconstitution de I’échantillon avec 1 mL
d’eau et sa concentration a été déterminée par mesure de 1’absorbance a 280 nm avec

€280 = 38000 M".cm™.

2.3.2.2. Immobilisation de la Protéine A

Les surfaces fonctionnalisées et post-fonctionnalisées NH> ont été¢ immergées dans une solution
de PDITC (200 mg/.LL dans pyridine/DMF 1:9) pendant 30 min sous agitation. Les
¢chantillons sont ensuite rincés a 1’éthanol absolu trois fois puis séchées sous azote et montés
directement en QCM. Apres une étape de stabilisation au PBS, une solution de protéine A (20

mg/L dans PBS) a été injectée pendant 10 min suivie d’une étape de ringage au PBS.

2.3.2.3. Immobilisation de ’anticorps anti-SEA

Apres injection de la PrA en QCM, la construction du biocapteur est poursuivie avec I’injection
de I’anticorps de capture anti-SEATT (10 mg/L dans PBS) pendant 10 min. Apres une étape de
lavage au PBS, une solution de PBS contenant 0,1 % BSA (w/v) (PBS-BSA) est injectée

pendant 10 min afin de limiter I’adsorption non spécifique de la SEA.

2.3.2.4. Détection de la SEA par QCM
Les solutions étalons de SEA a 9,7 ; 48,5 ; 97 ; 194 ; 485 et 970 ng/mL ont été préparées en
diluant la solution stock (0,1 mg/mL) avec PBS-BSA. Ces solutions ont été injectées pendant
10 min et lavées avec PBS-BSA. Le changement de fréquence AF pendant la stabilisation,
I’injection et le lavage a été mesuré.

- Amplification par le format sandwich
Une solution d'anti-SEATT (10 mg/L dans PBS-BSA) a été injectée pendant 10-12 min, suivie

d’une étape de lavage.
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2.4. Bio-fonctionnalisation des GNPs

2.4.1. Réactifs utilisés

- 50 mM et 10 mM tampon phosphate salin (PBS) pH= 8 et 7,4 respectivement, 2-
iminothiolane hydrochlorure (réactif de Traut), sérum albumine bovine (BSA) et
entérotoxine A de S. aureus (SEA) ont été achetés de Sigma—Aldrich.

- Anticorps anti-SEA de lapin purifié par affinité (anti-SEArT, ref. LAI101) chez Toxin
Technology (Sarasota, Floride).

2.4.2. Conjugaison des GNPs

L’anticorps anti-SEA a été conjugué aux GNPs par couplage covalent. Cette méthode permet
de contrdler I'immobilisation des anticorps a la surface des particules tout en gardant leur
orientation et activité.
L’anticorps anti-SEA a été modifié par le réactif de Traut qui permet de convertir une partie de
ses fonctions amine (-NH>) par des groupements sulthydryls (-SH) susceptibles de se fixer aux
GNPs par liaison covalente S-Au (Figure 42). Le protocole suivi a été établi a partir de celui
décrit dans 3.
NH,*CI
S

2-Iminothiolane

Figure 42 : Insertion d’un thiol par réaction d’une amine primaire avec le réactif de Traut.

La solution d’anticorps a été diluée dans un tampon phosphate de sodium (50 mM) contenant
0,15 M de NaCl a pH=8. La concentration finale de 1’anti-SEA vérifiée par UV-vis a 280 nm
est 0,32 mg/mL. Afin d’atteindre un nombre substantiel de fonctions thiol, 40 équivalents de
réactif de Traut ont été ajoutés a la solution d’anticorps. Le mélange est laissé sous agitation
une heure a température ambiante ensuite purifi¢ avec une colonne HiTrap Desalting, 5 mL
avec 10 mM PBS a pH=7,4. La concentration finale d’anticorps thiolé récupéré est de 82ug/mL.
La solution de GNPs a été centrifugée a 10000g pendant 30 min a 4°C, le surnageant est éliminé
et remplacé par un volume équivalent d’eau ultra-pure et mélangé a un volume identique de

solution d’anticorps thiolé. Une solution de BSA (0,25% w/v) est ensuite ajoutée pour bloquer
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les sites d’interaction non spécifique sur les nanoparticules. Finalement, les GNPs
fonctionnalisées sont lavées par centrifugation et re-dispersées dans le PBS. Le surnagent est
récupéré pour doser la quantité d’anticorps n’ayant pas été conjugué aux GNPs en ELISA
(Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) afin d’estimer par différence la quantité d’anticorps
conjugué aux GNPs. Le méme protocole a été suivi pour la conjugaison de la SEA aux GNPs

avec une concentration finale apres purification de 24 pg/mL.
2.4.3. Caractérisation et quantification

Les résultats d’ELISA montrent une faible quantité d’anticorps dans le surnageant (< 1pg/mL)
donc la concentration finale d’anticorps conjugués aux GNPs est de 40 pg/ml. Pour la SEA, les
résultats d’ELISA n’étaient pas concluants et donc on suppose que toute la quantité de SEA a
été conjuguée aux GNPs c’est-a-dire une concentration maximale de 12 pg/mL. Cette
hypothese évite une surestimation de la limite de détection de la SEA par la suite.

Chaque étape de la conjugaison des GNPs a ¢été suivie par spectroscopie UV-visible
(spectrometre Varian Cary 50). Un déplacement de la bande d’absorption vers les plus grandes
longueurs d’onde a été observé pour les échantillons de nanoparticules conjuguées par rapport
aux nanoparticules seules. Afin de vérifier la stabilité des GNPs apres conjugaison, les solutions
ont ét¢ analysées par Cryo-MET. Par rapport a la MET classique, 1’échantillon est congelé et
maintenu a une température trés basse au sein du microscope électronique; ceci assure
l'observation des nanoparticules en équilibre dans la solution et évite la transition de phase et
l'accumulation possible de particules résultant des procédures de séchage '.

Les solutions de conjugués avant et apres interaction ont été aussi caractérisées par diffusion
dynamique de la lumiére DLS et par mesure de leur potentiel zéta afin d’analyser I’évolution
du diametre hydrodynamique des particules ainsi que leur charge en surface. Les mesures ont
été effectuées avec un LitesizerTM 500 (Anton Paar) équipé d'un laser 40 mW, 658 nm. Chaque

¢chantillon a été analysé en triple et chaque mesure était une moyenne de trois scans de 30 s.
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Chapitre 3 : Immobilisation des nanoparticules d’or sur des surfaces planes

Introduction

L’immobilisation des GNPs sur des surfaces planes est un préalable nécessaire a leur utilisation
notamment pour le développement de plusieurs dispositifs, dont les biocapteurs '. Les
propriétés physiques et chimiques de ces dispositifs dépendront non seulement de la taille et de
la forme des nanoparticules d'or, mais aussi de leur arrangement spatial et de la nature de
I’interaction avec la surface du substrat .

Pour les biocapteurs, l'efficacité dépend fortement de I'exactitude de la mesure et sa
reproductibilité 3. Ainsi, la réalisation d’une couche dense avec un arrangement régulier de
nanoparticules, est cruciale pour assurer une amplification optimale tout en préservant une
réponse reproductible et quantitative du capteur en présence de sa cible *.

Une variété de méthodes existe pour incorporer des GNPs sur des substrats solides, elles
peuvent étre classées en deux catégories : formation directe de nanoparticules sur la surface, et
dépot de solutions colloidales sur la surface. La formation directe de nanoparticules d'or sur la
surface implique la croissance de nanoparticules par réduction °, évaporation thermique , ou
électrodéposition’ ou par des techniques de fabrication comme la lithographie 8. Comparé a ces
méthodes, la méthode de dépot de solutions colloidales pré-synthétisées offre une alternative
peu coliteuse et n'exige aucun équipement spécialisé. En plus de la possibilité de sélectionner
la taille et la forme des particules, elle fournit des degrés de liberté multiples pour créer une
large variété de surfaces modifiées par des GNPs.

Cependant, le dépdt controlé de nanoparticules sur des surfaces n’est pas trivial. Si on procede
a une déposition directe d’une solution de GNPs sur un substrat, il est possible que les particules
s’agglomérent et ne forment pas un dépot uniforme. D’autre part, les GNPs sous forme
colloidale sont enrobées d’un agent stabilisant, ainsi la surface de 1’or sur les GNPs n’est pas
accessible pour une réaction chimique avec d’autres réactifs.

Plusieurs revues récentes sur les applications des surfaces modifiées par des nanoparticules
pour les biocapteurs plasmoniques °, électrochimiques '° et la spectroscopie Raman exaltée de
surface (SERS)!' ont décrit des stratégies d'immobilisation de GNPs. Elles incluent
généralement une couche intermédiaire de molécules organiques greffées sur la surface,
comportant des groupes fonctionnels terminaux choisis pour leur affinité (électrostatique ou

chimique) pour les nanoparticules * '2,
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Ces plateformes doivent aussi étre stables au fil du temps et l'interaction des nanoparticules
avec la surface doit étre assez forte afin que les nanoparticules restent attachées a la surface
pendant leur utilisation.
Pour pouvoir étudier, réaliser et utiliser ces surfaces nanostructurées, les parameétres a contrdler
pour les nanoparticules d’or sont donc :

- leur disposition sur la surface : I’idéal est d’obtenir un ordonnancement dispersé.

- leur densité : qui doit étre importante pour pouvoir générer une amplification ;

- leur qualité : en particulier une distribution homogene en taille et en forme.
Avec des nanostructures morphologiquement proches, on a plus de chance de se rapprocher de
la situation ou leurs propriétés sont similaires. Il faut donc trouver un moyen de controler
I’organisation spatiale des GNPs. Ceci est réalisable en maitrisant la fonctionnalisation
préalable de la surface.
La fonctionnalisation de surfaces planes se congoit comme la fabrication de monocouches auto-
assemblées (SAM, de I’anglais Self Assembled Monolayers). Ulman fut le premier a étudier
les assemblages moléculaires formés par adsorption de molécules actives sur une surface solide
13 1Is constituent une méthode simple et facile a mettre en ceuvre pour fonctionnaliser un
substrat et moduler ses propriétés de surface .
Les molécules adsorbées s’assemblent spontanément en structures organisées grace a des
interactions intermoléculaires '°. Par simplicité, et a défaut d’un meilleur terme, on parle
souvent de la formation d’une SAM, bien qu’il soit important de garder a ’esprit que les
couches organiques ainsi formées ne sont ni forcément complétes ou uniques (multi-couches)

ni forcément cristallines (orientation des chalnes adjacentes plus ou moins déterminée).

Raw molecules

Inter-molecular
interaction  Regularly arranged molecules
Ordered molecular orientation

Chemical
reaction

Substrate (metals, semiconductors, ceramics, polymers, ato.)

Figure 43 : Formation d’une monocouche auto-assemblée sur un substrat. Source : site web du
Nanoscopic Surface Architecture Laboratory.
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Pour parvenir a un contréle au niveau moléculaire de la modification de l'interface, 1'utilisation
de SAMs ou des films minces est généralement requise. Cependant, il y a une myriade de
molécules possibles pour les assemblages moléculaires sur des surfaces. Ce choix doit se faire
a partir de la nature du support, qui va dicter le type du systeme d'auto-assemblage qui peut étre
employé. Le choix du systéme d'auto-assemblage dépend également du degré de stabilité et de
l'ordre prérequis des molécules greffées. Les molécules formant les SAMs comprennent :

- une extrémité qui a une forte affinité pour la surface ;

- des chaines alkyles ou aromatiques qui jouent un role crucial dans 1’assemblage de la
monocouche sur la surface ;

- un groupement terminal qui définit la fonctionnalité chimique de la surface.
L’utilisation de SAM permet aussi d’incorporer avec précision plus qu'un type de molécule,
créant ainsi des surfaces multifonctionnelles. Ces surfaces multifonctionnelles permettent de
comprendre la maniére dont la surface interagit avec son environnement.
Pour les substrats d’or, le greffage se fait via les SAMs de thiols '®, tandis que les silanes sont
choisis pour les surfaces siliciques (wafer de silicium, lame de verre,...) avec un large panel de
fonctions terminales 2% 17,
Une fois les GNPs immobilisées sur les surfaces, une post-fonctionnalisation est requise pour
pouvoir greffer des biomolécules ou des cibles. Pour cela les composés ayant des fonctions
thiols ou amines représentent le moyen le plus largement utilisé '%.
Dans ce chapitre nous allons étudier I’immobilisation des GNPs sur des surfaces planes pour
atteindre des architectures nanométriques qui seront utilisées comme plateformes de bio-
détection.
On commencera dans les deux premieres parties par 1’étude de la fonctionnalisation des
surfaces transductrices (de silicium et d’or) afin de créer des couches d’accroche pour les GNPs.
Les surfaces résultantes seront caractérisées et vérifiées par mesure de 1’angle de contact,
spectroscopie IR (PM-IRRAS pour les surfaces d’or et ATR pour celles de silicium) et
spectroscopie XPS. Les GNPs synthétisées apres optimisation par la voie citrate/acide tannique
seront ensuite déposées sur les surfaces fonctionnalisées. Plusieurs protocoles d’immobilisation
seront testés et suivis par MEB dans la troisiéme partie de ce chapitre. Les meilleures conditions
d’immobilisation des GNPs sont recherchées de fagon a optimiser le recouvrement des surfaces
transductrices par les nanoparticules. Aprés avoir ¢établi les conditions optimales
d’immobilisation des GNPs pour chaque surface, nous étudierons dans la derniére partie la post-
fonctionnalisation des GNPs immobilisées et notamment I’influence de la nature des molécules

utilisées sur leur organisation en surface.
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—
Partie 1

Fonctionnalisation des surfaces de silicium

Cette partie sera consacrée a la fonctionnalisation des surfaces de silicium par
greffage de molécules fonctionnelles sur les groupements silanols
superficiels. Les SAMs formées seront étudiées par différentes techniques de
caractérisation de surface, notamment mesure de 1’angle de contact, ATR et
XPS.

1.1. Introduction

Le matériau semi-conducteur le plus utilisé du point de vue technologique est le silicium. Il
présente des avantages similaires a la silice a savoir : une grande variété d’agents de silanisation
2 permettant la fonctionnalisation des surfaces de silicium ; une bonne résistance aux solvants
organiques et une haute résistance thermique !°. Les SAMs sur ’oxyde de silicium recouvrant
les wafers de silicium sont tres ¢tudiées. Cependant, ce type de SAMs nécessite de travailler
dans des conditions opératoires contraignantes du fait de la réactivité des groupements
superficiels impliqués.

La surface des matériaux siliciques est terminée par des ponts siloxanes (Si-O-Si) et des
groupements silanols (Si-OH). La condensation entre les groupements silanols étant une
réaction relativement facile, les monocouches a base d'organosilanes (R;SiX-n), n=1, 2, 3) sont
le systeme d'auto-assemblage le plus courant, X étant un groupement hydrolysable (chloro ou
alkoxy généralement) et R désignant un groupement organique non hydrolysable pouvant étre

20 Nous nous focaliserons dans cette étude sur les

porteur d’une fonction réactive
organoalkoxysilanes de formule (R,SiOR’4.4). La fonctionnalité de I’organosilane est relative
au nombre de groupements hydrolysables présents sur la molécule. Comme I’illustre la Figure
44, en présence d’eau, I’organosilane subit une réaction d’hydrolyse des groupements alkoxy.
Ensuite, le silane peut se condenser sur lui-méme en formant des oligomeres, c’est 1’homo
condensation, ou bien se greffer a la surface par la création de liaisons Si-O-Si entre les

groupements Si-OH présents a la surface de silicium oxydé et les molécules de silane '°.

2 Traitement de la surface de silice par un silane, appelé aussi silanation et silylation.
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Communément, la surface est activée avant l'auto-assemblage afin de la nettoyer et de

maximiser le nombre de groupements silanols 2!

A OR, HO
R,0 —\?1/\/ R 10 wo \TN R+ s rOH
OR; OH

/il—OH /ii—OH
o " wo Ry R, R, R,
+ { /
—— Si 1o Si +H0 = Y / + H,0
T‘rll ?Il ?H Tu 41) jiij) 773 ? ? ?
| Solld substrate | Solld substrate | Solid substrate
B -
Ry R; R, GNPs 'R,
q . GNPs 3
S\;/o\ @ S\i/o\s

7Y AT

Figure 44 : (A) Modification de surfaces de SiO/Si par des molécules de silane (ou R1, R2, R3 sont
des groupements alkyl et R4 est un groupement fonctionnel qui peut interagir avec les GNPs) et
immobilisation des GNPs (B), adaptée de '*°.

Les propriétés des SAM formées, a savoir la composition chimique, I'épaisseur, 1'orientation et
’ordre des chaines alkyle ont fait I’objet de plusieurs travaux *? qui montrent que la
représentation précise de l'interface entre la SAM et la surface de silicium n'est pas anodine. En
effet, divers processus interfaciaux peuvent avoir lieu lors de la déposition d’un organosilane
17_ils impliquent un certain nombre d'étapes et dépendent fortement de différents paramétres >
(la concentration des adsorbats 2%, la teneur en eau >, la durée et la température de réaction) 6.
Les traces d'eau sont essentielles pour la formation de ces monocouches *** 2. Des études plus
récentes ont montré que I'augmentation de la teneur en eau favorise fortement une croissance
hétérogéne sous forme d’agrégats 2

La réaction de silanisation est relativement simple a réaliser, mais la formation d'une
monocouche reproductible et bien définie est extrémement difficile 27> 2°. L’un des problémes
majeurs avec ce systeme est la formation accidentelle de silanes polycondensés résultant dans
la formation de multicouches et d’agrégats. .’augmentation de la température de la réaction
permet de limiter la formation d’agrégats produits par polycondensation des silanes 2*-3°. Les

dépodts en phase gaz donneraient des monocouches et moins d’agrégats 3!, néanmoins de
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nombreux auteurs s’accordent a dire qu’il y a des dépots d’oligomeres mono ou polygreftés sur
la surface 2. Une autre contrainte avec les organosilanes est leur instabilité en milieu basique.
Les organosilanes restent, cependant pour plusieurs substrats tels que les semi-conducteurs, les
meilleurs systémes de fonctionnalisation. En fait, ils permettent d’établir des plateformes
moléculaires définies servant de boite a outils pour les transformations chimiques en surface !”.
Pour avoir la fonctionnalité requise sur une surface, on peut procéder par une fonctionnalisation
en plusieurs étapes. Il est important de trouver le groupe fonctionnel le mieux qualifié pour étre
l'extrémité distale de la couche de base.

Dans cette partie nous allons présenter les différentes stratégies de fonctionnalisation adoptées
pour I’obtention de la fonctionnalité requise pour greffer les GNPs. Une vérification par
différentes techniques de caractérisation de surface sera permettra de valider les différentes

étapes de ce processus.

1.2. Sélection des SAMs

Le groupement fonctionnel (R) permet I’accrochage des nanoparticules a la surface de silicium.
Le groupement d’accroche couramment utilisé dans la littérature est le groupement amine 33,
En effet, les colloides d'or sont chargés négativement du fait de la présence d’ions citrate en
périphérie, tandis que les groupes amines peuvent dans certaines conditions étre chargés
positivement. Donc, ici l'affinité spécifique découle des fortes interactions électrostatiques entre
les GNPs chargées négativement et les groupements ammonium chargés positivement 3.

En vue de greffer des nanoparticules qui resteraient stables en présence d’une solution riche en
ions (milieu tampon des composés biologiques), 1’approche covalente est aussi explorée.
Sachant que I’or sous forme de Au* (acide mou dans la théorie de Pearson) a une I’affinité
particuliere pour le soufre (base molle dans la théorie de Pearson), il est intéressant de greffer
des silanes thiols sur les surface de silicium pour y immobiliser les GNPs par liaison covalente
126 Ceci peut étre réalisé en faisant réagir par exemple un thioalkylacide tel que le MUA sur la
fonction amine. Cette réaction permettra en outre d’allonger la chaine alkyle et, a défaut de
I’ordonner par des liaisons inter-chaines, de réduire son repliement vers la surface.

Plus récemment, la fonctionnalisation de surfaces par des polymeéres a été utilisée avec succes
pour immobiliser des nanoparticules d'or *°. Il a été démontré que le poly(éthyléne glycol)
(PEG) est particuliérement adapté aux biocapteurs en formant des films uniformes et lisses qui
limitent I'adsorption non spécifique *® et présentent une haute affinité aux nanoparticules d'or

stabilisées par des ions citrate 3¢ 37,
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Trois chimies de surface ont été¢ ainsi sélectionnées dans ce travail pour préparer des surfaces
d’ancrage des GNPs. Les couches d'adhésion incluent des amines (NH2) pour assurer une forte
interaction électrostatique avec les GNPs, ou amine et thiols (NH2/SH) pour en plus lier les
GNPs par liaisons covalentes S-Au. De plus, nous utiliserons des PEG diamine afin de limiter
I’adsorption non spécifique des protéines durant le processus de détection. Les trois
modifications chimiques des surfaces de silicium sont illustrées dans la figure ci-dessous et

détaillées dans le paragraphe qui suit.
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Figure 45 : Schéma des trois stratégies de fonctionnalisation des surfaces de silicium et nomenclature
adoptée pour les différents types de substrats.

1.3. Assemblage des couches et caractérisation

Les wafers de silicium utilisés contiennent déja une couche superficielle d’oxyde contenant des
silanols formés par contact avec I’atmosphere. L approche choisie pour ce travail est d’oxyder
superficiellement la surface de silicium, augmentant ainsi la densité des fonctions silanols en
surface. Nos protocoles débutent alors par une étape initiale de nettoyage et de prétraitement
oxydant.

Le 3-aminopropyltriethoxysilane (APTES) a été choisi pour former des couches a terminaison
amine sur la surface. L’obtention d’une SAM thiol a longue chaine carbonée se fait par greffage
de I’acide mercaptoundecanoique (MUA) sur la SAM amine par la formation d’une liaison
amide entre le groupement amine primaire de la SAM et le groupement carboxyle de I’acide
(voir Figure 45). Cependant, cette réaction nécessite une étape d’activation. Sachant que les
amines primaires réagissent avec les esters de N-HydroxySuccinimide (NHS) pour former des
liaisons amide, ’activation de la fonction acide carboxylique en fonction ester de NHS avant

son greffage est réalisée. Généralement, le N-éthyl-N-(diméthylaminopropyl) carbodiimide
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(EDC) et le NHS sont utilisés ensemble formant un groupement intermédiaire stable et qui
permet d’obtenir un bon rendement de réaction avec les groupements amines %,

Le PEG diamine a ¢été greffé de manicre covalente sur les surfaces de silicium par
I’intermédiaire du silane 3-glycidyloxypropyl-trimethoxysilane (GOPTS)*°. Nous avons utilisé
un PEG diamine (DAPEGuss) avec un poids moléculaire de 2000 Da. Il a en effet été montré
précédemment que cette taille moyenne permet d’avoir un recouvrement homogene sur les
surfaces de silicium 3> 36240,

Les protocoles de nettoyage, activation et de fonctionnalisation des surfaces de silicium sont
décrits dans le chapitre 2, paragraphe 2.2.2.1. Les SAMs sont ensuite analysées par mesure de
I’angle de contact, par spectroscopie IR en mode ATR et par XPS. Pour plus de clarté, les

résultats des caractérisations des différentes surfaces sont regroupés et discutés par technique

d’analyse.
1.3.1. Mesure de I’angle de contact

La mesure de I’angle de contact d’une goutte d’eau est une méthode fiable et rapide pour estimer
le caractere hydrophile des surfaces. Elle est treés utilisée pour la caractérisation de surfaces
fonctionnalisées, notamment pour la silanisation .

Le Tableau 4 récapitule les valeurs d’angle de contact mesurées pour les étapes de prétraitement
et de fonctionnalisation des surfaces de silicium.

Tableau 4: Résultats de mesure de 1’angle de contact des surfaces de silicium.

Si nettoyé APTES APTES-MUA GOPTS GOPTS-DAPEG
Angle de contact (°) <10° 83+2° 40+4° 51+1° 4342°

Les surfaces de silicium nettoyées ont un angle de contact inférieur a 10°. Elles sont tres
hydrophiles. Cela prouve l'efficacité¢ du protocole de nettoyage qui permet d'éliminer tout
contaminant organique indésirable *! et de générer des groupements hydroxyles en surface *¢°.
La silanisation de la surface avec APTES donne un angle de contact de 83°. Cette valeur
correspondant a une surface peu hydrophile indique un désordre dans les couches d’APTES
assemblées sur la surface de silicium 2> *?. Ceci peut étre expliqué par le repliement de
I’organosilane APTES immobilisé par formation de liaisons hydrogéne entre la fonction amine

de ce dernier et les groupements OH des silanols qui ont un caractére acide assez prononcé *?

(voir Figure 46).
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Figure 46 : Phénoméne de repliement de I’APTES par formation de liaison H d’apres #2.

NH,
!

Le couplage du MUA aux fonctions amine de la couche d’APTES aboutit a une baisse de 1'angle
de contact a 40°. Cette augmentation du caractére hydrophile résulterait d'un meilleur
arrangement de la couche organique par interactions de Van der Waals étendues entre les
chaines d'hydrocarbures plus longues du MUA '°. Les SAM sont en effet mieux ordonnées pour
des monocouches formées a partir des thiols ayant 10 atomes de carbone ou plus '°.

La silanisation avec GOPTS a ¢galement mené a une augmentation de I’angle de contact de 10
a 51° du fait de la présence de la couche organique a la surface **. Le traitement avec DAPEG
a légerement diminué l'angle de contact a 43° ce qui est en accord avec le caracteére hydrophile

des PEG *°°,

1.3.2. Analyse par ATR-IR

La spectroscopie infrarouge en mode ATR a été utilisée pour caractériser la composition
moléculaire des différentes couches déposées sur les surfaces. Les spectres sont présentés en

Figure 47.
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Figure 47 : Spectres ATR-IR obtenus apres le nettoyage et 1'oxydation (a) et fonctionnalisation (b :
GOPTS/GOPTS-DAPEQG, (c) : APTES/APTES-MUA).

Le spectre (a) montre la caractérisation des surfaces apres 1’étape de nettoyage et d’oxydation.

Les bandes 1060 et 1110 cm™' sont attribuées a la couche continue de Si-O-Si 2°. La bande a
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880 cm! est attribuée aux groupements silanol en surface **. Aprés traitement par I’acide
sulfurique concentré lors de I’étape d’oxydation, la bande des Si-O-Si a 1060 cm™! décroit et
celle a 880 cm™ (Si-OH) augmente. Ceci montre I’étape d’oxydation a permis de créer
davantage de groupements hydroxyles en surface.

La fonctionnalisation des surfaces de silicium par le GOPTS suivie du greffage du DAPEG est
¢galement catactérisée par ATR-IR (spectres (b)). Apres greffage du GOPTS, on a apparition
d’une bande a 1110 cm™, attribuée a la fonction éther C-O-C du silane. La diminution de
I’intensité de la bande a 880 cm™ indique la réaction des groupements silanols avec le silane.
Le greffage du DAPEG a la surface Si-GOPTS est mis en évidence par I’augmentation de
I’intensité de la bande a 1110 cm™, attribuée a 1’élongation des liaisons C-O-C des PEG .
Pour Si-NHa, le spectre obtenu apres greffage de I’APTES (Figure 47-c) est en parfait accord
avec les données de la littérature *¢. Les bandes a 1140 cm™ et 1040 cm™ sont attribuées aux
modes de vibration longitudinal (Si-O-Si LO) et transverse (Si-O-Si TO), respectivement 2% 2°,
Les bandes a 1230 et 1043 cm™! correspondent aux modes de vibration LO et TO de la silice *’.
Les bandes a 1480, 1571 and 1654 cm™! sont a I’origine de la présence des groupements amine
et ammonium (NH2/NH3") a la surface *. Aprés réaction avec le MUA, la disparition de la bande
a 1571 cm’!, attribuée aux groupements NH3", prouve la conjugaison de I’acide activé aux
fonctions amine de surface 2°. Par ailleurs, les bandes entre 1500 et 1700 cm™, pourraient étre

attribuées aux bandes amide I et I suite a la liaison du MUA a I’APTES.
1.3.3. Caractérisation par XPS

Les surfaces modifiées ont été aussi analysées par spectroscopie de photoélectrons X. Dans un
premier temps, les spectres globaux ont permis d’observer la présence des différents ¢léments,
Si, O, C et, en fonction de la terminaison de la SAM, S et/ou N.

Les résultats obtenus pour le photo-pic du silicium sont représentés sur la Figure 48-a. On y
voit deux contributions : une premicre vers 99 eV attribuée au silicium au degré d’oxydation 0
(Si% du support silicique, et une seconde vers 103 eV attribuée au silicium oxydé (Si®) et aux
silanes. Le rapport entre ces deux contributions (Si®/Si%) permet d’estimer le taux de
recouvrement de la surface en estimant que la couche de silice est la méme pour toutes les
surfaces. Pour les surfaces fonctionnalisées APTES et APTES/MUA, ils sont quasi équivalents
(64 et 56 %).

A partir des intensités des pics Si 2p, I’épaisseur de la couche GOPTS a été estimée a 0,53 nm

Cette valeur est inférieure a I’épaisseur d’une monocouche (0,76 nm) *¥. Aprés réaction avec le
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DAPEG, cette épaisseur augmente a 1,7 nm. Cette épaisseur a été aussi vérifiée par AFM (voir
annexe 2-1) donnant une valeur de 1,6 nm. A noter que ces mesures d’épaisseur ont été
effectuées sur des échantillons secs, et un gonflement de la couche induit par le piégeage des
molécules d’eau dans les PEG est attendu en solution pouvant atteindre 10 fois la valeur
calculée ¥.

La présence de pics N 1s (Figure 48-b) montre la présence d’azote pour les surfaces
fonctionnalisées DAPEG, APTES et APTES-MUA. Aprés greffage du DAPEG sur les surfaces
avec le GOPTS, on observe I’apparition de deux bandes a 401 (NH, NH>») et 403 eV (NH3").
Pour ’APTES et I’APTES-MUA, on observe aussi deux types de contributions : [C-NH>] a
399,8 eV, [C-NH3"] 4 401,6 €V. Les photo-pics de ces deux surfaces sont différents en forme

et en intensité. Cependant, il est difficile de différencier la contribution de 1’azote dans C-NH>

ou [C=0)-NH] de la liaison amide *°.

(a) Sizp 3

¢
/\J * GOPTS
= SNl N APTES
_/\//@UA

o
b
/\/'\__/ ¢ GOPTS-DAPEG ; ; : ; . .
—— - \\n—_ 106 104 102 100 98 96
;

Energie de liaison (eV)

(b) N1s .
S A (c) 52p

" L‘ APTES-MUA

- —TrT 7T T
o ‘:‘}‘\l},ﬁ«'\'& 167 166 165 164 163 162
b GOPTS-DAPEG ‘,’i‘ Y \ AN Energie de liaison (eV)
r cadctnid h}“—"qu g 1
.}r'--r (7 5l
L)

410 400
Energie de liaison (eV) Energie de liaison (eV)

20000 CPS

10000 cps

1000 CPS
L]
L
L]
L]
400 cps
-4:‘3_\

1000 cps

T T— T 4
4086 404 402 400 298 298

Figure 48 : Spectre XPS des pics Si 2p (a), N 1s (b) et S 2p (c) obtenus apres fonctionnalisation
GOPTS+DAPEG *® et APTES+MUA % des surfaces de silicium.

Pour le pic S2p de la surface APTES-MUA (Figure 48-c), on observe un doublet correspondant
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au S 2p3n et S 2pi respectivement a 163,6 et 164,9 eV caractéristique du SH. Le ratio S/N
calculé a partir des pics S 2p et N 1s est de 0,24 et montre que la réaction du MUA sur les
amines est partielle. La surface APTES offre donc des fonctions amines et thiols dans un rapport

4 :1, et avec des longueurs de chaines différentes.

1.4. Conclusion

La fonctionnalisation des surfaces transductrices de silicium a été réalisée par des groupements
différant par leur fonction terminale et la longueur de la chaine carbonée (APTES, APTES-
MUA et GOPTS-DAPEG). Les SAMs formées ont été ensuite caractérisées par des techniques
complémentaires.

La mesure de I’angle de contact a permis de vérifier les différentes étapes de fonctionnalisation
desurface a partir de la variation de leur hydrophilie. Ces mesures ont aussi montré que le
protocole de nettoyage et d’oxydation suivi est efficace et permet de générer des groupement
silanols en surface.

La spectroscopie IR en mode ATR a confirmé la présence des différentes fonctions
caractéristiques des molécules greffées validant ainsi les protocoles de greffage et d’activation.
Cette analyse a été encore attestée par XPS qui a permis de vérifier la composition chimique
des monocouches et d’estimer leur taux de recouvrement en surface.

Ces modifications sont des preuves de la réussite du greffage moléculaire en surface qui est une
¢tape clé dans I’¢laboration des biocapteurs.

Les principales conclusions de cette partie sont résumées dans le bilan ci-dessous :
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Bilan

Trois types de surfaces de silicium fonctionnalisées ont été préparées et caractérisées :

- Si-NH: : avec une couche de silanes amines incomplete et des repliements de la
chaine carbonée sur la surface ;

- Si-NH2/SH : avec un taux de recouvrement proche de celui de I’APTES et 24 %
d'amine ayant réagi avec la fonction acide du MUA soit un rapport NH2/SH en
surface de 1/4.

- Si-PEG : la surface n’était pas totalement recouverte par le silane (GOPTS) mais

a permis d’obtenir une couche dense et homogéne de DAPEG.

e SiPEG

La fonctionnalisation des surfaces de silicium étant établie, son incidence sur le dépdt des

GNPs sera étudiée dans la partie 3 de ce chapitre.
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—
Partie 2

Fonctionnalisation des surfaces d’or

Cette partie traite de la fonctionnalisation des surfaces de d’or par greffage de
thioalkanes. Les SAMs formées seront étudiées par deux techniques de
caractérisation de surface : la mesure de 1’angle de contact et le PM-IRRAS.

2.1. Introduction

Les surfaces d’or ont des propriétés intéressantes pour I’étude d’interfaces fonctionnalisées par
des biomolécules. Ce métal est tres utilisé dans 1’¢laboration de biocapteurs puisqu’il est
compatible avec de nombreuses techniques de transduction. Il présente I’avantage d’étre stable,
inerte dans les conditions ambiantes, de ne pas réagir avec 1I’oxygene et de se lier au soufre avec

>l Ainsi, de nombreux travaux ont été consacrés a la

une constante d’affinité¢ ¢levée
modification de surfaces d’or par des SAMs de thiols.

Comme pour le silicium, la fonctionnalisation de surface est nécessaire car il est indispensable
de recouvrir la surface du transducteur par des fonctions réactives pour pouvoir greffer les
GNPs.

Les SAMs de thiols et disulfures sur des métaux et particuliérement sur 1’or, ont attiré¢ une
attention considérable en raison de leur préparation facile en phase gazeuse ou en solution et
leur haute stabilité et reproductibilité >.. Cette stabilité provient de la forte liaison Au-S et des
interactions Van der Waals entre les chaines alkyles *°. L’examen de la littérature montre que
les alcanethiols sont de loin les plus étudiés '°, notament dans le design de biocapteurs >,

La nature de la liaison Au-S n’est pas complétement élucidée. Le mécanisme de formation des
SAMs de thiols sur I’or est encore sujet a controverse dans la communauté scientifique. Les
premiers travaux de Nuzzo en 1987 pour comprendre la nature de cette liaison, ont montré que

cette liaison est homolytique et son énergie est de 1’ordre de 50 kcal/mol >

. Cependant, ceci ne
n’explique ni comment 1’or se lie au soufre, ni ce que devient I’hydrogene. S’il est a présent
admis que le thiol s’adsorbe de maniére individuelle, sous forme de thiolate (S°), cette question
a ¢té longement discutée. La réaction communément admise entre les thiols et 1’or est la

suivante 3:

110



Chapitre 3 : Immobilisation des nanoparticules d’or sur des surfaces planes

1
S—H+Au’ - S Au". Au’ + = H,
n n 2

Une étude expérimentale effectuée par Kankate et al.,>®

aprouve que du dihydrogene est produit
apres adsorption du thiol sur la surface, mettant en évidence la coupure de la liaison S-H et la
formation de thiolate (S°) énoncé par la réaction précédente.

En ce qui concerne la formation d’une SAM, de nombreux auteurs s'accordent sur le fait que le
processus d'adsorption de thiols a la surface d'une couche d'or se fait en 2 étapes. La premicre
étape est déterminée par la chimisorption des chaines via les atomes de soufre sur le substrat
d’or suivie rapidement par le redressement des chaines. Cette étape, pendant laquelle 80 a 90
% de la couche SAM est formée, dure quelques minutes. Ensuite, il s’agit de la phase
d’organisation avec redressement du groupement terminal. L’ordonnancement des chaines par
les interactions de Van der Waals est beaucoup plus lent, le phénomene peut durer plusieurs
heures. L’organisation des chaines alkyles dépend de leur longueur *’ et la cinétique est plus
rapide pour des chaines longues (> 9C), et pour des chalnes sans substituants stériquement
encombrants %,

Dans cette partie, nous allons étudier la fonctionnalisation des surfaces d’or par des fonctions

chimiques analogues a celle utilisées pour le silicium afin de greffer les GNPs par la suite. La

fonctionnalisation sera ensuite validée par les techniques de caractérisation de surfaces.

2.2. Sélection des SAMs

Pour I’¢élaboration de biocapteurs sur des surfaces d’or, on a souvent recourt aux SAMs a base
de thiolamines, telle que la cysteamine (CEA) *°. Ces molécules présentent une extrémité thiol
et une fonction amine (NH2), protonée en milieu acide, permettent a la fois d’immobiliser des

biomolécules sur I’or et a I’ancrage des GNPs chargées négativement ',

Plusieurs travaux utilisent des dithiols pour immobiliser des GNPs sur des surfaces d’or " ¢,
Cependant, ce type de SAMs présente 1’inconvénient du pontage des molécules lors de
I’adsorption sur les surfaces d’or ¢!. Afin de favoriser une conformation étendue des SAMs, la
fonctionnalisation de la surface avec des SAMs thiols a été établie en deux étapes en faisant
réagir une SAM de CEA avec un thiolacide, I’acide 11-mercaptoundecanoique (MUA). Une
activation préalable de la fonction acide du MUA par EDC/NHS est indispensable pour le

couplage entre ces deux molécules. Cette approche permet aussi d’allonger la chaine alkyle et

d’assurer une meilleure organisation de la SAM. La SAM résultante sera dénommée NH2/SH.
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Comme pour le silicium, les SAMs de PEG sont aussi un choix pertinent pour immobiliser les
GNPs sur des surfaces d’or. Le PEG diamine (DAPEGss) a été immobilisé par couplage
covalent avec une SAM de MUA activée par EDC/NHS.

Les 3 surfaces préparées sont représentées ci-dessous.

Réactifs
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Figure 49 : Schéma des trois stratégies de fonctionnalisation des surfaces d’or et nomenclature adoptée
pour les différents types de substrats.

2.3. Assemblage des couches et caractérisation

La méthode de préparation la plus courante d’'une SAM de thiol est tout simplement
I’immersion de la surface propre dans une solution de thiol. Le solvant est généralement
I’éthanol. Toutefois, d’autres solvants tels que 1’hexane, le toluéne et le dichlorométhane sont
aussi utilisés dans certaines études.

Plusieurs parametres influencent la formation de monocouches de thioalcanes a la surface de
I’or tels que la concentration, le temps d’immersion, la température, la polarité et la viscosité
du solvant.

La premicre étape est le recuit et le nettoyage de la surface d’or (protocole détaillé 2.2.2.2 du
chapitre 2), car la cristallinité et la propreté des couches minces d’or jouent un role crucial dans
la détermination de la compacité des couches SAMs. Les protocoles expérimentaux de
préparation des différentes SAMs sont aussi détaillés dans le méme paragraphe du chapitre 2.

Les surfaces ont été ensuite analysées par mesure de I’angle de contact et PM-IRRAS.

2.3.1. Mesure de I’angle de contact

Le Tableau 5 récapitule les mesures d’angle de contact des différentes surfaces avant et apres

fonctionnalisation.
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Tableau 5: Résultats de mesure de 1’angle de contact des surfaces d’or.

Au nettoyé CEA CEA-MUA MUA MUA-DAPEG
Angle de contact (°) | 46+2° 51+£2° 48+1° 59+2° 40+4°

Ces valeurs montrent une tendance similaire a celle observée pour les SAMs sur silicium. En
effet, le nettoyage permet d’enlever les impuretés organiques et de rendre la surface plus
hydrophile. Ensuite, I’angle de contact augmente aprés greffage de la CEA et du MUA © du
fait de la présence des chaines carbonées et décroit apres ajout du DAPEG de part son caractére

hydrophile. Les angles de contact des surfaces Au-PEG et Si-PEG sont équivalents, ~ 40°.
2.3.2. Analyse par PM-IRRAS

Les surfaces d’or ont été analysées par spectroscopie IR en mode PM-IRRAS . Les spectres
obtenus sont montrés Figure 50 et Figure 51. Ces spectres sont composés de deux parties : la

région des hautes fréquences entre 2500 et 3500 cm™!, et la région des basses fréquences entre

1200 et 1900 cm™.
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Figure 50 : Spectres PM-IRRAS des surfaces d’or apres fonctionnalisation CEA (a) suivie par le
greffage du MUA activé (b).

Les deux bandes qui apparaissent dans la région des hautes fréquences a 2853 et 2927 cm™! sont
attribuées aux vibrations d’élongation symétriques vs et asymétrique vas des méthylénes 3% 47
374,64 "On retrouve ces bandes dans le spectre de la CEA (Figure 50-a) et aprés son interaction
avec le MUA (spectre b) mais avec une intensité plus importante, en raison de 1’augmentation
du nombre de méthylénes (de 2 a 12) confirmant la présence du MUA °7°. Dans la région des

basses fréquences, on retrouve les modes vibrationnels correspondant aux déformations
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symétriques et asymétriques des liaisons N-H des groupements amine et ammonium
(NH2/NH3")de la CEA a 1530 et 1642 cm™ 37, Suite au greffage du MUA activé par EDC/NHS
sur ces surfaces, la bande a 1642 cm™ relative aux fonctions amine de la CEA est toujours
présente mais diminue d’intensité. Cette bande avec celle & 1546 cm’!, est attribuée aux bandes
amide I et II. Elles correspondent respectivement a la vibration d’¢longation des C=0, puis la
déformation des N-H et I’¢longation C-N, caractéristiques de la liaison amide qui se crée entre
I’amine de la CEA et I’acide du MUA. A noter qu’il est difficile de différencier les bandes des
fonctions amines résiduelles des bandes amide 1. Enfin la bande a 1734 cm’! est assignée a la
vibration d’¢élongation v(C=0) de I’ester montrant qu’une partie des molécules de MUA
adsorbées n’ont pas réagi avec les fonctions amines ®. En effet, possédant une fonction thiol,
le MUA peut se greffer a la surface d’or non fonctionnalisée par la CEA, laissant le groupement
ester de NHS (produit de I’activation du MUA) a la surface ou simplement €tre en interaction

¢lectrostatique avec la surface.
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Figure 51 : Spectres PM-IRRAS des surfaces d’or aprés fonctionnalisation par le MUA (a), activation
(b) et greffage du DAPEG (¢).

Le suivi par PM-IRRAS de I’assemblage des surfaces Au-PEG est représenté sur la Figure 51.
Apres greffage du MUA (spectre a), on observe I’apparition de deux bandes intenses a 2850 et
2925 cm! attribuées aux modes de vibration d’élongation symétrique et asymétriques v(C—H)
de la longue chaine carbonée du MUA. L’activation des fonction acides terminales a été
prouvée par la disparition de la bande a 1719 cm™ et I’apparition simultanée de trois bandes a
1740, 1780 et 1810 cm™! caractéristiques de I’ester de NHS. Apreés interaction avec le DAPEG
(spectre c¢), on observe la disparition de ces bandes, tandis que deux bandes partiellement

chevauchées a 1122 et 1148 cm™! apparaissent, assignées aux vibrations d’élongation C-O-C
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des PEG. Les bandes de faible intensité a 1353 et 1249 cm™!, attribuées respectivement aux
modes de balancement (wagging) et torsion (twisting) des CH» des éthers, dénote le caractere

amorphe des molécules de PEG a la surface .

2.4. Discussion

Dans cette partie, nous avons présenté différentes stratégies de fonctionnalisation de surfaces
d’or afin d’avoir les mémes terminaisons chimiques que sur les surfaces de silicium : NHz,
NH:/SH et PEG. A I’'instar de la fonctionnalisation des surfaces de silicium, ces surfaces ont
¢été ensuite caractérisées par deux techniques : la mesure de 1’angle de contact et le PM-IRRAS.
Les résultats obtenus par la premicre technique sont en parfait accord avec ceux observés pour
les surfaces de silicium.

Les spectres PM-IRRAS confirment que la SAM de CEA est bien formée sur I'or et qu’il y a
probablement coexistence des formes protonées et neutres des amines au sein de la SAM. Ces
résultats sont en accord avec la littérature qui stipule que la CEA conduit a la formation d’une
monocouche de thiolamines ancrées par le soufre et qui expose la fonction amine a la surface
59¢. 67 Méme si les chaines courtes de CEA sont moins ordonnées, elles interagissent plus
fortement avec la surface °7°.

Le greffage du MUA sur la monocouche de CEA conduit a la formation d’une SAM composée
de thiols et amines. La position des bandes de vibration d’¢longation v(CHz) a 2850 et 2923
cm’! indique que les couches de MUA forment une SAM de structure ordonnée ** 379,

D’autre part, I’activation de la SAM de MUA est confirmée par la présence du NHS greffé de
facon covalente au MUA. Apres greffage du DAPEG sur ces SAMs activées, le spectre PM-
IRRAS montre que les SAM de PEG sont bien formées.

La caractérisation de ces surfaces par XPS a été faite mais les données n’ont pas pu étre traitées
a temps pour étre intégrées dans ce manuscrit. Pour la suite, on considére que la quantité¢ de

MUA ayant réagi sur les amines est la méme que pour Si.
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Bilan

Trois types de surfaces de d’or fonctionnalisées ont été préparées :

- Au-NH: : avec coexistence des formes protonées et neutres des amines ;

- Au-NH2/SH : présence des fonctions amine de la CEA et thiol du MUA. Cette
SAM peut étre qualifiée de mixte et présente des fonctions amine et des fonctions
thiol.

- Au-PEG : Le greffage du DAPEG sur le MUA conduit a des SAMs a longues

chaines hydrocarbonées exposant la fonction amine

HN -PEG—NH

L’apport de ces différentes fonctions chimiques pour le greffage des GNPs sur les

surfaces d’or sera étudié dans la partie suivante.
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—
Partie 3

Greffage des nanoparticules d’or

Dans cette partie, les GNPs sont immobilisées sur les surfaces d’or et de
silicium fonctionnalisées dans les parties précédentes (voir les deux bilans).
Différentes conditions de dépdt ont été testées et évaluées principalement par
MEB.

3.1. Introduction

L’augmentation du nombre d’applications utilisant des GNPs immobilisées sur des surfaces
planes a mené a une demande croissante de développement de nouveaux protocoles de dépot
maitrisés de GNPs. Le challenge est de positionner des GNPs sur des surfaces avec une densité
maximale tout en préservant leur dispersion.

Cependant, malgré cette vaste gamme d'applications, relativement peu de travaux ont ¢été
consacrés a 1’étude expérimentale des parametres régissant ce processus. Il s’agit souvent d’une
optimisation du dépdt par modification des propriétés chimiques des surfaces.

Les protocoles souvent rencontrés dans la littérature reposent sur I’immersion de la surface dans

la solution de GNPs ® ou le dépot d’une goutte de la solution sur la surface (drop casing) ¢.

Par exemple, Wang et al., 70

ont immobilisé des nanoparticules d’or (12 nm) stabilisées par des
citrates sur des SAMs du silane aminé APTES. Dans ce travail, les nanoparticules ont été
assemblées en trempant le substrat fonctionnalis¢ APTES dans la suspension colloidale de
nanoparticules d’or pendant 6 h. Kaminska et al. ’! ont préparé des substats actifs en Raman,
par dépot d’une goutte d’une solution de nanobatonnets sur des surfaces de silicium
fonctionnalisées APTES-MUA pendant une nuit. Les surfaces résultant de ces deux travaux
montrent une hétérogénité du film de GNPs déposé avec la présence d’agrégats %!, Les auteurs
ne s’attardent pas sur I’analyse des données de caractérisation (AFM ou MEB) et passent

directement a I’utilisation des ces plateformes dans I’application souhaitée. En outre, ces

protocoles sont qualifiés de faciles et reproductibles malgré le rendu hétérogene.

Dans cette partie, nous allons donc étudier le dépot des GNPs sur les différentes surfaces d’or
et de silicium fonctionnalisées. Cette étape sera aussi optimisée par variation des conditions

expérimentales de dépot (décrites au paragraphe 2.2.3. du chapitre 2) avec un suivi qualitatif et
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quantitatif en MEB. Les résulats seront discutés par protocole de dépot a savoir sous agitation,

sous sonication et sous flux.

3.2. Dépot des GNPs sous agitation

Les premiers essais ont ét¢ réalisés sur les surfaces de silicium et d’or fonctionnalisées NH»
(APTES et CEA) et NH2/SH (APTES-MUA et CEA-MUA). La microscopie électronique a
balayage a été utilisée pour évaluer le recouvrement et la dispersion des GNPs sur les surfaces
fonctionnalisées. Elle donne une image précise de la surface et permet d’obtenir des
informations topographiques a savoir comment les nanoparticules sont disposées a la surface.

La Figure 52 présente les clichés de microscopie obtenus sur les différentes surfaces.

1um 500 nm

Figure 52 : Clichés de MEB obtenus aprés greffage des GNPs sur les surfaces de silicium (a,c) et d’or
(b,d) fonctionnalisées NH> (a, b) et NH»/SH (c et d) sous agitation.

Les images obtenues montrent clairement que nous avons une faible densité¢ de GNPs pour les
deux surfaces a terminaison NH> (APTES et CEA) avec la présence d’agrégats sur le silicium.
Les surfaces a terminaison NH>/SH donnent une densité plus importante de GNPs avec la
formation de couches d’agrégats importantes sur le silicium. Cette différence de recouvrement
en GNPs est due a la grande affinité de 1’or pour les thiols >,

Afin de limiter cette formation d’agrégats, nous avons choisi de déposer les GNPs dans des

conditions d’agitation plus drastiques, c’est-a-dire sous sonication.
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3.3. Dépot des GNPs sous sonication

Le greffage des GNPs a la surface doit €tre robuste pour éviter leur désorption pendant les
¢tapes successives d’¢élaboration et de régénération du biocapteur. Le dépot sous sonication
permettrait de casser les agrégats formés et améliorerait par conséquent la dispersion des GNPs
en surface. De plus, il permettrait d’enlever les particules faiblement liées a la surface. Ainsi

nous avons déposé les GNPs issues de la synthése citrate/acide tannique sous ultra-sons °.
3.3.1. Caractérisation par MEB

Les six surfaces obtenues ont été caractérisées par MEB. Les clichés obtenus sont regroupés

dans la Figure 53.

Figure 53 : Clichés de MEB obtenus apres greffage des GNPs sur les surfaces de silicium (a,b,c) et
d’or (d, e, f) fonctionnalisées NH: (a, d), NH»/SH (b et e) et PEG (c, f) sous sonication.

3 Cette partie du travail a démarrée lors de mon stage de M2 et a donné lieu a une publication
au Gold bulletin. 36(b) Ben Haddada, M.; Blanchard, J.; Casale, S.; Krafft, J.-M.; Vallée, A.;
Méthivier, C.; Boujday, S., Optimizing the immobilization of gold nanoparticles on
functionalized silicon surfaces: amine- vs thiol-terminated silane. Gold bulletin 2013, 46 (4),
335-341.
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Les résultats montrent clairement une diftérence entre les surfaces fonctionnalisées de silicium
et d’or pour le méme type de fonction chimique en surface.

En comparant les résultats obtenus sur des terminaisons NHz et NH2/SH (les 4 premicres
surfaces) avec ceux obtenus lors du dépot sous agitation, on note que la sonication a bien
amélioré la dispersion des particules sur les surfaces de silicium. Cependant sur les surfaces
d’or, elle a entrainé le départ de I’ensemble des particules.

Les images MEB présentées (ci-dessus) décrivent clairement la dispersion et la densité des
GNPs en surface, mais pour obtenir des estimations quantitatives, un traitement statistique des

clichés de microscopie est nécessaire.
3.3.2. Dénombrement des particules et état d’agrégation

La densité des particules a été calculée en comptant les particules dans les différentes images
MEB (isolées et ensembles de 2, 3, 4, 5, 6 et > 6 particules) sur une surface représentative de
2.3 - 2.5 um? Les résultats sont regroupés dans la Figure 54. Les surfaces Au-NH» et Au-

NH2/SH ne sont pas représentées sur cette figure du fait de I’absence de particules.

800 .
200 B Si-PEG
“ 600 B Si-NH,
5- 500 B Si-NHZ/SH
2 200 Au-PEG
O
= 300 o
a 200 é
100 g
0 Z |

—_ =
- o® hand ¥ supe F > g
Particles distribution
Figure 54 : Histogrammes représentant les densités de GNPs sur les différentes surfaces d’or et de
silicium fonctionnalisées.

Le taux de recouvrement est calculé en divisant la densité des GNPs (particules / um?) par le
nombre de particules (r ~ 7 nm) que peut contenir une surface de 1 pm? (i.e. 6500 particules).

Le Tableau 6 récapitule les valeurs obtenues pour les surfaces présentant des GNPs.
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Tableau 6: Densité et dispersion des GNPs calculées a partir des images de MEB.

Surfaces GNPs Densité des GNPs (particules / nm?*) | Taux de recouvrement
isolées (%) (%)

Si-NH, 77 510+20 8

Si-NH/SH 62 1324 +£40 20

Si-PEG 78 1186 =40 18

Au-PEG 78 905 + 30 14

Le recouvrement des GNPs dépend fortement de la nature du film d’adhésion. Sur les surfaces
Au-NH> (Figure 10-d), I’absence des GNPs est due a I’application des ultrasons durant le dépot
puisque sous agitation on obtient des particules en surface (29 particules/um?) selon la Figure
52-b. Ceci peut €tre expliqué par la faible interaction entre les GNPs et les surfaces Au-NH». A
’opposé, une densité relativement importante (510+£20 particules/um?) est atteinte pour les
surfaces Si-NH» (Figure 53-a). Cette différence observée entre le silicium et ’or peut étre
interprétée en considérant la différence de recouvrement en fonctions amine sur les deux
surfaces : la CEA forme une monocouche de thiols plus ou moins ordonnée sur I’or 72, tandis
que la condensation de ’APTES sur les surfaces de silicium donne un faible taux de
recouvrement en amine > %, En outre, sur les substrats Au-NH>, seuls les groupements amine
sont présents en surface alors que pour Si-NHo, les silanols (Si-OH) et les amines coexistent.
De plus, au pH acide de la solution de GNPs (pH=5,4), les groupements amine sur Au-NH> sont
chargés positivement, (pKa (CEA) = 8,3 %), donc, leur interaction avec les GNPs est
principalement électrostatique avec les citrates chargés négativement. Pour les surfaces de
silicium modifiées avec I’APTES, pK, (APTES) = 7,6 ™, les groupements ammonium dominent,
avec la présence de silanols qui sont chargés négativement a ce pH (PZC (silice) =2 7°). Les
silanolates peuvent étre donc impliqués dans ’interaction des GNPs avec la surface puisqu’ils
sont aptes a remplacer les ligands citrate et interagir directement avec les GNPs. Ainsi, ces
interactions coopératives sur les surfaces Si-NH> peuvent justifier cette large différence
observée par rapport aux surfaces Au-NH»>. Malgré ces interactions, la densité observée sur Si-
NHo est la plus faible de toutes les surfaces de silicium étudiées (Figure 53 et Tableau 6).

Aprés greffage du MUA sur les surfaces amine, les surfaces Si-NHz/SH présentent un
recouvement plus important en GNPs (Figure 53-b). Pour Au-NH>/SH, la densité est clairement
augmentée comparé a Au-NH,. Cette amélioration peut étre observée a la Figure 52, quand le
dépot est effectué sous agitation. Ce résultat corrobore encore 1’efficacité d’interactions
coopératives, ici par les interactions soufre—or et ammonium-citrate pour immobiliser les GNPs.

Pour Si-NH»/SH, le taux de recouvrement en GNPs atteint 20% (voir Tableau 6). Cependant,
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cette augmentation de la densité se fait au détriment de leur dispersion, le pourcentage des
particules isolées passe de 77 a 62% avec ’apparition de quelques agrégats (Figure 54 et
Tableau 6).

Le meilleur recouvrement en termes de densité et dispersion des GNPs est atteint pour les
surfaces fonctionnalisées PEG (Figure 53-c et f). Ces deux surfaces montrent 78% de particules
isolées avec un taux de recouvrement de 14 et 18% respectivement (Tableau 6). Cette différence
par rapport aux autres surfaces peut provenir des propriétés des couches PEG qui ont tendance
a gonfler en présence d’eau ce qui les rend aptes a capturer les GNPs stabilisées par des citrates
37 et les piéger par déplacement des citrates faiblement liés et création d’interactions
multidentées entre les chaines PEG et les atomes d’or des GNPs 3*¢. L’étude des paramétres
influencant ce phénomene a montré que cette infiltration des GNPs dans les chaines de PEG
dépendait de leur taille 7° et que les particules inférieures a 5 nm sont capables de pénétrer dans
les ‘brosses’ de PEG par simple immersion, alors que les particules plus larges (=13nm) ont
plutét tendance a rester en surface 3¢, Cet effet s associe avec la fonction amine terminale des
chaines PEG qui se lient aux GNPs par interaction électrostatique avec les ligands citrate qui
stabilisent les GNPs. Malgré la couche épaisse de PEG (1,7 nm avant gonflement par 1’eau *°?),
la nature du substrat et/ ou la SAM sous-jacente (GOPTS ou MUA) influence étonnement le
recouvrement des GNPs. En effet, cette valeur est diminiuée de 24% pour Au-PEG par rapport
a Si-PEG.

Il faut noter enfin, que, méme si les valeurs regroupées dans le Tableau 6 semblent faibles, elles
sont tres proches de celles reportées dans la littérature (15 -25 %) ou les conditions de dépot
sont moins drastiques et le temps de dépot souvent plus long ** 77, Cette limite est fixée par les
ligands citrate stabilisant les GNPs qui maintiennent une répulsion électrostatique entre les

GNPs et empéchent la formation d’une monocouche de GNPs plus dense ** 78,

3.4. Dépot des GNPs sous flux

La caractérisation des surfaces nanostructurées s’effectue souvent a posteriori de 1’étape de
dépot. Les techniques utilisées sont des techniques d’imagerie de surface telles que la
microscopie électronique a balayage (MEB) et la microscopie a force atomique (AFM). Afin
d’obtenir des données quantitatives fiables, quelques travaux ont associé ces techniques a des
techniques spectroscopiques comme [’UV-vis, la spectroscopie Raman exaltée de surface
(SERS) et la diffusion des rayons X (DRX) *7. Cependant, dans ces études, aucune

information sur la cinétique de dépot des GNPs et la structure des monocouches formées n'a été
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fournie.

La microbalance a cristal de quartz (QCM) est fréquemment utilisée pour examiner 'adsorption
d'objets de taille nanométrique comme des protéines, des virus, ou les nanoparticules. Malgré
I’attention considérable portée a 1’incorporation des GNPs dans les biocapteurs comme
amplificateurs de signal en QCM, rares sont les études qui portent sur le suivi du greffage de
GNPs sur différentes surfaces par QCM. Une étude récente a utilisé cette technique pour étudier
la structure des couches de GNPs formées sur des surfaces d’or selon la force ionique du milieu
80 Grunewald et al. 8" ont réussi a corréler les résultats d’adsoption de nanoparticules de silice
sur des surfaces d’or par QCM aux informations obtenues par MEB.

Etant donné que les GNPs sont assez denses et présentent une bonne stabilité en solution, on a
envisagé de suivre leur cinétique de dépot par QCM-D. Pour ce faire, des quartz d’or et de
silicium ont été fonctionalisés par les SAMs étudiées en suivant les mémes protocoles de

fonctionnalisation. Les conditions de dépot sous flux sont décrits dans le chapitre 2.

3.4.1. Caractérisation par QCM-D

Le dépot sous flux sur les six surfaces précédement fonctionnalisées a été suivi par QCM-D.
La variation de la fréquence de résonance des quartz et la perte d’énergie de vibration par
dissipation résultant de 1’adsorption des GNPs sur les surfaces d’or et de silicium sont
présentées dans la Figure 55 pour la 5™ harmonique.

On rappelle que I’injection de la solution de GNPs a été effectuée en méme temps sur les 3
substrats de silicium (A) ou d’or (B) pendant 50 min et que la solution de GNPs utilisée est 10
fois plus diluée (0,33 nM) que celle utilisée pour le dépot sous agitation et sous sonication. La

stabilisation et le lavage sont effectués par injection d’eau ultra-pure.
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Figure 55 : Suivi de I’adsorption des GNPs (13,5 nm, 0,33nM) par QCM-D sur les surfaces de silicium
(A) et d’or (B) fonctionnalisées.
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La déposition des GNPs sur les diffrérentes surfaces entraine une diminution de la fréquence
(AF <0) pour I’ensemble des substrats indiquant leur présence sur la surface. Le Tableau 7
récapitule les valeurs de AF obtenues apres lavage pour les différentes surfaces. On remarque
que cette variation dépend des fonctions chimiques en surface.

On note aussi que le lavage ne fait pas varier la fréquence montrant le greffage irréversible des
GNPs sur toutes les surfaces.

Les faibles valeurs de dissipation (AD) obtenues, correspondant a des faibles variations des
propriétés viscoélastiques du film lors du dépot des GNPs, permettent I’application de
I'équation de Sauerbrey pour calculer la masse adsorbée (Am) correspondante a partir des
valeurs de (AF). A I’obtention de ces valeurs de (Am) et connaissant la masse d’une particule
unique, on peut estimer la densité des particules en surface (Tableau 7). De la méme manicre
que précédemment on a calculé le taux de recouvrement pour les différentes surfaces.

Tableau 7: Données QCM relatives au dépdt des GNPs sous flux sur les surfaces de silicium et d’or
fonctionnalisées.

GNPs [0,33 nM]
Surfaces -AF AD Am Densité Taux de recouvrement
(Hz) (10%-6) | (ng/cm?) | (particules/um?)* (%)
Si-NH, 17 0,06 300,9 121 1,9
Si-NHySH 26 0,1 460,2 185 2,8
Si-PEG 62 -0,85 1097,4 442 6,8
Au-NH, 2,5 0,12 44,25 18 0,3
Au-NHySH 0,3 0,06 5,31 2 0,03
Au-PEG 57 -1 1008,9 406 6,3

* masse d’une particule de diameétre 13,5 nm = 2,485 ng.

Les taux de recouvrement obtenus sont plus faibles que ceux ou le dépdt des GNPs a été effectué
sous sonication. Ceci peut étre li¢ a la faible concentration de GNPs dans les solutions injectées
et déposées sous sonication (0.33 nM vs 3.3 nM). Malgré les différences dans les concentrations
des GNPs utilisées et le temps d’interaction entre la surface et les GNPs, les résultats montrent
globalement la méme tendance en comparaison avec les protocoles de dépot précédents.

Sur les surfaces d’or, a I’exception des surfaces PEG, la densité reste trés faible. Contrairement
aux résultats précedents, la surface Au-NH2/SH est moins dense par rapport a Au-NH> mais les
deux valeurs demeurent tres faibles.

En comparant les différentes allures des sensogrammes obtenus, on remarque que la saturation
est atteinte plus rapidement (entre 5 et 10 min) pour les surfaces les moins denses, a
terminaisons NH> et NH2/SH. Pour les surfaces PEG, les particules continuent a s’adsorber
jusqu’a I’étape de lavage.

Concernant les terminaisons NH> et NH2/SH, la dissipation augmente trés légerement et ne
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dépasse pas 0,2.107° lors de I’adsorption des nanoparticules, ce qui est en accord avec la création
d’une couche supplémentaire et donc I’accroissement de la flexibilité¢ de I’ensemble. Pour les
surfaces PEG, contrairement aux autres systémes, il y a diminution de la dissipation au cours
de I’adsorption des GNPs. Ce résultat surprenant est observé a la fois pour 1’or et pour le
silicium et indique que la couche moléculaire se rigidifie lors de I’adsorption des nanoparticules
d’or. Cette rigidification pourrait résulter de I’incorporation partielle des nanoparticules d’or
dans la couche de PEG au lieu de s’y déposer en surface. Ceci est en accord avec le mécanisme
proposé précédement (paragraphe 3.3.2)*°% %" Pour vérifier cette hypothése, des images AFM
en mode spectroscopie de force ont été réalisées sur les surfaces PEG, elles sont représentées
en annexe 2-1. Le traitement approfondi de ces images n’a pu étre réalisé a temps pour étre
inclus dans le manuscrit, mais les mesures de topographie montrent pour les GNPs des hauteurs
bien plus faibles que le diametre moyen. Les images d’adhésion indiquent une différence
certaine entre I’environnement des GNPs sur les surfaces PEG et sur celles a terminaisons NH>
ou NH2/SH en accord avec une intégration partielledes GNPs dans la couche de PEG.

En tragant AD= f (AF) pour les surfaces de silicium (voir annexe 2-2), on voit clairement que
le processus d’adsorption n’est pas le méme sur les trois surfaces. La rigidification du film
dépos¢ sur les €lectrodes QCM se traduit par une diminution de la dissipation lors de

I’adsorption des nanoparticules alors que les films de PEG sont par nature viscoélastiques 2.

3.4.2. Caractérisation par MEB

La QCM a permis de déterminer la densité des GNPs sur les différentes surfaces apres dépot
sous flux. Cependant elle ne donne pas une idée sur I’état d’agrégation des GNPs. Afin de

répondre a cette question nous avons analysé ces surfaces par MEB.
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Figure 56 : Clichés de MEB obtenus aprés greffage des GNPs sur les surfaces de silicium (a,b,c) et
d’or (d, e, f) fonctionnalisées NH2 (a, d), NH2/SH (b et ¢) et PEG (c, ) sous flux.

Comme I’illustre la Figure 56, la premicre chose qu’on remarque ¢’est I’absence d’agrégats sur
les six surfaces ainsi qu’une plus faible densité en GNPs que pour les protocoles précédents.

Les images obtenues ont été traitées pour déterminer les densités et dispersions en GNPs.

3.4.3. Dénombrement des particules

L’absence d’agrégats et la bonne dispersion des GNPs en surface ont permis de les quantifier
par un comptage automatique avec un logiciel de traitement d’image (ImageJ) (annexe 1-2).

Les valeurs de densité et de variation de masse correspondantes sont groupées ci-dessous.
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Tableau 8: Données MEB relatives au dépdt des GNPs sous flux sur les surfaces de silicium et d’or
fonctionnalisées.

Surfaces Densité (particules/um® | Am (ng/cm’)* |  Taux de recouvrement (%)
Si-NH 86 +3 213+£7 1,3
Si-NHySH 175+ 10 435+ 25 2,6
Si-PEG 470 =90 1168 + 223 7,2
Au-NH, 18+1 48 £ 2 0,3
Au-NH/SH 2+1 5+£2 0,03
Au-PEG 418 + 80 1039 + 199 6,4

* masse d’une particule de diamétre 13,5 nm = 2,48506x10® ng
Afin de comparer les résultats obtenus par QCM et MEB, nous avons tracé (Am) calculée a
partir des images MEB en fonction de (AF) mesurée en QCM (en rouge). Sur le méme graphe

de la Figure 57, nous avons tracé les valeurs obtenues selon la relation de Sauerbrey (en bleu).
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Figure 57: Variation de la masse (Am) en fonction de la variation de la fréquence de résonance des
quartz (AF) apres dépot des GNPs sous flux sur les différentes surfaces fonctionnalisées. En rouge les
valeurs de (Am) calculées a partir des données MEB et en bleu celles déduites a partir de la relation de

Sauerbrey en QCM.

Une régression linéaire des données révele une droite, qui est trés proche des valeurs basées sur
'équation de Sauerbrey. Ces résultats obtenus in situ (QCM) et ex-situ (MEB) de I’étape de

dépot des GNPs, montrent une corrélation parfaite entre ces deux techniques.
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3.5. Discussion

Dans cette partie, nous avons montré qu’il est possible d’optimiser le greffage des GNPs sur
des surfaces planes non seulement par la création de fonctions réactives en surface, mais aussi
par changement des conditions de dépdt . Ainsi les résultats obtenus pour les trois protocoles
de dépdt (sous agitation, sous sonication et sous flux) sont différents en termes de densité et
dispersion des GNPs en surface mais on obtient les mémes tendances relatives aux fonctions

chimiques mises en jeu :

- Pour les surfaces d’or et de silicium, la densité des GNPs a globalement augmenté sur
les surfaces NH2/SH par rapport aux surfaces NH>. En offrant des points d'ancrage
multiples et des interactions coopératives, la densité et la dispersion des GNPs a la
surface des surfaces planes d'or et de silicium a été améliorée.

- Les couches de PEG donnent les meilleurs résultats en densité (18%) et en dispersion
(78 % sous sonication et 100% sous flux). Cette excellente plateforme d’accroche des
GNPs proviendrait de I’incorporation de ces derniers dans les chaines longues du PEG.
L’interaction électrostatique entre les citrates et fonctions amines du PEG attire les
GNPs a la surface ou ils seront ensuite partiellement piégés par les brosses de PEG qui
se gonflent et se replient en fonction de leur état d’hydratation *’. Ce phénomeéne a été
confirmé par la diminution de la dissipation en QCM et des mesures de la rugosité et
des forces d’adhésion en AFM effectuées lors de la rédaction de ce manuscrit et qui
n’ont pas été exploitées a temps pour les y inclure (voir annexe 2-1).

Un autre résultat probant de cette partie est le suivi du processus de greffage des GNPs in situ
par QCM. Cette technique a permis de déterminer la densité des GNPs en surface a partir de la
variation de fréquence induite grace a la relation de Sauerbrey. De plus, on obtient une parfaite
corrélation entre ces résultats et ceux obtenus par MEB. Ainsi, le dépdt des GNPs sous flux a
permis d’obtenir des surfaces nanostructurées présentant un ordre et une périodicité assez

remarquables.
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Une comparaison des résultats du greffage des GNPs en termes de dispersion et densité sur les
différentes surfaces d’or et de silicium fonctionnalisées en fonction du protocole de dépot

permet de dresser le diagramme suivant :

-

s SN

&

M NH,
B nNH,/SH
M PeG

Densité relative
H
[

Mode de dépdt

Surfaces

A
A

Dispersion

Ainsi, nous avons sélectionné les surfaces d’or et de silicium avec une fonctionnalisation PEG

pour la suite des étapes d’¢laboration du biocapteur nanostructuré.
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—
Partie 4

Post-fonctionnalisation des nanoparticules d’or
immobilisées

Cette partie traite de la post-fonctionnalisation des GNPs greffées sur des
surfaces Si-PEG et Au-PEG pour leur conférer une fonction amine terminale
permettant la construction des biocapteurs. L’influence de cette étape sur la
dispersion et stabilité de la couche de nanoparticules y est explorée pour deux
agents de fonctionnalisation, un PEG diamine et la cystéamine.

4.1. Introduction

Les GNPs immobilisées précédemment sur les surfaces d’or et de silicium, sont recouvertes
d’une couche de citrates qui assure leur stabilité et leur greffage sur les fonctions amines par
interactions €lectrostatiques. L’utilisation de ces surfaces nanostructurées pour les biocapteurs
nécessite 1’échange des citrates (stabilisants) par des fonctions réactives qui seront
indispensables pour lier le biorécepteur ou la cible. La maitrise de cette étape n’est pas triviale
puisque la couche de GNPs est mobile et I’échange de ligands peut entrainer 1’agrégation des
particules ou leur désorption de la surface *°. Les molécules de post-fonctionnalisation doivent
avoir une extrémité ayant une affinit¢ pour 1’or (thiol ou amine) et une autre pour les
biomolécules (amine ou acide généralement). Ainsi deux réactifs ont été choisis pour la post-
fonctionnalisation :

- Un thiolamine a courte chaine carbonée : la CEA,

- etune diamine a longue chaine carbonée : le DAPEGss (3000 Da).
Tous les deux présentent des groupes amine pour le nouvel ancrage des anticorps/cible par la
suite. La post-functionnalisation a été appliquée aux GNPs déposées sur des substrats de
silicium et d'or recouverts par des PEG (Si-PEG et Au-PEG). La densité et la dispersion des

GNPs ont été alors évaluées par MEB et discutées a la fin de cette partie du chapitre.

4.2. Post-fonctionnalisation par la CEA

La CEA est une molécule bifonctionnelle possédant un groupement thiol et amine. Selon la
différence d’affinité entre ces deux fonctions pour I’or, on s’attend a ce qu’elle se fixe par sa

fonction thiol sur les GNPs, laissant ainsi sa fonction amine en surface. Le protocole de post-
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fonctionnalisation par la CEA est décrit au paragraphe 2.2.4 du chapitre 2. L’effet de cette étape
sur 1’organisation des GNPs en surface a ¢ét¢ examinée par MEB par comparaison de I’état de

surface avant et apres post-fonctionnalisation.
4.2.1. Caractérisation par MEB

La Figure 58 illustre les résultats de caractérisation des surfaces Si-PEG et Au-PEG

nanostructurées avant et apres traitement avec la CEA.

Figure 58 : Clichés de MEB obtenus aprés traitement des surfaces nanostructurées Si-PEG (a) et Au-
PEG (b) par la CEA (c et d respectivement).

Par comparaison visuelle des surfaces deux a deux (a et ¢, b et d), on remarque un léger
changement dans la dispersion des GNPs. Afin de mieux quantifier cet effet, nous avons
complété cette caractérisation par un dénombrement des particules isolées et agrégées par

ensembles de 2, 3, 4, 5 particules ou plus.

4.2.2. Dénombrement des particules et état d’agrégation

Le résultat du dénombrement des particules de la figure ci-dessus, est présenté dans la Figure
59. Chaque segment de 1’histogramme affiche la densité relative des particules selon leur état
d’agrégation pour chaque surface.

Comme attendu et comme le montrent les images de MEB, la post-fonctionnalisation par CEA

a modifié les couches de GNPs :
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- La densité des particules est plus faible notamment pour le silicium pour lequel environ
25 % des particules sont désorbées ;

- La dispersion, évaluée par la proportion relative des particules isolées a nettement
décliné apres traitement avec la CEA pour les deux substrats. En contrepartie, il y a
augmentation de la densité des particules agrégées (> 5 particules).
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Figure 59 : Histogrammes représentant les densités de GNPs sur les différentes surfaces de silicium (a)
et d’or (b) nanostructurées apres post-fonctionnalisation par la CEA (c et d).

Ainsi, le recouvrement en GNPs a ¢té abaissé apres post-fonctionnalisation sur les deux surfaces

nanosctructurées.

4.3. Post-fonctionnalisation par le DAPEG

Le DAPEG est un PEG avec deux groupements amine équivalents vis-a-vis de ’interaction
avec les GNPs. Le protocole de post-fonctionnalisation par le DAPEG est décrit au chapitre 2,

paragraphe 2.2 .4.
4.3.1. Caractérisation par MEB

Afin de vérifier si la fonctionnalisation des GNPs a une incidence sur leur dispersion, nous
avons analysé les surfaces par MEB. Les résultats de ces analyses sont présentés dans la Figure
60. Les images montrent une densité similaire avant et apres traitement avec une diminution de
la densité des particules isolées en particulier sur la surface de silicium (c). A I’avenant de la
post-fonctionnalisation par la CEA, une analyse quantitative est nécessaire pour recenser ces

observations.
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Figure 60: Clichés de MEB obtenus apres traitement des surfaces nanostructurées Si-PEG (a) et Au-
PEG (b) par le DAPEG (c et d respectivement).

4.3.2. Dénombrement des particules et état d’agrégation

L’histogramme ci-dessous montre 1’évolution de la distribution des GNPs individuelles et des
agrégats apres la post-fonctionnalisation par DAPEG.
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Figure 61 : Histogrammes représentant les densités de GNPs sur les différentes surfaces de silicium (a)
et d’or (b) nanostructurées apres post-fonctionnalisation par le DAPEG (c et d).

L’histogramme de la Figure 61 montre que sur silicium, la fonctionnalisation des GNPs a
conduit a une forte diminution de la densit¢ de GNPs individuelles apres greffage du DAPEG.

Par contre, on remarque que pour ’or, la fonctionnalisation des GNPs par le DAPEG n’a pas
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affecté le recouvrement des nanoparticules. La densité de GNPs individuelles reste inchangée
voire améliorée. Malgré cette diminution la qualité globale de la couche de GNPs semble

préservée avec une densité et une dispersion toujours trés bonnes pour les deux substrats.

4.4. Discussion

Le post-traitement des substrats Si-PEG-GNPs par CEA ou DAPEG entraine dans les deux cas
une désorption de particules (jusqu’a 25 % avec CEA) et une diminution de la densité de
nanoparticules isolées. On peut expliquer ce comportement par le fait que le taux de
recouvrement en GNPs sur la surface Si-PEG dépassait 15% (voir Tableau 6) qui la limite

supérieure établie par Grabar et al. **

pour des GNPs de 15 nm de diametre stabilisées par des
citrates. Ainsi, l'exces de GNPs, faiblement liées et /ou mobiles, s’agglomernt 1égerement avec
un traitement par un ligand faible (fonction amine) comme le DAPEG et s’agrégent et se
désorbent avec un ligand fort (fonction thiol) tel que la CEA.

Cet effet a été précédement reporté sur des surfaces de silicium fonctionnalisées APTES. Le
traitement de ces surfaces par la CEA a causé la désorption des GNPs immobilisées sur ces
surfaces. Ceci a été expliqué par la répulsion entre la charge positive des GNPs, induite par le
changement des ions citrates par la CEA, et la charge positive de I’APTES 7883,

A l'inverse, les densités des GNPs sur les surfaces Au-PEG-GNPs n’ont pas été affectées par la
post-fonctionnalisation CEA ou DAPEG. Ceci est en accord avec le taux de recouvrement qui
n’exceéde pas 15% et donc I’absence probable de particules faiblement attachées sur cette
surface. Pour ces surfaces, I’agrégation est seulement induite par la CEA. Ceci est du au fait
que les charges négatives des citrates ne sont plus effectives ce qui entraine la formation

d’agrégats 0.
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Le recouvrement des surfaces nanostructurées par les GNPs apres la post-fonctionnalisation
dépend a la fois de la nature du ligand utilisé et de la force de liaison des particules avec la
surface.

En effet, il existe une limite du taux de recouvrement (~15%) au-dela de laquelle I’exces
des particules devient labile et faiblement li¢ a la surface. Ainsi, la post-fonctionnalisation
peut entrainer leur désorption et/ou une diminution de la quantité de particules isolées selon
la force du ligand utilisé.

Une post-fonctionnalisation par un PEG diamine permet de maintenir a la fois une haute
densité et une bonne dispersion des particules notamment pour les surfaces d’or ou toutes
les particules sont fortement liées a la surface.

Les deux surfaces sélectionnées comme plateformes de détection nanostructurées sur

silicium et or sont représentées ci-dessous :

@ 0

&1 N-PEG —NH,(Au)NH,~PEG—NH,| |/&—

» OH H HN—PEG—NHZ-‘\“‘NHz_PEG—NHZ
| Si-PEG-GNPsPEG | | Au-PEG-GNPs-PEG |

L’efficacité de la post-fonctionnalisation sera évaluée dans le chapitre suivant lors du

greffage de la cible ou du biorécepteur.
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Conclusion

L’objectif de ce chapitre était d’étudier I’'immobilisation des nanoparticules d’or sur les
surfaces transductrices préalablement fonctionnalisées ainsi que leur post-fonctionnalisation.

Afin d’y parvenir, nous avons entrepris une étude minutieuse des parameétres qui peuvent
influencer les interactions entre ces particules et les fonctions chimiques greffées en surface
Dés lors, nous avons fonctionnalisé de manicre controlée des surfaces d’or et de silicium par
greffage de silanes et de thiols pour aboutir ades fonctions amine et thiol terminales avec des
longueurs de chaines variées. Ainsi, trois types de surfaces ont été étudiées pour chaque
substrat : NH>, NH2/SH et PEG. Les GNPs d’or y ont été déposées selon différents protocoles
(sous agitation, sous sonication et sous flux), puis post-fonctionnalisées pour la construction

des biocapteurs.

La fonctionnalisation des surfaces transductrices d’or et de silicium a été suivie par mesure de
I’angle de contact, PM- IRRAS, ATR-IR et XPS. La caractérisation des surfaces a montré la
présence des groupements fonctionnels escomptés en surface (NH,, SH, PEG) attestant de
I’efficacité des protocoles de nettoyage, d’activation et de greffage choisis.

Ces surfaces ont ensuite ¢été utilisées pour immobiliser les nanoparticules d’or synthétisées par
voie chimique selon la méthode citrate/acide-tannique. Les images MEB des surfaces apres
I’étape de greffage des nanoparticules ont montré que la nature de la SAM influengait
grandement I’immobilisation des GNPs, en I’occurrence les surfaces fonctionnalisées par le
DAPEG ont conduit a des taux de recouvrement élevés tout en préservant une densité
importante de particules isolées. Cette excellente plateforme d’accroche des GNPs provient de
I’incorporation de ces derniers dans les chaines longues du PEG.

La coexistence de fonctions chimiques d'ancrage multiples (amine et thiols) et des interactions
coopératives permet aussi d’améliorer la densité et la dispersion des GNPs a la surface des
surfaces planes d'or et de silicium.

Par ailleurs, la densité et la dispersion des GNPs varient en fonction des conditions de dépot.
Les dépdts sous sonication et sous flux permettent d’améliorer la dispersion des GNPs et
limitent 1’agrégation des GNPs. De plus, le dépot sous flux en QCM offre un moyen
supplémentaire de caractérisation des couches de GNPs.

Afin d’avoir a la fois un recouvrement de particules optimal, tout en assurant une robustesse de

la couche de GNPs formées, nous avons sélectionné les surfaces PEG avec un dépot sous
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sonication pour I’¢tude de la post-fonctionnalisation. Deux molécules différentes ont été
utilisées pour cela : la CEA et le DAPEG. Les analyses MEB ont montré que I’influence de la
post-fonctionnalisation sur le taux de recouvrement dépend a la fois de la nature du ligand
utilisé et de la force de liaison des particules avec la surface. En effet, le DAPEG modifie tres
peu la couche de nanoparticules d’or tandis que la cysteamine conduit a la désorption des

particules en exces et une augmentation du taux d’agrégats.

Cette étude fournit non seulement des données précieuses sur les GNPs immobilisées sur les
surfaces, mais permet aussi de proposer des protocoles de dépot spécifiques, adaptables en
terme de densité et dispersion aux besoins de l'application. De plus, la polyvalence du substrat
permet a ces plateformes nanostructurées d'étre associées a des techniques de transduction

variées.
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Chapitre 4 : Elaboration d’immunocapteurs piézoélectriques sur des surfaces nanostructurées

Introduction

Dans le chapitre précédent, nous avons optimisé¢ les conditions opératoires de nanostructuration
de surfaces d’or et de silicium par les nanoparticules d’or avec I'objectif final de développer des
immunocapteurs piézoélectriques pour la détection de cibles d’intérét. Nous nous sommes
intéressé a deux cibles différentes de par leur taille et leur nature mais représentatives chacune
d’une classe d’analytes, les antigénes protéiques pour 1’entérotoxine A de Staphylococcus
aureus (SEA) et les hapténes pour le diclofénac. Pour la SEA, le format d’immunodétection
direct classique, dans lequel I’anticorps est immobilisé sur la surface pour la détection de la
cible, sera adopté. Cependant, ce format de détection est dicté par le poids moléculaire des
cibles et pour le cas des hapténes (< 2 kD, paragraphe 1.3.2 du chapitre 1) ce format ne peut
étre appliqué. Pour la seconde cible, le diclofénac, nous adopterons le format compétitif.

Nous explorerons la détection de ces deux cibles avec I’idée de les utiliser comme modeles pour
les antigénes protéiques et les hapténes. Néanmoins, au-dela de cet aspect modele, les cibles
choisies présentent un réel intérét analytique qui nécessite le développement de biocapteurs

comme présenté ci-dessous.

e Le diclofénac, un polluant pharmaceutique

Au cours des dernicres décennies, la présence d'agents

pharmaceutiques dans des matrices environnementales, o
particuliecrement dans les eaux, a ¢ét¢é démontrée a des NH
concentrations allant du ppt au ppb (ng - pg/L). Ces composés sont Cl ! OH
ainsi considérés comme une nouvelle classe de polluants '. En O

Le diclofénac (DCF)

conséquence, de nouvelles directives pour la réglementation de (MM : 296,148 g/mol)
nombreux composés chimiques et la réduction des pollutions

toxiques sont apparues. Parmi celles-ci, la Directive Cadre sur I’Eau (2000/60/CE), transposée
en droit francais (Loi 2004-338 du 21 avril 2004). L’arrété du 8 Juillet 2010 établit une liste de
33 substances prioritaires et fixe les modalités et délais de réduction progressive et d'élimination.
Cette liste contient 45 substances en 2015, et a été complétée par une liste dite « de vigilance »
visant 3 substances pharmaceutiques : un anti-inflammatoire non stéroidien le diclofénac
(DCF) ; et deux hormones estrogéniques, 1’une naturelle : le 17-béta-estradiol (E2), et I’autre
synthétique : le 17-alpha éthynylestradiol (EE2).

Le diclofénac est une molécule bien décrite dans la littérature 2. I s’agit de 1’anti-inflammatoire

non stéroidien le plus prescrit au monde et le plus détecté dans le cycle de 1'eau en Europe. 11
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est commercialisé en France sous le nom de Voltaréne®, et est utilisé pour soulager les douleurs
articulaires.

Le diclofénac est consommé en grande quantité et se retrouve dans les rejets urbains. 11 est
faiblement ¢liminé au niveau des stations d’épuration, ce qui entraine une pollution diffuse,
difficile a traiter. Il est ainsi présent dans les eaux a des concentrations tres basses entre 1 et 10
ng/L 3. Les effets néfastes de cette molécule sont avérés, l'observation la plus catastrophique a
été rapportée dans le sud de 1'Asie ou l'utilisation vétérinaire du DCF a été identifiée comme la
cause principale du déclin de la population de trois especes de vautours depuis les années 1990
20,4

Les chromatographies liquides ou gaz et la spectroscopie de masse, équipées de détecteurs
sensibles et sélectifs sont les techniques de choix pour la détection et la quantification de ce
composé et de ses métabolites °. Cependant, ces techniques sont chronophages et onéreuses.
Elles nécessitent en outre des laboratoires équipés et du personnel qualifié. De plus, ces
méthodes atteignent leur limite lorsqu’il s’agit d’analyser des centaines ou des milliers
d'échantillons. Ceci motive la recherche de techniques de détection rapides (de préférence sans
aucune ¢étape de concentration ou de prétraitement), abordables, simples et fiables qui
pourraient aussi étre automatisées ou effectués sur place ®. Les immunocapteurs sont donc une
alternative appropriée.

Tandis qu'un grand nombre d'immunoessais ont été développés et utilisés pour l'analyse des
pesticides 7, présents a des niveaux semblables dans 1'écosystéme aquatique, trés peu de tests
ont été appliqués pour des composés pharmaceutiques *. Pour le DCF, un test type ELISA basé
sur un anticorps polyclonal anti-DCF permet la sa détection dans la gamme du ng/L 5¢. Malgré
cette sensibilité le test est long et requiert plusieurs heures avant la visualisation de la réponse.
Le développement d’outils de détection rapides et sensibles demeure donc un défi pour ces
analyses. .

e L’entérotoxine bactérienne S. aureus A (SEA) :

La contamination d’aliments (des produits laitiers, la viande) par
la bactérie Staphylococcus aureus (S. aureus) est une des causes

le plus répandues de gastro-entérite °. L’intoxication est causée

par les entérotoxines de staphylocoques (SEs) produites par , .
L’entérotoxine S.aureus A

certaines souches de S. aureus. (SEA)
Au cours de la derniére décennie, un nombre important de (MM : 28000 g/mol)
travaux ont porté sur les dispositifs immunologiques sans marquage pour la détection de toxines

alimentaires '°. Comparé aux essais type ELISA, ces dispositifs de détection peuvent fournir
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une réponse quantitative dans un temps beaucoup plus court. Dans le cas de SEs, les

11 12

immunocapteurs avec des modes de transduction optique ', piézoélectrique et
électrochimique ' ont été décrits avec des gammes de sensibilité variables.

Bien qu'il y ait plus de 21 entérotoxines de staphylocoques distinctes 4, seulement quelques-
unes d'entre elles ont été étudiées de fagon approfondie. Les entérotoxines les plus connues sont
la SEA et la SEB.

La SEA est une petite protéine monomérique (28 kDa) avec une haute stabilité thermique et
protéolytique. C’est la toxine la plus couramment rencontrée dans les cas d'intoxication
alimentaire par S. aureus ''> 3. 11 est généralement admis que l'ingestion de 100 ng de cette
toxine est suffisante pour causer des symptomes d'intoxication.

Des kits commerciaux sont disponibles pour détecter les SEs dans les produits alimentaires '°.
Ces essais immunologiques, de type ELISA, quoique sensibles, prennent au moins 3 h 30
(excluant  1'étape  d’extraction) a cause de leur procédure multi-étapes.
Dans le cas de la SEA, les immunocapteurs décrits dans la littérature ont employé une
transduction optique '™ ' et ampérométrique avec une limite de détection aux alentours de
100 ng.mL™!. Dans des travaux précédents de I’équipe, le controle de chaque étape de

construction de la couche de d’accroche a permis de construire un immunocapteur

piézoélectrique avec une limite de détection de 7 ng/mL 7.

Ce chapitre porte sur la construction et le test des immunocapteurs piézoélectriques
nanostructurés pour les deux types de cibles. Les surfaces nanostructurées ayant donné une
densité et dispersion optimale de GNPs ont été retenues pour cette étude. Il se décompose en
deux parties : Dans la premiére, consacrée au diclofénac, la nanostructuration de surface est
utilisée pour améliorer l'accessibilité et la fiabilité de la couche de ligands pour une détection
en format indirect. Dans la seconde partie, portant sur la SEA, nous allons étudier ’apport de
la nanostructuration par les GNPs pour les performances des immunocapteurs directs en les

comparant notamment a celles obtenues sur des surfaces planes sans nanostructuration.
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—
Partie 1

Elaboration d’immunocapteurs nanostructurés
pour la détection du diclofénac

Dans cette partie sont présentés les résultats obtenus lors de la construction,
sur des surfaces planes et nanostructurées, d’immunocapteurs opérant au
format indirect pour détecter le diclofénac ainsi que les données obtenues par
QCM-D pour le suivi de la reconnaissance anticorps/diclofénac et de la
spécificité de I’interaction. Elle se termine par I’étude de la régénération des
immunocapteurs et de la stabilité de la couche de nanoparticules au cours de
ce cycle.

1.1. Principe de détection

L’immunodétection de molécules de faible poids moléculaire telles que le diclofénac est sujette
a de multiples défis. Le premier concerne la production d’anticorps spécifiques. En effet, les
anticorps d’hapténes sont moins affins que les anticorps des cibles protéiques et présentent
souvent des réactivités croisées vis-a-vis de molécules de structures voisines. Cette partie du
travail ayant été conduite dans le cadre d’'une ANR franco-allemande, (NArBioS, Nanoscaled
architectures for sensitive biosensing of small molecules) nous avons pu bénéficier des
anticorps polyclonaux (anti-DCF) spécifiques et affins produits et testés par nos collaborateurs
8¢ Ces anticorps ont été utilisés pour I'analyse de ce composé dans I'eau de surface et des eaux
usées en Allemagne et en Autriche et montrent une haute sensibilité en ELISA (6 ng/L pour
I’eau du robinet et 60 ng/L pour eaux usées) 5. De plus, pour une détection dans les eaux usées,
la préparation d’échantillons est minimale ; seules la filtration et la dilution sont requises *. Le
second défi concerne la sensibilité des techniques de transduction. En effet, le signal de la
plupart de ces techniques est souvent li¢ au poids moléculaire de la cible. Il est donc difficile,
sans amplification, d’étre dans une gamme raisonnable de sensibilité. Enfin, le format indirect
adapté a ce type de cible, est basé sur une détection par compétition, il nécessite donc une
excellente accessibilit¢ de la cible et une reproductibilité parfaite. Ainsi, I'immobilisation
contrélée d’un ligand de structure analogue de celle de I’analyte sur les surfaces nanostructurées
est une étape clé dans le développement du biocapteur indirect, et sera optimisée en premier

dans ce qui suit. Au vu des résultats du chapitre précédent, les surfaces d’or et de silicium

152



Chapitre 4 : Elaboration d’immunocapteurs piézoélectriques sur des surfaces nanostructurées

nanostructurées fonctionnalisées et post-fonctionnalisées PEG présentent la densité¢ et la
dispersion de GNPs optimales. A ce titre, elles seront sélectionnées pour développer
I’immunocapteur piézoélectrique nanostructuré pour le diclofénac et pour le suivi en QCM-D
de la reconnaissance anticorps anti-DCF/ DCF. L’apport de la nanostructuration sera estimé en
comparant avec des surfaces planes (sans GNPs) équivalentes : Si-PEG pour le silicium et Au-
PEG pour I’or comme schématisé sur la Figure 62. Enfin, la régénération de I’immunocapteur

sera explorée ainsi que la stabilité de la couche de nanoparticules pendant ce cycle.

Anti-DCF —I_)

N ‘\!: \
— I3 "' /f‘\
=0 s DCF 2y
[ X ) ..(—I/ I—)..\".. \"

/ e

(a) | Quartz de QCM |

Plan fStauAuj Nanostructuré
S N-PEG—NH y & N-PEG —NH A ) -PEG —NH
8 _|/\ 2 Vs. 8 ‘|/\H o\ Au/NH,— 2
Si-PEG-GNPs-PEG
0 0
< Vs. = .
HN-PEG—NH, HN-PEG—NH, Au) NH,~PEG —NH,
Au-PEG Au-PEG-GNPs-PEG

Figure 62 : Schéma récapitulatif de la construction de I’immunocapteur du diclofénac (DCF) sur des
surfaces planes (a) et nanostructurées (b).

1.2. Greffage et caractérisation du diclofénac 3

Le diclofénac est immobilisé de manicre covalente ce qui permet en premier lieu d’éviter sa
désorption lorsqu’il est impliqué dans une reconnaissance moléculaire avec I’anticorps et en
second lieu la régénération du biocapteur par rupture de I’interaction Ab/Ag et décrochage de

l'anticorps.

§ Ces travaux ont donné lieu a une publication commune avec les partenaires allemands sur les surfaces planes,
jointe au manuscrit 18. Huebner, M.; Ben Haddada, M.; Methivier, C.; Niessner, R.; Knopp, D.; Boujday, S.,
Layer-by-layer generation of PEG-based regenerable immunosensing surfaces for small-sized analytes. Biosens.
Bioelectron. 2015, 67, 334-341.
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Le greffage du diclofénac sur les films de nanoparticules d’or post-fonctionnalisées fait
intervenir sa fonction acide carboxylique (activé en solution) qui réagit avec les fonctions
amines terminales du PEG en formant une fonction amide '® (voir Figure 63). Le protocole

expérimental auquel nous avons eu recours est détaillé dans le chapitre 2.

Cl
HN
= 2! ,H cl
o -NH, Diclofénac [10mM] =
= NHS (1.2 eq.), > o
[—
= FNH, EDC(1.2eq.) Sk,
2 a
% r.t., 12h _g . HN
3 [NH, (DMF) 2 ,NY\© cl
(1]
(o}

Figure 63 : Greffage du diclofénac sur les surfaces planes et nanostructurées.
Apres greffage du DCF, les substrats plans ont été caractérisés par PM-IRRAS, GA-ATR, XPS
et mesure de I’angle de contact. La taille de la molécule de diclofénac ainsi que les faibles
quantités utilisées n’ont pas permis d’observer des bandes caractéristiques attestant le greffage
de cette molécule sur les surfaces PEG-ylées. Les mesures d’angle de contact donnent
¢galement une valeur comparable avant et apres greffage du DCF (43 et 45°). Le recours aux
analyses par XPS a été nécessaire pour vérifier le greffage du diclofénac grace a la présence du
chlore sur les surfaces. L’intégration des données a permis d’estimer la quantité¢ de chlore
présent a 0,2% en pourcentage massique (Tableau 9). Le pic de 1’azote (N1s) confirme
¢galement le greffage du diclofénac. Si la réaction du greffage était totale, on obtiendrait 3
atomes d’azote (2 du DAPEG et 1 du DCF) pour 2 atomes de chlore, ce qui correspond a un
rapport CI/N de 0,67. Le rapport obtenu de 0,25 indique que seule une fraction des fonctions
amines du DAPEG a réagi avec le DCF. On observe aussi une diminution de I’intensité de la
contribution des NH3" des amines terminales a 403 eV et augmentation de la contribution a 401
eV correspondant a la fonction NH ou NH; du fait de la formation des liaisons amides entre le

diclofénac et les fonctions amines du PEG en surface.
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Tableau 9 : Composition atomique des surfaces de Si planes avant et aprés immobilisation du
diclofénac '8.

ENERGIE DE ATTRIBUTION AIRE DU PIC (%)

LIAISON (EV) Si-PEG Si-PEG+ DCF
533 O 1s 26 26
403 NH;* 0,3 0,1
401 NH, NH, 0,5 0,7
290 C ls - 0,7
287 C-0, C-N 22 21
286 C-C 15 6,6
274 Cl 2s - 0,2
104 Si0, 6,4 7.8
101 Si2p % 15 18
100 Si 2p 3/2 15 19

Ces résultats permettent donc de valider le protocole de greffage du DCF qui sera appliqué pour
I’ensemble des surfaces planes et nanostructurées utilisées dans la suite pour construire les

immunocapteurs.

1.3. Suivi de la reconnaissance par I’anti-DCF par QCM

Aprés greffage du diclofénac sur les quatre substrats représentés sur la Figure 62, la
reconnaissance moléculaire par I’anticorps anti-DCF a été suivie par QCM-D avec quatre
modules (E4), permettant l'analyse simultanée des quatre substrats et donc une étude
comparative en temps réel.

Les variations de fréquence de résonance et de dissipation sont présentées dans la Figure 64

pour la 5°™ harmonique.
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Figure 64 : Variation de la fréquence de résonance normalisée par le numéro de I’harmonique (en
bleu) et dissipation (en rouge) pendant la capture d’anticorps sur les quatre immunocapteurs.

Sur les quatre substrats étudiés, I’injection de I’anticorps anti-diclofénac entraine une
diminution progressive de la fréquence de résonance jusqu’a la stabilisation, indiquant la
capture d’une quantité définie d’anticorps. Lors du ringage par le méme solvant, (PBS/EtOH
(9:1)), la fréquence augmente sans revenir a sa valeur initiale, montrant la désorption d’une
partie des anticorps, probablement ceux faiblement liés, a cette étape. La capture des anticorps
s’accompagne d’une augmentation de la dissipation AD, mais cette variation demeure faible
(AD/ AF << 4.10°7) permettant 1’application de I’équation de Sauerbrey °.

Le Tableau 10 rassemble les variations de fréquence (AF) avant et apres ringage pour les quatre
substrats ainsi que les augmentations de masse (Am) et le taux de recouvrement (I') obtenus par
application de I’équation de Sauerbrey. Les variations de fréquence et de dissipation ont été
déterminées mathématiquement sur les parties linéaires des courbes.

Tableau 10 : Données QCM pour la reconnaissance par 1’anti-DCF sur les substrats plan et
nanostructurés.

Or Silicium
Plan Nanostructuré Plan Nanostructuré
-AFs (Hz) 11,8 17,5+1 12,5 16,5+0,5
Am/A (ng/cm?) 208 31018 222 293+9
I'(exp) (pmol.cm?)* 1,4 22 1,5 1,9

Augmentation avant rincage (%) 128 124
Augmentation apres ringage (%) 48 32

- dAF/dt (Hz.s™) 0,016 0,077 0,019 0,088

* avec MM=150 KDa pour I’anticorps
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Pour les deux substrats, or et silicium, la quantité d’anticorps capturés apres nanostructuration
par les GNPs est clairement supérieure a celle des surfaces planes. Les GNPs ont donc
manifestement amélioré I’accessibilité des anticorps aux ligands immobilisés. Avant le lavage
avec le tampon, 'augmentation était plus de 120 % pour les deux substrats, c'est-a-dire 6 fois
plus grande que sur des surfaces planes. Apres le lavage, 1’apport des GNPs reste toujours
important, 30 et 60 % pour l'or et le silicium, respectivement. Afin de vérifier que cette
accessibilité n’est pas le fait d’une adsorption non spécifique des anticorps, la spécificité a été
explorée en injectant une solution contenant un anticorps non spécifique au diclofénac (un IgG

anti-souris de chevre) et en suivant les interactions éventuelles par QCM-D (Figure 65).
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Figure 65 : Test de spécificité sur les surfaces de silicium (a) et d’or (b) nanostructurées.

Les résultats des mesures effectuées montrent que la fréquence de résonance des quartz reste
inchangée lors de I’injection de la solution d’anticorps non spécifique ce qui prouve clairement
que ces anticorps ne sont pas capturés par les couches fonctionnalisées par le diclofénac. Ce
résultat est probablement dii aux molécules de PEG qui empéchent les adsorptions non
spécifiques et confirme que les données de la Figure 64 sont le résultat d’une adsorption
spécifique sur les analytes.

L’augmentation de la dissipation lors de 1’injection de 1’anticorps dans le cas des surfaces
nanostructurées (~ 6.10°) est caractéristique de la formation d’une couche flexible.

En outre, la vitesse de la variation de la fréquence (dAF/dt) est fortement dépendante de la nature
de la surface (nanostructurée/plane). Cette différence de cinétique de capture des anticorps peut
résulter d’'une meilleure accessibilité des sites de reconnaissance a la surface.

La densité surfacique des anticorps calculée apres ringage dans le Tableau 10 représente 90%
et 77% d’une monocouche saturée d’anticorps (370 ng/cm? pour une orientation verticale (‘end

on’?%) pour les surfaces d’or et de silicium nanostructurées.
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L’amélioration de la réponse des immunocapteurs peut étre expliquée par des considérations
géométriques puisque la nanostructuration augmente la surface spécifique des substrats.
Connaissant la densité superficielle des GNPs et leur taille moyenne, 1'augmentation de la
surface accessible peut étre estimée en tenant compte de la surface exposée, qui dépend aussi
de I’enfoncement des GNPs dans la couche organique, exposant une aire supplémentaire
comprise entre mr? et 2nr?. L'augmentation obtenue est comprise entre 16 et 32% pour les
surfaces de Si (pour une densité superficielle de GNPs égale a 1073 particules/um?) et de 13 a
26 % pour le capteur d'or (avec 833 particules/um?). Cette augmentation de la surface est en
deca de I’amélioration observée en QCM et n’en est donc pas I'unique raison. La modification
de la topologie de la surface favorise assurément l'accessibilité du diclofénac immobilisé et

limite également la géne stérique entre les anticorps reconnaissant les ligands en surface.

1.4. Régénération stabilité de la couche de nanoparticules

Le terme régénération décrit la dissociation des complexes anticorps / ligand (diclofénac) en
surface, permettant ainsi de réutiliser I’'immunocapteur pour la reconnaissance par de nouveaux
anticorps. Cela se fait par exemple en modifiant fortement le pH. Le protocole de régénération
a été optimisé en un premier temps sur les surfaces de silicium planes. Les meilleurs résultats
ont été obtenus en utilisant une solution de 2% SDS, pH = 2 (HCI), 10% EtOH, aprés 1’étape
(3) (lavage PBS/EtOH), suivie d’une étape de lavage et re-stabilisation dans PBS/EtOH avant
de commencer le cycle suivant.

Le suivi par QCM-D de plusieurs cycles reconnaissance/régénération sur un substrat silicium
PEG-yl¢ est observable sur la Figure 66. Il a été possible de procéder a 10 cycles successifs, en
gardant, au moins pour les neuf premicres mesures une réponse parfaitement reproductible. A
la 10°™ mesure, la variation de fréquence était moins importante (< 12 Hz), montrant la limite,

trés satisfaisante, des cycles de régénération.
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Figure 66 : Variation de fréquence et dissipation durant les 10 cycles de régénération effectués sur le
méme quartz de silicium (sans GNPs).

Ce protocole a été adopté pour les surfaces nanostructurées. La courbe illustrée dans la Figure
67 montre le suivi par QCM-D d’un cycle reconnaissance/régénération pour une surface de
silicium nanostructurée. Comme pour les surfaces planes, I’application de la solution

acide+détergent a permis de dissocier les anticorps capturés et de revenir a la fréquence initiale.
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Figure 67 : Protocole de régénération sur une surface d’or nanostructurée.

Ces cycles, particulierement la reconnaissance et les conditions drastiques de régénération

peuvent affecter la qualité de la couche de nanoparticules. Pour étudier ces effets potentiels,
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nous avons analysé les couches de GNPs par MEB. Les images obtenues ainsi que leur

traitement mathématique sont représentés sur la Figure 68.
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Figure 68 : Schéma d’immuno-reconnaissance réversible sur les surfaces d’or nanostructurées et
clichés MEB correspondants avant (a) et apres (b) injection de I’anticorps et aprés régénération (c).

Les résultats obtenus montrent que la couche de GNPs demeure remarquablement stable apres
reconnaissance et méme apres la régénération a pH acide. Les histogrammes de distribution
indiquent une tres 1égere modification de la distribution des nanoparticules aprés capture des
anticorps anti-diclofénac, avec une petite augmentation des dimeéres de particules. Apres
régénération, les conditions astringentes ont mené a une modification plus perceptible de la
dispersion des GNPs, en particulier une diminution des particules isolées en faveur d’amas de
deux a quatre particules. Néanmoins, peu d’agrégats de plus que 4 particules ont été¢ formés
(ces ensembles représentent moins de 15% des particules). Le processus de régénération affecte
donc peu la couche de nanoparticules mais pourrait étre davantage optimisé¢ pour limiter son

impact sur la dispersion des GNPs.

1.5. Discussion

La comparaison des performances des immunocapteurs classiques (plans) et nanostructurés a
permis de mettre en évidence I’apport positif des nanoparticules d’or. Les quantités d’anticorps

capturés sur les surfaces nanostructurées sont 6 fois supérieures a celles enregistrées pour les

160



Chapitre 4 : Elaboration d’immunocapteurs piézoélectriques sur des surfaces nanostructurées

surfaces sans nanostructuration avant ringage et entre 32 et 48 % supérieures apres le ringage
respectivement pour 1’or et le silicium. L’absence de capture d’anticorps non dirigé contre le
DCF nous a permis de vérifier la spécificité de 1’interaction probablement du fait de I’action
répulsive des PEG en surface. Cette amplification résulte assurément en partie de
I’accroissement de la surface spécifique mais également d’une meilleure accessibilité des
ligands et d’une moindre géne stérique entre les anticorps capturés du fait de la modification de
la topologie de la surface par la présence des nanobilles d’or.

Néanmoins, ces conclusions sont établies avec I’hypothése que la concentration surfacique de
diclofénac est identique sur les surfaces nanostructurées et planes, ce qui est une approximation
vu que la surface spécifique est plus grande en présence des GNPs. La détermination avec
exactitude de la concentration surfacique de diclofénac sur les surfaces nanostructurées n’a pas
pu étre réalisée du fait de la tres faible densité superficielle. Une analyse XPS est envisagée
pour compléter ce travail, mais la présence des nanoparticules peut interférer dans la
quantification des mesures. Il n’en demeure pas moins que, méme si I’amélioration a eu lieu
dés I’'immobilisation du DCF, elle est importante et perceptible.

Par ailleurs, les surfaces nanostructurées sur un substrat silicium ou or ont donné des réponses
tres proches en QCM. La quantité d’anticorps anti-diclofénac capturée par les ligands differe
peu malgré une différence dans la densité totale de nanoparticules supérieure d’environ 20%
pour le silicium. Ceci suggere que 1’augmentation de la surface spécifique n’est pas au cceur de
I’amélioration des performances des immunocapteurs nanostructurés et abonde vers un apport
plus important conféré par la nouvelle topologie et I’accessibilité accrue des cibles. Ce résultat
montre ainsi, qu’a ce stade, I’influence du substrat est minime, et permet d’envisager une
généralisation de cette chimie de surface a d’autres substrats en escomptant des résultats
identiques.

Enfin la régénération de I’'immunocapteur a été réalisée in situ, et malgré les conditions
drastiques utilisées, la couche de nanoparticules a été peu altérée permettant de vérifier la
possibilité de réutiliser 'immunocapteur et de valider les travaux effectués au chapitre 3 pour

construire une couche stable et fiable de nanoparticules.
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—
Partie 2

Immunocapteur pour la détection de la SEA

L’objectif de cette partie est la construction d’immunocapteurs
piézoélectriques sur des surfaces nanostructurées pour détecter la SEA. Les
résultats des immunocapteurs nanostructurés et classiques sur or et silicium
seront comparés afin d’étudier 1’apport les nanoparticules.

2.1. Présentation des étapes d’élaboration de

’immunocapteur

L’évaluation de I’apport éventuel de la nanostructuration par des GNPs sur les performances
d’un immunocapteur opérant au format direct, nécessite un contrdle et une maitrise des
différentes étapes de préparation. Nous sommes donc parties d’un systéme bien maitris¢ au
laboratoire, I’immunocapteur piézoélectrique pour la détection de SEA. Des travaux précédents
17 ont en effet permis d’établir les conditions optimales pour I’élaboration d’un immunocapteur
de SEA sur une surface plane, opérant au format direct. Différents parametres ont été explorés :
la nature de I’anticorps de capture, le mode de liaison a la surface et la présence ou non d’une

protéine de liaison 2!

. La comparaison de quatre anticorps anti-SEA différents, (deux
monoclonaux et deux polyclonaux, un produit chez le lapin et trois de souris) a permis de
sélectionner le plus efficace en termes de détection de la SEA, il s’agit de 1'anticorps polyclonal
de lapin (anti-SEArT) ?2. Cet anticorps sera choisi comme anticorps de capture dans ce qui suit.
La comparaison de plusieurs stratégies d’immobilisation a permis de définir la configuration la
plus efficace, en termes de quantité d’anticorps immobilisés et d’efficacité de ces anticorps dans
la reconnaissance de la SEA.

Dans cette configuration, illustrée a la Figure 69, I’anti-SEATT est immobilisé par bioaffinité
via une protéine de liaison, la protéine A qui est préalablement greffée sur une SAM amine par
un cross-linker, le 1,4-phenylene diisothiocyanate (PDITC) !7. Par ailleurs, afin de prévenir les
adsorptions non spécifiques les sites éventuellement vacants sur la surface sont saturés par

adsorption de la BSA (albumine de sérum bovin). Cette protéine présente une forte affinité pour

diverses surfaces mais ne s’adsorbe pas sur les anticorps.
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Figure 69 : Sensogramme obtenu lors de la construction d’un immunocapteur plan anti-SEA, de la
détection de I’entérotoxine cible (970 ng/mL) et de I’amplification en format “sandwich”. Les
illustrations schématisent les différentes étapes 2.

Ces conditions ont permis de construire un immunocapteur piézoélectrique avec une limite de
détection de 20 ng.mL"! et un temps d’analyse de 15 min. La sensibilité a été améliorée en
amplifiant le signal par ajout d’un deuxiéme anticorps (anticorps de révélation) formant un «
sandwich » avec le premier autour de la toxine, comme montré sur la Figure 69. Dans ce format
sandwich, la limite de détection était de 7 ng.mL"! pour un temps d’analyse total de 25 min
dans un milieu mod¢le.

Dans cette partie, ces conditions serviront de base pour la construction d’immunocapteurs
nanostructurés. Dans ce qui suit sont présentés les résultats obtenus lors de I’optimisation de la

premicere étape, I’immobilisation de la protéine A, sur les surfaces nanostructurées.

2.2. Immobilisation de la protéine A

L’immobilisation de ’anticorps de capture par bio-affinité présente 1’avantage d’espacer les
anticorps de la surface et de controler leur orientation sur le support. L’anticorps de capture
sélectionné (anti-SEAT) est produit chez le lapin, la protéine A (PrA) qui reconnait le fragment
constant de cette famille d’IgG est bien adaptée (paragraphe 1.5.2. du chapitre 1).

Les surfaces précédemment sélectionnées (planes et nanostructurées) sont terminées par des
fonctions amines. Ces fonctions sont dérivées en utilisant le 1,4-phenylene diisothiocyanate
(PDITC). Ce « cross-linker » homobifonctionnel possede deux groupes isothiocyanate pouvant
réagir avec les fonctions NH» de la protéine et de la surface comme illustré sur la Figure 70. De

plus, son noyau aromatique lui confére une rigidité qui permet d’éviter les pontages et

163



Chapitre 4 : Elaboration d’immunocapteurs piézoélectriques sur des surfaces nanostructurées

d’augmenter la quantité de groupements isothiocyanates disponibles pour greffer la protéine A

via ses résidus amines.
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Figure 70: Mécanisme d’immobilisation de la protéine A sur des surfaces amine activées par PDITC.

L’immobilisation de la protéine A sur les surfaces planes et nanostructurées a été suivie par
QCM, le protocole expérimental est détaillé chapitre 2. Dans le Tableau 11 sont regroupées les
variations de fréquence (AF) ainsi que les augmentations de masse (Am) et le taux de
recouvrement (") obtenus par application de 1I’équation de Sauerbrey.

Tableau 11 : Résultats QCM aprés injection de la protéine A sur les différentes surfaces testées.

20 mg/L Protéine A

Surfaces - AFs (Hz) ADs (10%-6) | Am (ng/cm?) | T (pmol/cm?)*
Si-PEG 0 0 0 0
Au-PEG 0 0 0 0
Si-PEG-GNPs-PEG 0,6 0.1 11 0.2
Au-PEG-GNPs-PEG 1,7 0,3 30 0.7
Au-PEG-GNPs-CEA 1 0,2 18 0,4
Si-NH,/SH-GNPs 1 0,1 18 04
Au-NH,** 6,9 £ 2,7 (n=16) 1,5 122 + 47 2,7+1
Si-NH, 7.0+ 1,3 (n=2) 03+ 0.1 124+ 23 27+05
Au-NH,/SH-GNPs-CEA 70+12m=17) | 05+0,1 124 =21 27%05
Si-NH,/SH-GNPs-CEA 9,4 £2,2 (n=Y) 09+0,2 166 £ 39 3,7+ 0,8

*avec MM=44,6 KDa pour la Protéine A, **>2

En un premier temps, comme pour la partie précédente, les surfaces ayant les densités et
dispersions optimales en GNPs ont été envisagées, a savoir Si-PEG-GNPs-PEG et Au-PEG-
GNPs-PEG. Malgré I’utilisation du PDITC, trés peu de molécules de protéine A se sont greffées
sur la surface comme en témoignent les faibles variations de fréquence enregistrées, 0,6 et 1,7
Hz pour le silicium et 1’or, respectivement. Ces faibles quantités sont fort probablement le
résultat des propriétés répulsives des PEG pour les protéines, hypothése que corrobore
I’absence totale d’adsorption de la protéine A sur les surfaces planes Au et Si terminées par des

PEG. Cet effet serait di a une forte interaction entre les molécules d’eau piégées dans la couche
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de PEG qui entraine un gonflement de la longue chaine carbonée et la création d’une sphere de
solvatation inaccessible aux protéines 2*. Nous avons donc opté, en un second temps, pour les
surfaces nanostructurées pour lesquelles la post-fonctionnalisation a été réalisée avec la CEA
et non le PEG en espérant que la présence de PEG dans la couche d’accroche ne limite pas le
greffage de la protéine A. Mais dans ce cas ¢galement, le greffage des protéines A n’a pas été
possible (voir Tableau 11), montrant que méme lorsqu’ils sont utilisés pour la couche
d’accroche des GNPs, les PEG continuent d’exercer un effet répulsif important vis-a-vis des
protéines. Nous sommes donc arrivés a la conclusion que ces surfaces ne sont pas adaptées pour
la construction d’immunocapteurs directs.

D’autre part, la faible variation de fréquence pour la surface Si-NH2/SH-GNPs prouve la
nécessité de post-fonctionnaliser les GNPs afin d’accrocher la PrA.

Notre choix s’est donc porté sur les surfaces nanostructurées construites sans PEG pour
lesquelles la densité et la dispersion des nanoparticules €taient optimales, a savoir celles
déposées sur les SAMs NH2/SH (APTES-MUA pour le silicium et CEA-MUA pour |’or, voir
diagramme bilan de la partie 3 du chapitre 3) avec une post-fonctionnalisation CEA (Figure 71-
b). En se basant sur ce diagramme et afin d’avoir un juste équilibre entre la dispersion et la
densité des GNPs, le dépdt des GNPs a été effectuée sous flux pour les surfaces de silicium et
sous agitation pour les surfaces d’or. Ces surfaces ont été comparées a des surfaces planes
équivalentes terminées par des fonctions amines (APTES pour le Si et CEA pour I’or (Figure

71-a)).
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Figure 71 : Schéma récapitulatif de la construction d’un immunocapteur piézoélectrique de SEA sur les surfaces (a) planes et (b) nanostructurées.
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En comparant les valeurs obtenues pour les surfaces planes a celles des surfaces nanostructurées,
on constate de faibles différences dans la quantité de PrA greffée pour les surfaces d’or alors
que pour le silicium on obtient une augmentation de 1,4 fois par rapport a la quantité obtenue
sur les deux immunocapteurs classiques (plan). Cette singularité pour le silicium est
probablement due a la différence de dispersion de GNPs avec les surfaces d’or (voir diagramme
bilan partie 3 du chapitre 3). Les faibles variations observées lors de 1’adsorption de PrA sur les
différents substrats peuvent résulter du fait que I’augmentation de la surface spécifique localisée
autour des nanoparticules ne permet pas aux protéines A, de taille nanométrique, d’en bénéficier.
Les recouvrements équivalents obtenus suggerent que la quantité maximale adsorbée est
davantage dépendante de la protéine et des répulsions entre protéines que de la nature de la
sous-couche.

Les résultats obtenus pour les surfaces planes sont quasiment les mémes montrant une
reproductibilité des mesures dans le temps et une efficacité de I’étape d’activation quelle que

soit la nature du substrat et la molécule réactive en surface.

2.3. Immobilisation de I’anticorps anti-SEA

L’anticorps de capture anti-SEATT a été immobilisé par bioaffinité sur la PrA dans un tampon
PBS (protocole expérimental détaillé au chapitre 2). Cette étape a également été suivie par
QCM. Le Tableau 12 regroupe les variations de fréquence résultant de ’immobilisation de
I’anticorps anti-SEA sur les surfaces planes et nanostructurées. Pour les masses calculées Am,
il faut garder a I'esprit que 1'eau hydrodynamiquement piégée dans le film n'est pas prise en
compte dans ce calcul. Ceci peut expliquer pourquoi la densité d'anticorps calculée est le double
d’une monocouche saturée d’anticorps (370 ng/cm?). Au vu des valeurs comparables de
dissipation, ceci n'empéche pas la validité de la comparaison relative des données QCM
obtenues pour I'adsorption d’anticorps sur les différentes surfaces.

Tableau 12 : Résultats QCM apres injection de 1’anti-SEA.

10 mg/L anti-SEATT
Surf: - AFs (H ADS A / 2 2y % M
urfaces s (Hz) (107-6) m (ng/cm”) | I" (pmol/cm*) PrA
Au-NH,** 33,0£6,0 | 1,0£0,2 584 + 106 39+0,7 1,45
Si-NH, 337+1,0 | 1,4+0,3 596 + 18 4,0+£0,1 1,5
Au-NH,/SH-GNPs-CEA | 33,9+59 | 1,3+0,1 600 + 104 4,0£0,7 1,5
Si-NH»/SH-GNPs-CEA 32618 | 1,3+0,1 577 £32 3,8+0,2 1,0

*avec MM=150 kDa pour I’anti-SEA, **2?
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Le Tableau 12 ne montre aucune différence significative dans les quantités d’anticorps de
capture immobilisés sur les surfaces nanostructurées en comparaison des surfaces planes. Les
surfaces de silicium nanostructurées pour lesquelles la quantité de protéine A fixée est plus
grande donnent également le méme recouvrement en anticorps. Ceci se traduit par un rapport
anti-SEA/PrA constant dans le cas de des surfaces d’or et Iégerement en baisse pour le silicium
nanostructuré. Ce faible rapport observé pour les surfaces de silicium nanostructurées, est
probablement dii & un encombrement stérique qui limiterait [’accessibilité¢ des sites de
reconnaissance des PrA adsorbées aux anticorps.

A ce stade, la densité de récepteurs est quasiment la méme pour I’ensemble des substrats étudiés
(plans et nanostructurés). Cette donnée va permettre une comparaison quantitative des réponses
des biocapteurs dans ce qui suit et une estimation fiable de 1’apport de la topologie pseudo-

tridimensionnelle induite par les nanoparticules d’or.

2.4. Réponse des biocapteurs

Comme mentionné ci-dessus, deux formats de détection seront explorés, un format direct et un

format sandwich amplifié (cf. Figure 71).

2.4.1. Détection en format direct

Les tests de détection de la SEA ont été réalisés dans la gamme de concentration 9,7 a 970
ng/mL. Le changement de fréquence AF entre le début d'injection et la fin du lavage a été
mesuré pour les quatre surfaces. Les valeurs de (AF) correspondant a 1’étape d’injection de
SEA a une concentration de 485 ng/mL sont regroupées dans le Tableau 13.

Tableau 13 : Résultats QCM aprés injection de SEA a 485 ng/mL dans PBS-BSA sur les surfaces planes
(a) et nanostructurées (b).

485 ng/mL SEA
Surfaces - AFs ADs (10%-6) | Am (ng/cm?) | I" (pmol/cm?)* L
(Hz) Anti — SEA
Au-NH,** 6,2 0,7 110 3,9 1
Si-NH, 5,3 0,5 94 34 0,8
Au-NH»/SH-GNPs-CEA | 8,2+0,5 0,6 £0,1 145+ 9 52+0,3 1,3
Si-NH»/SH-GNPs-CEA | 8,3+0.,9 1,1 +£0,2 147 £ 16 52+0,6 1,4

*avec MM=150 kDa pour I’anti-SEA et 28 kDa pour la SEA,*%*22

La réponse a la SEA est plus grande dans le cas des surfaces nanostructurées et en particulier
les surfaces de silicium avec une quantité de SEA 1,5 fois plus élevée apres nanostructuration

de la surface.
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Dans I'ensemble, bien que la quantité de sites de liaison d'anticorps soit la méme pour toutes les
configurations, la réponse de ’immunocapteur a 1’analyte exprimée par le rapport (SEA/anti-
SEA) a été améliorée dans le cas des surfaces nanostructurées comparées aux surfaces planes.
On a une augmentation de 32 % et 56 % du nombre de sites occupés par la SEA apres
nanostructuration des surfaces d’or et de silicium respectivement.
Une courbe dose-réponse est établie en tracant (AF) en fonction de la concentration de SEA
(Figure 72) afin de déterminer la limite de détection (LOD) pour les surfaces nanostructurées.
Les données expérimentales ont été¢ modélisées selon le modele de Langmuir (décrit en annexe
1-3) en considérant que les sites de liaison superficiels sont indépendants et équivalents

AF = AFmax x [SEA]/([SEA] + K), avec K la constante apparente de dissociation
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Figure 72 : Détection de la SEA a différentes concentrations par QCM sur les immunocapteurs d’or
(A) et de silicium (C) nanostructurés ainsi que les courbes et les équations obtenues selon le modele de
Langmuir (B et D respectivement).
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Les courbes de la Figure 72 montrent une corrélation entre la concentration de SEA injectée et
la variation de la fréquence AF. Les immunocapteurs nanostructurés s’aveérent ainsi efficaces
pour détecter la SEA dans une gamme de concentration entre 0,05 et 0,5 mg/L avec un temps
d’analyse de 15-20 min (temps d’injection + lavage). Au-dessus d’une concentration de SEA
de 0,5 mg/L, la fréquence ne varie pratiquement plus suite a la saturation du biocapteur. La
limite de détection a été calculée sur la base d’une réponse AF= -1 Hz, elle est égale a 8 et 5
ng/mL pour I’or et le silicium respectivement (Tableau 14). Cette LOD est clairement améliorée
en comparaison aux données obtenues sur des surfaces planes pour lesquelles elle était de 20

ng.mL".

2.4.2. Amplification par le format sandwich

Le méme anticorps anti-SEATT a été utilisé pour amplifier la réponse du biocapteur comme
schématisé sur la Figure 71. Le changement de fréquence cumulé entre le début d'injection de
la SEA et la fin du deuxiéme lavage a ét¢ mesuré pour chaque concentration de SEA pour les

surfaces de silicium nanostructurées (voir la Figure 73).
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Figure 73 : Réponse de I’immunocapteur nanostructuré de silicium aprés injection de la SEA a
différentes concentrations suivie de ’anticorps de révélation (anti-SEA+rr a 10 mg/L). AF en fonction
de la concentration de la SEA en format direct (e)

(-AF =8 x [SEAJ/[SEA] + 35), r = 0.96) et sandwich (o) (-AF =49 x [SEA]/([SEA] + 51), r=0.982)
La Figure 73-A montre que 1’anticorps vient se fixer également sur la SEA et entraine une diminution
de la fréquence de résonance plus importante que celle obtenue pour la SEA. Ceci est di a la masse

molaire de I’anticorps (150 kDa) qui est 5 fois plus grande que celle de la cible (28 kDa). La courbe AF
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en fonction de la concentration de la SEA montre que la réponse de I’anticorps de révélation est
proportionnelle a la concentration de la SEA en surface. Ceci permet d’avoir des variations de fréquence
plus grandes et d’amplifier la réponse du biocapteur.

Le Tableau 14 récapitule les parametres des courbes de calibrage obtenues représentées dans
les Figure 72Figure 73. Bien que la réponse maximale a la SEA soit toujours la méme (autour
de -9 Hz), la valeur de K est inférieure dans le cas des biocapteurs nanostructurés au format
direct.

Tableau 14 : Tableau récapitulatif des parameétres calculés a partir des courbes AF=f ([SEA]) pour les
surfaces d’or et de silicium planes et nanostructurées.

Configuration de I’immunocapteur -AFmax(Hz)  K(ng/mL) R LOD (ng/mL)*
Au-NH,, format direct ** 9,8+ 0,6 183+37 0,991 20,8 +4,2
Au-NH,/SH-GNPs-CEA, format direct 9,1+£0,7 70 £ 19 0,982 8,6+2,3
Si-NH,/SH-GNPs-CEA, format direct 8,0+£0,7 3515 0,961 5+2,1
Si-NH,/SH-GNPs-CEA, format sandwich 49 +4 51+16 0,982 1,1 £0,3

*#22 - % calculée pour AF = -1 Hz
Dans le format sandwich amplifié, la réponse est a peu pres 5 fois plus €élevée que dans le format
direct et par conséquent la concentration mesurable la plus basse atteinte est de 1 ng/mL pour

un temps d'essai total de 35 min.

2.5. Discussion

Des quartz de silicium et d’or ont été décorés de nanoparticules d'or afin d'augmenter leur
surface spécifique et d’améliorer la sensibilité d’un biocapteur existant pour la SEA.

Les premiers essais sur les surfaces PEG-ylées ayant la densité et la dispersion optimales en
GNPs, ont montré que la présence du PEG inhibe 1’adsorption de protéines et fait que ces
surfaces ne sont pas adaptées pour la construction d’immunocapteurs pour lesquels le
biorécepteur est une protéine.

Ainsi, une interface de détection comprenant 1'anticorps anti-SEA immobilisé par affinité a la
protéine A a été développée sur les surfaces NH2/SH nanostructurées et les surfaces résultantes
ont été utilisées comme immunocapteurs piézoélectriques pour quantifier la SEA dans un milieu
tampon. Bien que le nombre de sites de liaison déterminé en QCM soit le méme pour les
surfaces planes et nanostructurées, la détection de la SEA a été significativement améliorée
avec les capteurs nanostructurés. Une explication possible de cette amélioration pourrait étre
une meilleure bioactivité de I'anticorps quand il est li¢ aux nanoparticules et / ou une meilleure
accessibilité des sites de reconnaissance pour l'antigéne.

L'amplification de la réponse du biocapteur a été réalisée en appliquant l'anticorps anti-SEA

polyclonal aprés 1'étape de capture d'analyte qui a permis de diminuer le LOD a 1 ng/mL.
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La régénération des biocapteurs plans a été¢ auparavant prouvée. Dés lors, le méme protocole
devait fonctionner étant donné que la couche de GNPs a montré une bonne résistance lors de la
régénération du biocapteur de diclofénac.

L’immunocapteur piézoélectrique existant a permis la détection directe de la SEA dans des
¢chantillons de lait avec le compromis limité sur la sensibilité d'essai mais sans le besoin d’une
étape d'extraction'’. Les immunocapteurs nanostructurés pourraient donc étre un moyen
d’amélioration de cette sensibilité. Des tests en QCM-D devront étre réalisés en utilisant des

surfaces de silicium nanostructurées avec une détection amplifiée par le format sandwich.
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Conclusion

Les surfaces d’or et de silicium nanostructurées par des GNPs dans le chapitre précédent ont
¢été utilisées comme plateformes pour la détection d’une cible de faible poids moléculaire, le
diclofénac et d’une cible protéique, la SEA.
Bien que les surfaces nanostructurées PEG aient été utilisées avec succes pour la construction
d’un biocapteur indirect pour le diclofénac, il n’a pas été possible de les appliquer a la
construction d’un immunocapteur direct pour la SEA. La différence principale réside dans le
fait que dans le format direct, les protéines sont immobilisées sur le substrat contrairement au
format indirect ou les cibles le sont. Les propriétés répulsives des PEG ont donc été un frein a
I’utilisation de ces couches pour les immunocapteurs directs et nous avons utilisé les couches
alkyles pour la SEA.
L’augmentation de la surface et ’amélioration de 1’accessibilité ont été constatées sur les
surfaces nanostructurées pour chacune des cibles. La corrélation des résultats obtenus aux les
recouvrements (densité et dispersion) respectifs de particules sur les surfaces utilisées a montré
I’importance de I’accessibilité des récepteurs/ligands sur les systémes. Ainsi, malgré la petite
taille des nanoparticules (13 nm), I’effet stérique est important puisque résultant a la fois d’une
augmentation de la surface et d’une organisation et orientation favorable a la multiplication des
récepteurs/ligands. Ceci est probablement aussi combiné a une plus grande flexibilité¢ de la
couche offerte par la nanostructuration.
Donc, l'utilisation des GNPs fournit une plateforme universelle, a adapter a la nature des
molécules greffées, pour améliorer la détection de petites molécules et de protéines, de fagon
sensible et efficace.
Ces analytes modeles peuvent étre remplacés par d’autres hapténes ou antigénes et, les
expériences en QCM-D montrent que la chimie de surface peut étre utilisée pour une détection
avec ou sans marquage. Donc, ces constructions peuvent étre utilisées comme plateformes
universelles pour différentes tailles d’analytes.
Notons ¢galement que ces biocapteurs sont dotés de critéres qui remplissent bien le cahier de
charge d’un biocapteur performant a savoir :

v' leur sélectivité grace aux anticorps choisis et judicieusement immobilisés avec une

reconnaissance optimisée grace a la nanostructuration de la surface ;
v' une ultra-sensibilité par amélioration de I’accessibilité des récepteurs tout en conservant

leurs bioactivité ;
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v

leur capacité de régénération par la fixation réversible moyennant des traitements qui
n’altérent pas la couche de nanoparticules ;

une rapidité d’analyse avec un temps de mesure qui ne dépasse pas les 35 min ;

la miniaturisation avec des supports universels que sont I’or et le silicium qui sont aussi

compatibles avec d’autres techniques de transduction.
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Avant-propos

Ce chapitre traite de 1’élaboration d’un biocapteur plasmonique pour la
détection de la SEA. Il s’agit donc de la deuxieme stratégie d’utilisation des
nanoparticules d’or, dans laquelle ils assurent la transduction du signal. Cette
transduction est basée sur les propriétés plasmoniques des GNPs, sensibles a
I’environnement immédiat. Deux formats de détection schématisés sur la
figure ci-dessous ont été étudiés : un format direct et un format compétitif.
Une partie importante de ce travail a été consacrée a la 1I’optimisation d’un
protocole permettant de coupler les biomolécules (anticorps et SEA) aux
surfaces des nanoparticules de maniére covalente caractérisé par LSPR, DLS,
mesures de potentiel zéta et cryo-TEM. Ensuite, la détection a été suivie par

LSPR.
Y v
A
v
Anti-SEA Ab-GNPs SEA-GNPs
Direct % l
Compétitif

Ce travail a été réalisé au laboratoire CBSS (Centre for Biomimetic Sensor
Science, NTU, Singapour) et sera présenté sous forme d’article (avec une

section supplémentaire) soumis au journal scientifique
Biosensors&Bioelectronics.

181



Chapitre 5 : Biocapteurs plasmoniques pour la détection de la SEA

Gold Nanoparticle-Based localized surface plasmon
immunosensor for Staphylococcal Enterotoxin A (SEA) detection

at the ng level

Maroua Ben Haddada'?, Michéle Salmain®, Yi Wang’, Bo Liedberg®, Souhir Boujday'>"

' Sorbonne Universités, UPMC Univ Paris 6, CNRS, Laboratoire de Réactivité de Surface
(LRS), F75005 Paris, France

2 Sorbonne Universités, UPMC Univ Paris 06, CNRS, Institut Parisien de Chimie Moléculaire
(IPCM), 4 place Jussieu F-75005 Paris, France

3 Centre for Biomimetic Sensor Science, Nanyang Technological University, 637553 Singapore

RECEIVED DATE ()

Figures (3)

Tel: +33144276001, Fax: +33144276033, souhir.boujday@upmec.fr

182



Chapitre 5 : Biocapteurs plasmoniques pour la détection de la SEA

ABSTRACT: We describe the engineering of stable gold nanoparticle-antibody bioconjugates
(AuNP-ADb) and their use in biosensing of Staphylococcal enterotoxin A (SEA) by localized
surface plasmon resonance (LSPR) at the ng level. Two types of AuNPs bioconjugates were
prepared by covalent immobilization of anti-SEA antibody (Ab) or SEA to AuNPs. These
bioconjugates were deeply characterized by UV-Visible spectroscopy, Cryo-Transmission
Electron Microscopy (CryoTEM), Dynamic Light Scattering (DLS), and zeta potential (ELS)
measurements. Their stability over time was assessed after one year storage in the refrigerator
at 4°C. Two formats of homogeneous binding assays were set up based on the LSPR peak shift
in the extinction spectrum resulting from the immunological reaction between the immobilized
antibody and either free SEA, in the direct assay strategy, or immobilized SEA, in the
competitive assay. In both formats, a correlation between the plasmon shift and SEA
concentration could be established. Though the competitive format did not lead to workable
outcomes in the analytical performances of the biosensor, the direct format, which
implementation was very simple, led to a very specific and sensitive response with a broad
working range from the ng/mL to the pg/mL. The limit of detection of SEA was lowered to 5
ng/mL compared to the previously established limits obtained using quartz crystal microbalance
and requiring the use of expensive substrates and skilled staff. Moreover, the biosensing
performances of AuNP-Ab bioconjugates were perfectly preserved after one year storage
evidencing a remarkable stability and reliability of these biosensing devices. The
nanoplasmonic immunosensor described herein provides an attractive alternative for the
detection of SEA and other toxins in the ng/mL range and a promising avenue for fast, easy to

implement, and sensitive samples analysis.

KEYWORDS: immunosensor, LSPR, Staphylococcal Enterotoxin A, DLS, gold nanoparticles.
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INTRODUCTION

Biotoxins are species produced by microorganisms (bacteria, microalgae) for various
purposes. Ingestion of food contaminated by these microorganisms causes various diseases that
can in the worst case be fatal to humans. For instance, some strains of Staphylococcus aureus
produce enteroxins that, when ingested, induce severe gastroenteritis mainly caused by the most
frequently encountered enterotoxin serotype, namely staphylococcus enterotoxin A (SEA)
(Hennekinne et al. 2012; Le Loir et al. 2003). Therefore, control of food inocuity all along the
production chain is necessary to prevent food poisoning outbreaks. Classical analytical methods
to detect biotoxins in food samples are generally time-consuming, require highly trained
operatives and special equipment and are therefore carried out in dedicated laboratories.
Clearly, there is a need for fast, specific and sensitive analytical methods to detect and quantify
these biotoxins in food matrices.

The unique optical properties of gold nanoparticles (AuNPs) make them very attractive as
colorimetric biosensing platforms due to their localized surface plasmon resonance (LSPR)
(Jans and Huo 2012; Mayer and Hafner 2011; Sepulveda et al. 2009) . The extremely high
extinction coefficient of these nanoparticles in the visible spectral range prompted the
development of lateral flow immunoassays to visually detect staphylococcal enterotoxins
(Rong-Hwa et al. 2010; Wang et al. 2016). The LSPR band of gold nanoparticles is also
sensitive to local changes of the dielectric environment around them and this property led to the
design of homogeneous and solid-phase assays (Englebienne 1998; Mayer et al. 2008; Nath and
Chilkoti 2004). Another family of AuNP-based biosensing assays relies on the large color
change arising from interparticle plasmon coupling during particle aggregation and redispersion
of the particle aggregates (Liu et al. 2014; Zhao et al. 2008) . All these strategies require to graft

bioreceptors onto AuNps.

184



Chapitre 5 : Biocapteurs plasmoniques pour la détection de la SEA

Various approaches have been devised to conjugate antibodies to gold nanoparticles. These
approaches have been rationalized into 4 different concepts, namely physical adsorption,
covalent binding, use of adapter molecules and combined ionic and covalent adsorption
(Montenegro et al. 2013). While the physical adsorption approach is straightforward,
immobilization of biomolecules by covalent binding should ensure the best possible stability to
the AuNP bioconjugates because of the much stronger bonds created between both species
(Wang and Ma 2009) .

Herein, we report the setup of homogeneous, washing-free immunosensing assays to detect
and quantify SEA based on the change of local refractive index of AuNP anti-SEA antibody
conjugate upon binding of target SEA. Gold nanoparticles-antibody bioconjugates (AuNP-Ab)
were engineered by covalent attachment of antibodies through sulfur-gold bonds then deeply
characterized by UV-Visible spectroscopy, Cryo-Transmission Electron Microscopy
(CryoTEM), Dynamic Light Scattering (DLS), and zeta potential (ELS) measurements. We also
assessed the stability of these bioconjugates over time (one year storage in the refrigerator at
4°C). Two formats of homogeneous binding LSPR assays were set up: a direct assay strategy
where AuNP-Ab were reacted with SEA, and a competitive assay starting from a mixture

AuNP-Ab and AuNP-SEA bioconjugates (see Figure 1).

EXPERIMENTAL SECTION

Materials : Sodium citrate, gold(Ill) chloride trihydrate, tannic acid, 10 mM phosphate-
buffered saline (PBS) pH=7.4, Bovine Serum Albumin (BSA), B-Lactoglobulin B from bovine
milk, 2-Iminothiolane hydrochloride (Traut’s reagent) and staphylococcal enterotoxin A (SEA)
were purchased from Sigma—Aldrich. Affinity-purified rabbit anti-SEA antibody (anti-SEATT,
ref. LAIlI01) was purchased from  Toxin  Technology  (Sarasota, FL,

www.toxintechnology.com).
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Gold nanoparticles preparation and characterization Colloidal gold particles were prepared
according to the citrate / tannic acid reduction method [1]. Transmission Electron Microscopy
images of the gold colloids were obtained using a JEOL JEM 1011 microscope operating at an
accelerating voltage of 100 kV. Cryo-Transmission Electron Microscopy images were recorded
at low temperature (—180 C) on ultrascan 2 K CCD camera (Gatan, USA), using a LaB6 JEOL
JEM 2100 (JEOL, Japan) cryo microscope operating at 200 kV with a low dose system
(Minimum Dose System, MDS). Dynamic Light Scattering (DLS) and zeta potential (ELS)
measurements were performed using Litesizer™ 500 apparatus (Anton Paar) equipped with a
658 nm laser operating at 40 mW. The backscattered light collection angle was set at 90°. The
zeta-potential cuvette has a Q-shaped capillary tube. The same solutions were used for DLS
and ELS measurements. Each sample was analyzed in triplicate and each measurement was an

average of three 30 s runs.

Preparation of AuNPs bioconjugates Anti-SEA Ab-AuNPs conjugates were engineered
using a covalent approach (Sule et al. 2011a). First, Traut’s reagent (40 eq) was reacted with
anti-SEA Ab (1 eq) in 50 mM phosphate buffer pH 8.0 to generate sulthydryl groups
(Hermanson 2007, 2008). After purification by gel desalting (Hitrap desalt 5 ml, GE
Healthcare) using PBS as eluent, the thiolated Ab was covalently linked to AuNPs through S-
Au bonds. A 0.25% w/v BSA solution was added to the bioconjugate to block non-specific
binding sites. Finally, the biofunctionalized AuNPs were pelleted by centrifugation, washed
several times to remove unbound and loosely bound Ab and finally re-suspended in PBS. The
amount of antibody in the first supernatant was quantified by ELISA to estimate by difference
the number of Ab bound to AuNPs. The same procedure was applied to prepare SEA-AuNP
bioconjugates

SEA immunosensing: In the direct assay, an aliquot of SEA stock solution (0.1 mg/mL) was

diluted and added to the AuNP-AD bioconjugate solution. UV-Vis spectra of the mixtures were
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measured in real time (millisecond temporal resolution) and with 10 nm spectral resolution
using Insplorion XNano II instrument until equilibrium was reached (60 min). The same
procedure was used for the competitive assay except that SEA was replaced by AuNP-SEA
conjugate. The position of the LSPR band was plotted as a function of time using the software

provided with the instrument.

RESULTS AND DISCUSSION

Bioconjugates engineering: Citrate-capped gold nanoparticles were first characterized by
UV-visible spectroscopy and Transmission Electron Microscopy (TEM) analyses. The
resulting data, depicted in the supplementary material section (Figure S1), show a homogeneous
distribution with an average particle size of 13.5 + 1 nm. The hydrodynamic diameter Du
estimated by DLS was slightly larger, 18 = 1 nm and the zeta potential equal to -45.3 + 1 mV
in agreement with previously published data for citrate-capped AuNP (Xia et al. 2016). AuNP-
Ab and AuNP-SEA bioconjugates were engineered according to an original procedure
schematized in Figure 74. This coupling method ensures a controlled immobilization of the
antibody molecules on the surface of the gold nanoparticles (Sule et al. 2011b). After reaction
and separation of the AuNP by centrifugation, the amount of unbound Ab in the supernatant
was found to be very small (below 1 pg) as assayed by ELISA, confirming the successful
conjugation of Ab to AuNP. The final concentration of anti-SEA antibody in the AuNP-Ab
solution was estimated 40 ug.mL™" and the Ab to AuNP ratio was estimated around 7 which is
agreement with antibody size versus nanoparticle size (see Figure S2 and reference (Sperling

and Parak 2010)).
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Figure 74 A: Adopted strategy for bioconjugates elaboration B: Principle of direct and competitive assays.

Upon covalent attachment of anti-SEA Ab to AuNP, the LSPR band was red-shifted by 8
nm and 9 nm upon further blocking by BSA (Figure 75). The same trend was observed upon
SEA grafting to the nanoparticles. These results are in agreement with previously published
data (Thobhani et al. 2010)). The shape and width of the LSPR bands indicate a homogeneous
distribution of the particle size. This was confirmed by cryo-TEM images (see inserts in
Figure 75-A), mathematical treatment of cryo-TEM images showed an average size of 13.3 £
0.7 nm (n=15) for AuNP-SEA and 14.2+ 0.7 (n=15) nm for AuNP-Ab. The hydrodynamic
diameter of AuNP-Ab and AuNP-SEA increased to 76 + 1 and 54.6 + 0.5 nm, respectively
(Figure 2; table S1). Again, the hydrodynamic diameter is larger than expected from the
maximum increase compared to the bare gold nanoparticles’ size; considering IgG structure
(ref (Klein et al. 2009) and Figure S2), if more than two antibodies are chemisorbed on the

surface the measured diameter should be around 50 nm. The zeta potential of AuNP-Ab
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bioconjugate in PBS pH 7.4 also increased compared to the original AuNPs to -18.9 mV (see
Figure 75-B and Table S1) in agreement with previously observed data (Hinterwirth et al.
2013). The increase was even larger for AuNP-SEA bioconjugate, -6.3 mV. If the surface of
gold particles is fully covered with proteins, it is expected that the net charge of the conjugate
be close to that of the protein itself (Yang et al. 2001). The calculated isolectric point (pI) of
SEA is 6.6 according to the Expasy database, meaning that the protein should be slightly
negatively charged at pH 7.4 in accordance with the Z-potential value given above. The pl of
rabbit anti-SEA IgG is unknown, but the purification of rabbit IgG from serum by anion
exchange chromatography gave 2 IgG fractions with pl 5.65-8.7 and 5.5 — 7.1,
respectively(Geoghegan 1988). The Z-potential value of the AuNP-Ab conjugate indicates
that this antibody is more negatively charged than SEA at pH 7.4, meaning that its pl is

probably below 6, in the lower range of the interval given above.
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Figure 75 A: LSPR band change upon conjugation of anti-SEA Ab (left) and SEA (right) to AuNPs. The inserts
show cryo-TEM images of AuNP-Ab and AuNP-SEA bioconjugates. B: hydrodynamic diameter and zeta
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conjugate (5 pg/mL)
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In a preliminary experiment, the position of the LSPR band of the colloidal solution of AuNP-
Ab was monitored over time upon addition of SEA (1 pg/mL). Progressive shift of the LSPR
band to the red was seen to AL = 5 nm after 1 h (Figure 3A). Additional amounts of SEA at
higher concentration led to further shifts of the LSPR band which reached a AA of 11 nm on
the whole for 3 pg/mL SEA; no further shift was observed for higher SEA concentrations
(Figure 3A and insert therein). In parallel, the hydrodynamic diameter reached 131 nm and

the Z-potential further shifted to -11.8 mV (Figure 2B and table S1).
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The same experiment was carried out with AuNP-SEA instead of free SEA. Similarly,
progressive shift of the LSPR band to the red was noticed reaching AA = 7 nm at saturation
(Figure 3B). In this case, a perceptible change in color from pink to purple was observed
(Figure 2B, right) as well as a significant increase of the absorbance between 600 and 700 nm
(Figure S3) and a measured average Dy of 404 nm by DLS (Figure 2B and table S1). All
these data are consistent with the formation of aggregates resulting from interparticle
crosslinking. Unfortunately, addition of free SEA to the mixture of AuNP-Ab and AuNP-SEA
did not lead to particle dispersion as expected (Liu and Huo 2009; Tsai et al. 2005). Instead,
further shifts of the LSPR band to the red occurred (2 nm for [SEA] =1 pg/mL and 3.7 nm
for [SEA] =2 pg/mL) possibly because all the available antibody binding sites were not
occupied by SEA in the first place. Extension of the incubation time or change of the AuNp-
Ab / AuNP-SEA proportion did not improve the results. We thus conclude that the
competitive format is not adapted to SEA assay. In what follows, we explore the efficiency of
AuNP-Ab in the one-step colorimetric assay of SEA in the direct format depicted in Figure 74.
Optimizing the homogeneous assay of Staphylococcal Enterotoxin A (SEA): Since the
instrument employed to make the LSPR measurements displays high spectral resolution, we
anticipated that much lower band shifts corresponding to lower analyte concentrations could be
monitored. Therefore, the experiment consisting in adding increasing amounts of SEA to the
solution of AuNP-Ab with real-time monitoring of the LSPR band position was repeated in the
10 to 250 ng/mL range (Figure 3C). In the same manner, a progressive shift of the LSPR band
was observed and a dose-curve was established by plotting the band shift AA measured after 1
h versus the concentration of analyte (Figure 3D). We also ran the same experiments by DLS
to see whether this technique can provide analytical data on SEA detection. DLS results are
shown in the supplementary material section Figure S4. Though the addition of SEA to the

bioconjugates led to a perceptible increase in their hydrodynamic diameter starting from low

191



Chapitre 5 : Biocapteurs plasmoniques pour la détection de la SEA

SEA concentrations (ADu = 50 nm for 10 ng/mL) no workable outcome arose from adding

higher amounts of SEA; the average hydrodynamic diameter was barely modified after the first

addition.
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Figure 76 A and B: LSPR curves obtained by reacting AuNP-Ab conjugates with increasing concentrations in
the ng range of free SEA (A) and AuNP-SEA (B), the inserts show the dose-response curves obtained by plotting
the LSPR band shift AX as a function of SEA concentration measured after 1 h incubation. C: LSPR curve obtained
by reacting AuNP-Ab conjugates with increasing concentrations in the ng range of free SEA. The insert shows the
LSPR peak for the initial and final AuNP-Ab conjugates. D: Dose-response curve obtained by plotting the LSPR
band shift AA from C as a function of SEA concentration measured after 1 h incubation.
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Mathematical fitting of LSPR data points using the Langmuir isotherm equation (Figure 3D)
was done and gave an apparent dissociation constant K of 68 + 13 ng/mL =2.5+0.5nM and a
limit of detection of 5 ng/mL = 0.2 nM calculated from 3x the response of a blank sample (AA
= 0.1 nm). The dynamic range and the assay sensitivity were improved as compared to the
piezoelectric immunosensor for SEA we previously setup using the same antibody reagent and
for which the LOD was 4 times higher, 20 ng/mL, in the direct format but required the use of
an expensive quartz crystal microbalance at controlled temperature to carry out the
measurements (Salmain et al. 2012; Salmain et al. 2011) We expect that the limit of detection
may be further decreased by replacing the gold nanospheres by nonspherical gold nanoparticles
that show higher refractive index sensitivity (Mayer and Hafner 2011).

The same binding experiment performed by addition of 100 up to 2300 ng/mL bovine B-
lactoglobulin (a protein present in high concentration in the whey fraction of cow’s milk) to the
colloidal solution of AuNP-Ab did not lead to any significant change of the LSPR band (Figure
S5), indicating that previous band shifts were indeed related to the high affinity binding of SEA
to anti-SEA conjugated to AuNP which behaved as an efficient transducer of this biomolecular
association.

We finally assessed the stability overtime of the AuNP-Ab bioconjugates. To this aim, we
used the same batch of AUNP-Ab bioconjugates, stored in the refrigerator at 4°C for a year to
reproduce the LSPR experiments of the direct detection of SEA. The suspension was visibly
stable under this long storage paper and the UV-Visible spectra were identical to the original
ones confirming that no aggregation occurred. Note that when antibodies are simply
physisorbed on gold nanoparticles, aggregation showed to occur within less than 2 weeks. The
results of LSPR assay of SEA are shown in the supplementary information section, Figure S6.
The response of the sensor was identical to the freshly prepared bioconjugates showing a

remarkable stability over time paving the way for a commercial use of the so-built biosensor.
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CONCLUSIONS

Stable Gold nanoparticles-antibody bioconjugates (AuNP-Ab) were engineered by covalently
linking anti-SEA antibodies to citrate-capped gold nanoparticles using the Traut reagent. These
bioconjugates were deeply studied by several characterization techniques and were remarkably
stable after one year storage in the refrigerator at 4°C. Two formats of homogeneous binding
assays of Staphylococcal enterotoxin A (SEA) by localized surface plasmon resonance (LSPR)
were set up based a direct assay strategy, in which AuNP-Ab were reacted with SEA, and a
competitive assay starting from a mixture AuNP-Ab and AuNP-SEA bioconjugates.
Correlation between Plasmon shift and SEA concentration was established when the AuNP
conjugated to anti-SEA antibodies were mixed with SEA in the free form or conjugated to
AuNP. In the case of mixtures AuNP-Ab and AuNP-SEA bioconjugates (competitive format),
a significant red shift of the plasmon peak as well as nanoparticle aggregation were observed.
However, the addition of free SEA to the mixture of AuNP-Ab and AuNP-SEA did not lead to
particle dispersion showing that this competitive format is not adapted to SEA assay. In the
one-step LSPR assay of SEA following the direct format AuNP-Ab conjugates afforded
remarkable analytical performances in the efficient and specific LSPR biosensing of SEA at the
ng level. SEA was assayed in both pg and ng working ranges with a calculated limit of detection
(LOD) of 5 ng/mL. Moreover, the response of the sensor after one year storage at 4°C was
identical to the freshly prepared bioconjugates showing a remarkable stability over time and
paving the way for a commercial use of the so-built biosensors. The nanoplasmonic
immunosensor described herein requires rather simple optical equipment and straightforward
manipulations and provides an attractive alternative for the detection of SEA and other toxins
in the ng/mL range providing therefore a promising avenue for fast and sensitive samples

analysis.
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Figure S 1: Gold nanoparticles characterizations (a) UV-vis spectrum, (b) TEM image of gold nanoparticles and (c)
size distribution

Table 1: DLS and zeta potential data for AuNP and bioconjugates

Z-Average
ZP (mV) delta ZP (d.nm) deltaz
AuNP -45.3 1 18.1 0.4
AuNP-ADb -19.8 1 75.8 1
AuNP-Ab + SEA -11.8 1 131 3
AUNP | -45.3 1 18.1 0.4
AuNP-SEA -6.3 1 54.6 0.5
(AUNP-Ab) + (AuNP-SEA) -11.7 1 404.5 17
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Figure S 2: IgG structure and size from reference (Klein et al. 2009), SEA structure and size from PDB 1ESF, and
Relative size of nanoparticles and biomolecules, drawn to scale. Schematic representation of a nanoparticle with 5 nm
core diameter, 10 nm shell diameter from reference (Sperling and Parak 2010)
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Figure S 4: Dose-response curve obtained by plotting the hydrodynamic diameter ADu measured by DLS as a function
of SEA concentration measured after 1 h incubation
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Figure S 6: Stability tests showing the response of the same bench of AuNP-Ab conjugates upon their synthesis (2015)
and after a year storage in the refrigerator at 4°C (2016)
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Conclusion générale et perspectives

L’objectif de cette étude était de mettre au point une nouvelle stratégie d’élaboration
d’immunocapteurs intégrant des nanoparticules d’or, dans le but d’améliorer leur sensibilité de
détection. Afin d’y parvenir, deux voies ont été mises en ceuvre. La premicre repose sur
I’immobilisation des nanoparticules d’or sur les surfaces transductrices préalablement
fonctionnalisées et la deuxiéme consiste a utiliser les nanoparticules d’or comme transducteurs
pour les biocapteurs plasmoniques. Ces études ont été appliquées a la détection de deux cibles
d’intérét analytique différant par leurs poids moléculaire : le diclofénac, un polluant

pharmaceutique, et I’entérotoxine A produite par la bactérie S. aureus (SEA).

Dans une premicre partie nous nous sommes intéressés a la nanostructuration des biocapteurs
piézoélectriques. L’immobilisation des GNPs sur des surfaces planes a été étudiée afin
d’atteindre des architectures nanométriques utilisées comme plateformes d’immunodétection.
L’enjeu, a été d’optimiser la densité et la dispersion des nanoparticules sur les surfaces
fonctionnalisées pour former des couches reproductibles et stables. Nos travaux se sont alors
articulés autour de deux axes : le premier concerne la synthése de GNPs sphériques de forme
homogene et de taille monodisperse et le second se rapporte a leur immobilisation sur des
surfaces planes.

Dans un premier temps, la préparation de nanoparticules d’or a été réalisée suivant deux
protocoles. Leur caractérisation par spectroscopie d’absorption UV-visible et par MET a permis
de comparer les deux syntheses et choisir le protocole permettant d’obtenir un contréle fin de
la taille et la forme des GNPs. 1l s’agit du protocole combinant I’action des ions citrates et de
I’acide tannique.

Ensuite, la fonctionnalisation des surfaces transductrices de silicium et d’or, une étape clé dans
notre démarche, a été¢ effectuée a 1’aide silanes et de thiolalkyls possédant des longueurs de
chaines hydrocarbonées et des fonctions terminales différentes. Ainsi, trois surfaces ont été
préparées pour chaque substrat avec les fonctions terminales suivantes : NH,, NH»/SH et PEG-
NHoa. Cette étape a été vérifiée par différentes techniques de caractérisation de surface (angle
de contact, PM-IRRAS/ATR, et XPS).

Ces surfaces ont ensuite été utilisées pour immobiliser les nanoparticules d’or d’environ 14 nm
synthétisées par voie chimique selon la méthode citrate/acide-tannique. Les conditions de dépdt

ont également été variées afin d’optimiser la dispersion des GNPs en surface.
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Le suivi qualitatif et quantitatif en MEB a montré que la nature des fonctions chimiques
exposées avait une influence sur le taux de recouvrement des surfaces par les GNPs. La création
de points d’ancrage multiples (NH> et SH) permet d’obtenir un taux de recouvrement supérieur
a celui observé pour les surfaces NHa. Les meilleurs résultats en termes de densité et dispersion
ont ét¢ obtenus sur les couches PEG. Cette différence par rapport aux autres surfaces provient
des propriétés des couches PEG qui piegent les GNPs par la création d’interactions
multidentates entre les chaines PEG et les atomes d’or des GNPs. Ce phénomeéne a été confirmé
par la diminution de la dissipation en QCM lors du dépdt des GNPs sous flux du fait de la
rigidification de la couche flexible de PEG suite a I’incorporation partielle des GNPs.

Par ailleurs, le dépot des GNPs sous sonication et sous flux a permis d’améliorer la dispersion
des GNPs et de limiter la formation d’agrégats de GNPs par rapport au dépdt sous agitation. Le
dépot des GNPs sous flux permet non seulement d’obtenir des surfaces nanostructurées
ordonnées et de périodicité¢ remarquable, mais il permet aussi de suivre cette étape in situ par
QCM. Ainsi, le recouvrement des GNPs en surface peut étre quantifié¢ a la fois par MEB et par
QCM. La maitrise du dépdt des nanoparticules et la mise au point de protocoles reproductibles
et quantifiables était un préalable nécessaire a 1’élaboration de biocapteurs et a I’investigation
de I’apport de la nanostructuration pour ces systémes.

L’étape suivante a consisté a fonctionnaliser les GNPs immobilisées sur les surfaces en vue de
pouvoir y greffer les biomolécules. Deux molécules différentes ont été utilisées pour la
fonctionnalisation des nanoparticules : la cystéamine qui se lie aux GNPs via des groupements
thiols, et le PEGdiamine (DAPEG) pour lequel la liaison est assurée par des fonctions amines.
Les analyses MEB réalisées pour déterminer le taux de recouvrement apres traitement par ces
molécules ont montré que le DAPEG modifiait trés peu la couche de nanoparticules d’or tandis
que la cystéamine conduisait a la désorption des particules en exces et a une augmentation du
taux d’agrégats.

Enfin, la construction des immunocapteurs piézoélectriques pour les deux cibles a été effectuée
sur les surfaces ayant une dispersion et une densité de GNPs optimales. Pour le diclofénac, les
surfaces avec une couche d’accroche et une post-fonctionnalisation PEG ont été utilisées.
Cependant, ces surfaces ne sont pas avérées adaptées a des cibles protéiques comme la SEA a
cause de I’effet répulsif des chaines de PEG vis-a-vis des protéines qui a empéché le greffage
des biorécepteurs sur les surfaces. Ainsi, pour la SEA, I’interface de détection a été développée
sur les surfaces NH2/SH avec une post-fonctionnalisation CEA.

La comparaison des performances des immunocapteurs classiques (plans) et nanostructurés

pour les deux cibles a mis en évidence 1’apport positif des GNPs. Les mesures par QCM ont
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montré que la quantité d’anticorps (anti-DCF) capturé par les surfaces nanostructurées est
jusqu’a 6 fois supérieure a celle mesurée pour les surfaces planes. Pour la SEA, la
nanostructuration de surfaces a permis de diminuer la LOD a 5 ng/mL dans le format direct et
1 ng/mL pour le format sandwich, soit une amélioration de 60 % pour le format direct et 85 %
dans le format sandwich.

Pour les deux immunocapteurs, cette amélioration ne semble pas dépendre uniquement de
I’augmentation de la surface spécifique directement proportionnelle a la densité des GNPs en
surface, mais résulterait davantage d’un gain en accessibilité des cibles et/ou biorécepteurs
greffés du fait de la modification de la topographie de la surface.

Cette démarche analytique a I’échelle moléculaire a permis de montrer 1’apport géométrique
des GNPs et ouvre la voie a la réalisation de systémes de détection spécifiques de sensibilité
ameéliorée par rapport aux biocapteurs classiques. Le dépdt controlé de GNPs sur des surfaces
planes présente ¢également de nombreuses perspectives autres que 1’amélioration de la
sensibilité des biocapteurs. Les propriétés plasmoniques particulieres des substrats plans
décorés par des nanoparticules d'or sont aussi prometteuses si on les associe a des techniques
optiques comme la spectroscopie Raman exaltée de surface (SERS).

Dans le prolongement des résultats obtenus au cours de ce travail de theése, des essais de
détection du diclofénac en format compétitif utilisant ces surfaces nanostructurées devront étre
effectués. Pour la SEA, des essais sur des échantillons alimentaires doivent étre réalisés.

Il serait aussi intéressant de faire varier la concentration des GNPs déposées sous flux afin
d’atteindre une densité maximale sans agrégation. Dans la méme optique, la taille et la forme
des nanoparticules pourrait étre variée afin d’observer une éventuelle incidence sur

[’accessibilité des deux cibles.

Dans une deuxiéme partie nous nous sommes intéressés a I'utilisation des GNPs comme
transducteurs dans les biocapteurs plasmoniques. Cette approche est basée sur les propriétés
plasmoniques des GNPs, sensibles a 1’environnement immédiat. Nous 1’avons explorée pour
deux stratégie, la premiére est dite «directe» et est basée sur la mesure du déplacement de la
bande plasmon induit par la réaction immunologique entre la SEA et I’anticorps immobilisé sur
les nanoparticules, et la seconde, «compétitive», est basée sur une stratégie
d’agrégation/désagrégation d’un mélange de GNPs fonctionnalisés par des anticorps avec des
GNPS fonctionnalisés par leur cible. La premicre partie de ce travail a été consacrée a la mise
au point d’un protocole permettant de conjuguer les GNPs a 1’anticorps (anti-SEA-GNPs)

utilisant une immobilisation covalente. Il a aussi été appliqué a la cible pour former des SEA-
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GNPs. Cette méthode assure une immobilisation controlée des molécules d'anticorps et
d’analyte a la surface des GNPs. Cette étape a été vérifiée par le déplacement de la bande
plasmon vers le rouge en UV-vis et une augmentation du diamétre des particules en DLS. La
stabilité des bioconjugués formés a été étudiée et validée sur une période d’un an.

Ensuite, la réaction immunologique entre la SEA (libre/ immobilisée) et I’anti-SEA-GNPs a été
suivie par LSPR. Dans les deux cas, une corrélation directe entre la variation de la position de
la bande plasmon et la concentration de SEA a été établie.

Le biocapteur plasmonique opérant au format direct a permis la détection spécifique de la SEA
en une seule étape et avec une limite de détection de 5 ng/mL. Ces résultats trés prometteurs
nous encouragent a persévérer dans cette voie afin d’abaisser encore le seuil de détection. Dans
cette optique, on peut remplacer les GNPs sphériques par des nano-batonnets qui sont plus
sensibles au changement local de I’indice de réfraction avec une variation de la bande LSPR
longitudinale sur une gamme spectrale plus étendue. Vu que I’effet SPR est localisé, la
diminution de la taille du biorécepteur cible permettrait d’accroitre la sensibilité de la réponse
plasmonique. Dans cette optique, les fragments d'anticorps sont d’excellents candidats qui
permettraient de réduire la taille du récepteur tout en préservant ’excellente affinité des
anticorps pour leur cible. Au cours de ce travail de thése, nous avons entrepris une étude
minutieuse de la fragmentation d’anticorps anti-SEA. Les premiers résultats que nous avons
obtenus sont encourageants et ont abouti a 1’obtention des fragments d’anticorps actifs (non
dénaturés par le processus de fragmentation). Ces résultats n’ont pas été inclus dans le
manuscrit mais ils ouvrent la perspective d’augmenter considérablement la réponse du
biocapteur plasmonique direct. Ils permettraient également d’approfondir les travaux sur les
biocapteurs plasmoniques compétitifs pour lesquels 1’agrégation est fortement dépendante de

la distance interparticulaire qui se trouverait fortement réduite.

Au-dela des biocapteurs plasmoniques, 1’étude des biocapteurs piézoélectriques dans la
premicre partie de ce travail, a montré I’importance capitale de 1’accessibilité pour leurs
performances. L’utilisation de fragments d’anticorps serait donc, 1a également, un moyen
d’améliorer la réponse et d’augmenter la densité des cibles sur la surface.

Pour conclure, la compréhension des mécanismes inhérents a la biofonctionnalisation des
nanoparticules d’or et la mise au point de protocoles de dépot sur surface et en solution qui ont
fait I’objet de ce travail bien qu’appliqués ici uniquement au domaine des biocapteurs sont

extrapolables a tous les domaines d’applications nécessitant I’intégration maitrisée de

nanoparticules d’or en interaction ou non avec des biomolécules.
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Annexe 1

Méthodes de calcul

1- Calcul de la concentration des GNPs

Deux méthodes pour calculer C(GNPs) :

Théorique

Connaissant la concentration initiale de la solution de sels d’or et en supposant que la réduction
de l'or (IIT) en atomes d'or est compléte, la concentration des GNPs peut étre déduite du rapport
du nombre total d’atomes d’or sur le nombre d’atomes d’or par particules :

NTotal

Ny V. N,

C (GNPs) =
Nrotal : nombre total d’atomes d’or dans la solution de 100 mL.

=1 (Au) final x Na=2.539.10" N4 atomes.

nayfinal _ [Au]final _ 2,539.107%
Npp .V Npp Npp

= C (GNP) =

Npp : nombre d’atomes d’or par particule

= ¥ _ — 30,8967 D’

Vatome Au

7 D3 .
Vane = — avec D = diameétre moyen en nm = 13, 5 nm

Vatome Au = NMAu =1.695.10% nm?; May = 197,0 g.mol™ ; pau = volumique de ’or = 19, 31

A-PAu

g.cm™=19,31.102%" gnm; Na = 6,02.10?* atomes.mol!

= Npp =76017,47 atomes dans 13,5 nm de diamétre

= C (GNP)=3,34 10" mol.L"!

Expérimentale

En se basant sur le plasmon des GNP [1] :

A (450)1014

~ 7
D2[-0,295+1,36 exp(—(D7:2'8) )

N =

Nous avons A(450) = 0,60477 ; D=13,5 nm
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= N=2,33010" NP.mL"' =3,874 1072 mol.mL"'

= (GNP)=3,874 10~ %mol.L!

[1] W. Haiss, N.T.K. Thanh, J. Aveyard, D.G. Fernig, Analytical Chemistry 79 (2007)
4215-4221.

2- Traitement des clichés MEB et TEM par imageJ

Le traitement des clichés MEB et TEM, a été réalisé a I’aide du logiciel de traitement d’image
ImageJ. Une démonstration sur un échantillon de MEB est présentée ci-dessous afin de mieux

comprendre la démarche suivie pour quantifier les nanoparticules d’or.
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3- Modéle de Langmuir

Le modéle de Langmuir représente le cas idéal de 1’adsorption réversible d’une monocouche
de molécules sans interactions entre elles sur des sites de fixation identiques. L’adsorption des
protéines sur une surface est le plus souvent représentée par ce modele. L’équation proposée

pour décrire I’isotherme de Langmuir est de la forme :

—_ qm KLCc
T TIIRE

“e
Ou qe : capacité d’adsorption a 1’équilibre ;
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qm : capacité d’adsorption de saturation ;

K1 : constante de Langmuir.
La transformée linéaire de Langmuir s’écrit :

C 1 1
SRl i

U['r LTr.rl.'l Ki.(‘Em

L’expression mathématique du modele de Langmuir, appliquée a la variation de la fréquence

en QCM est donnée par 1’équation suivante :

c C N 1
Af Afmax Ka Afmax

Avec Af la variation de fréquence, C la concentration de la solution injectée, Afmax est la

fréquence maximale, et K, est la constante d’affinité.
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IAnnexe 2

Données de caractérisation complémentaires

1- Caractérisation des surfaces par AFM

12 nm
RMS,, . =16nm
I}
1 A
2| A
. [\1\ Iﬂplf"\_lﬁ\.. |rII U\ r|
\ i
of /Y I '|U| W m
0 200 400 600 800 1000
Lateral displacement (nm)
=12 nm

Figure 77 : Image AFM (5 x 5-um) et profil topographique sur une surface de silicium fonctionnalisée
GOPTS-DAPEG.
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Figure 78 : Image AFM et profil topographique sur une surface de silicium fonctionnalisée GOPTS-
DAPEG apres dépot des GNPs sous flux.
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Figure 79 : Image AFM et profil d’adhésion sur une surface de silicium fonctionnalisée (A) APTES et
(B) GOPTS-DAPEG apres dépdt des GNPs sous flux.
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2- AD = f (AF)
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Figure 80 : Variation de la dissipation en fonction de la variation de fréquence de résonance lors du
dépot des GNPs sous flux sur les surfaces de silicium.
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Abstract Immobilization of gold nanoparticles on planar sur-
faces is of great interest to many scientific communities; chem-
ists, physicists, biologists, and the various communities work-
ing at the interfaces between these disciplines. Controlling the
immobilization step, especially nanoparticles dispersion and
coverage, is an important issue for all of these communities.
We studied the parameters that can influence this interaction,
starting with the nature of the terminal chemical function. Thus,
we have carefully grafted silanes terminated by either amine or
thiol groups starting from aminopropyltriethoxysilane
(APTES) or mercaptopropyltriethoxysilane. We also changed
the chain length for thiol-terminated layers through covalent
grafting of mercaptoundecanoic acid (MUA) on APTES-
modified layers, and the protocol of nanoparticles deposition
to evaluate whether other factors must be taken into consider-
ation to rationalize this interaction. The formed layers were
characterized by X-ray photoelectron spectroscopy and gold
nanoparticles deposition was monitored by scanning electron
microscopy and surface-enhanced Raman scattering. We ob-
served significant differences in terms of nanoparticles disper-
sion and density depending on the nature of the chemical layer
on silicon. The use of ultrasounds during the deposition process
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was very efficient to limit aggregates formation. The optimal
deposition procedures were obtained through the use of
APTES and APTES/MUA functionalization. They were com-
pared in terms of coverage, dispersion, and densities of isolated
nanoparticles. The APTES/MUA surfaces clearly showed bet-
ter results that may arise from both the longer chain and the
dilution of thiol end groups.

Keywords Gold nanoparticles - Silicon surface - Silane
grafting - Surface functionalization - XPS - Scanning electron
microscopy

Introduction

The fabrication of solid substrates with gold nanoparticles
assemblies immobilized on their surface is currently the sub-
ject of growing interest because of the key role these sub-
strates could play in the development of several devices [1-3].
The physical and chemical properties of these devices will
depend not only on the size and shape of the gold nanoparti-
cles but also on their spatial arrangement and on the nature of
their interaction with the substrate surface [4—6]. Biosensors
represent one of the areas for which the use of nanoparticles is
booming. Indeed, biosensors are analytical tools whose effec-
tiveness is highly dependent on the accuracy of the measure-
ment and thus on its reproducibility [7, 8]. Input from gold
nanoparticles in this area is twofold: on the one hand, they
allow amplification of the signal transduction for many tech-
niques and, on the other hand, they can provide surface
nanostructuration [9, 10]. In both cases, achieving a densely
packed layer and a regular arrangement is crucial to ensure an
optimal amplification while preserving a reproducible and
quantitative response of transduction techniques [11, 12].
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Usually, the anchoring of gold nanoparticles on the solid
substrates is carried out by using an intermediate layer of organic
molecules grafted on the solid surface, whose terminal functional
groups are selected for their electrostatic or chemical interactions
with the nanoparticles [11-16]. These platforms should also be
stable over time and the interaction of the nanoparticles with the
surface should be strong enough to ensure that the nanoparticles
remains attached to the surface during further functionalization
and upon utilization. The molecules commonly used for the
functionalization of oxidized silicon wafer or glass slides are
organosilane with up to three hydrolysable groups (either —OR
or —Cl) that would react with the silanols groups from the
substrate surface and (at least) a nonhydrolysable group bearing
the terminal function responsible for the interaction with the gold
nanoparticles [17]. Among the large variety of available
organosilanes, aminopropyltriethoxysilane (APTES;
NH,(CH,);Si(OCH,CHs)s) is, by far, the most studied surface
modifier (references [18-21] and references therein). APTES is
relatively easy to handle thanks to its moderate reactivity. Its
three hydrolysable ethoxy groups ensure a robust anchoring of
the silane to the surface (silanization step), whereas the amine
function of the aminopropyl group remains available for further
reaction. Terminal amine functions are extensively used
for surface functionalization because they easily react
with acid, aldehyde, or thiocyanates through covalent
bond. Moreover, amine groups have affinity to gold nano-
particles and are widely used to immobilize them through
electrostatic interactions [4, 11, 14].

The numerous studies dealing with the functionalization of
silica/oxidized silicon surface with APTES have shown
that the silanization step is very sensitive toward experi-
mental conditions and that the final surface state of the
modified substrate depends strongly on temperature, pres-
ence of water, concentration of APTES, and the duration
of the grafting step [18].

In this work, we studied the organic layer influence on the
grafting of gold nanoparticles on functionalized silicon sub-
strates. Our aim was to find the optimal experimental condi-
tions for both an optimal density and dispersion of gold
nanoparticles on silicon surfaces. For this purpose, we ex-
plored some of the parameters that can influence this interac-
tion, starting with the nature of the terminal chemical function.
In a first step, APTES was used to form amine-terminated silane
layers. Then, starting from mercaptopropyltriethoxysilane
(MPTES), thiol-terminated silane layers were constructed. We
also changed the chain length for thiol-terminated layers
through covalent grafting of mercaptoundecanoic acid (MUA)
on APTES-modified layers. This latter functionalization proce-
dure was successfully used by Kaminska et al. to immobilize
CTAB-covered nanoparticles on silicon and reach a densely
packed layer [22]. X-ray photoelectron spectroscopy (XPS) and
contact angle measurements were used to characterize the
formed layers and the protocol of nanoparticle deposition was
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modified, particularly using ultrasonication during the
deposition of the spherical gold nanoparticles. The
grafting of nanoparticles was monitored by surface-
enhanced Raman scattering (SERS). Finally, scanning
electron microscopy (SEM) was used to compare gold
nanoparticles coverage and dispersion for the considered
surface functionalizations.

Experimental section
Materials

N-ethyl-N'-(3-(dimethylamino) propyl) carbodiimide hydro-
chloride (EDC; 98 %), sodium citrate (HOC(COONa)
(CH,COONa),-2H,0; 99 %), and gold(Il)chloride trihydrate
(HAuCl4.H,0;>99.9 %) were purchased from Sigma Aldrich.
N-hydroxysuccinimide (NHS; 97 %), 11-mercaptoundecanoic
acid (MUA; 95 %), (3-aminopropyl)triecthoxysilane (APTES;
99 %) and (3-mercaptopropyl)trimethoxysilane (MPTES;
95 %) were purchased from Aldrich and ethylenediamine
(EDA; >99.5 %) from Fluka. Silicon wafer <100> from Sigma
Aldrich was cut into 1x1 cm? pieces. Sulfuric acid, 96 %
(H,SO,4) and hydrogen peroxide, 30 % in water (H,O,) were
supplied by Carlo Erba. Toluene, acetone, and ethanol were
purchased from Analar Normapur. MilliQ water (18 M2,
Millipore, France) was used for the preparation of the solutions
and for all rinses. All chemicals were reagent grade or higher
and were used without further purification.

Surface chemistry

First, silicon surfaces were cleaned following a proce-
dure which includes several washing step, a treatment
with a piranha solution, and finally a treatment with UV
ozone. A detailed description of this procedure is given
in reference [18].

The same experimental conditions were applied for silane
grafting for the amine-terminated silane (APTES) and for the
thiol-terminated one (MPTES): the surface oxidized and
cleaned silicon wafer was immersed in a 50 mM solution of
silane in anhydrous toluene at 75 °C for 24 h. After
silanization step, the samples were washed twice, sonicated
for 10 min in anhydrous toluene, dried under nitrogen, and
heated at 90 °C for 2 h.

The MUA grafting was achieved after APTES deposition
on silicon surfaces. First, MUA solution was activated using a
mixture of EDC and NHS in ethanol during 90 min and then
the APTES-modified silicon surfaces were placed in the acti-
vated solution of MUA for 90 min, then washed twice in
ethanol and dried under nitrogen.
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Gold nanoparticles preparation and deposition

Citrate-stabilized gold nanoparticles (GNPs) were pre-
pared according to the standard method developed by
J. Turkevich and co-workers and refined by G. Frens.
Details on solution storage and particles dispersion are
given in references [11, 12].

Freshly synthesized Au NPs were then deposited, with no
further dilution, on the modified silicon surfaces for 2 h either
using a gentle agitation or using a sonication bath (Elma,
90 W, 45 kHz). Silicon substrates were then washed twice in
water and dried under nitrogen.

Characterization techniques

TEM Transmission electron microscopy measurements were
performed using a JEOL JEM 1011 microscope operating at
an accelerating voltage of 100 kV. The transmission electron
microscopy (TEM) grids were prepared as follows: typically
1.5 mL of the solution was centrifuged at 10,000 rpm
(equivalent to 11,200 relative centrifugal forces) for
10 min to precipitate the particles. The colorless superna-
tant was discarded. The heavy residue was redispersed in
a suitable volume of deionized water depending on the
quantity of the residue. Of this redispersed particle sus-
pension, 2 puL. was placed on a carbon-coated copper grid
and dried at room temperature.

SEM Scanning electron microscopy images of the gold nano-
particles on the modified silicon wafers were obtained using a
SEM FEG Hitachi SU-70 scanning electron microscope with
a low voltage of 1 kV and distance of 1.9-2.3 mm; the
secondary electron detector “in Lens” was used. The distribu-
tion of gold nanoparticles on the surfaces was established
considering 1,000-1,500 particles.

Contact angle measurements Static water contact angles were
measured at room temperature using the sessile drop method
and image analysis of the drop profile. The instrument, which
uses a CCD camera and an image analysis processor, was
purchased from Kriiss (Germany). The water (Milli-Q) droplet
volume was 1 pL and the contact angle (8) was measured 5 s
after the drop was deposited on the sample. For each sample,
the reported value is the average of the results obtained on
three droplets and the overall accuracy in the measurements
was better than +5°.

XPS XPS analyses were performed with a PHOIBOS 100 X-
ray photoelectron spectrometer from SPECS GmbH
(Germany) with an monochromated Al Kx X-ray source
(hrv=1,486.6 ¢V), operating at 10~'° Torr or less, in a “fixed
analyzer transmission” analysis mode with a 720 mm en-
trance slit, leading to a resolution of 0.1 eV. A 10 eV pass

energy for the survey scan and 10 eV pass energy for the small
regions were applied. The spectra were fitted using Casa XPS
software (version 2.3.13, Casa Software, UK).

SERS Surface-enhanced Raman scattering spectra were re-
corded in the 500—1,900 cm™' range on a modular Raman
spectrometer (Model HL5R of Kaiser Optical Systems, Inc.)
equipped with a high-powered near-IR laser diode working at
785 nm. Before spectra acquisition, an optical microscope
(Olympus; objective, x50) was used to focus the laser beam.
Measurements were carried using an objective x100. The laser
output power was 10 mW, which corresponds to ~1 mW on
samples. For each spectrum, 30 acquisitions of 5 s were
recorded to improve the signal-to-noise ratio. To ensure a
representative characterization of surfaces, a minimum of
three measurements were taken on different parts of the
surface.

Results and discussion
Silane grafting and surface characterization

Gold nanoparticles are commonly immobilized on amine-
terminated layers, through electrostatic interaction or on
thiol-terminated layers through covalent bonds. These two
terminations were compared herein through the use of APTES
or MPTES for silanization. Adding MUA on the APTES layer
would lead to a longer chain terminated also by a thiol func-
tion, and thus enabling us to establish the influence of an
additional parameter, namely, the hydrocarbon chain length.
The three chemical modification of silicon surfaces are shown
in Fig. 1. In a first stage, the efficiency of silane binding and
further chemical grafting was investigated through contact
angle measurements and XPS analysis of the functionalized
silicon surfaces.

Contact angle measurements were performed to investigate
the hydrophilic character of the three functionalized silicon
surfaces. The pictures obtained with the CCD camera and the
corresponding angles are shown in Fig. 2.

The initial clean silicon surface (Fig. 2a) was very hydro-
philic and the contact angle (<10°) could not be measured due
to drop spreading. This result confirms the efficiency of the
applied cleaning procedure to remove the organic contami-
nants from the surface [23]. Upon APTES grafting (Fig. 2b),
the measured contact angle was 83°, indicating a hydrophobic
layer. This result is in agreement with previously observed
values [18], the hydrophobic character, in apparent contradic-
tion with the hydrophilic terminal amine functions, is proba-
bly due to the folding of amine terminal function to form H
bonds with free silanol groups [24]. For the MPTES
functionalization, the contact angle was lower than for
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Fig. 1 Schematic description of
the three functionalized surfaces

APTES

APTES-modified surfaces (~61°). This higher hydrophilicity
may be due to the lower tendency of sulfur to form hydrogen
bonds; which could induce less folding of the silane chains.
But another possibility, that will be discussed hereafter, on
XPS data basis, is the incomplete coverage of silicon surface
by MPTES; this would indeed lower contact angle values as
the measured value will include a contribution of the
hydrophilic-bare silicon oxide. Finally, upon grafting MUA
on the APTES-modified layer, an even lower contact angle
was recorded, ~40°, suggesting a higher hydrophilic character
of'the resulting surfaces. The increase of hydrophilic character
with chain length was observed likewise by Wasserman et al.
upon assembling chloroalkylsilanes on silicon surfaces [25].
The most likely explanation is the increase of the layer crys-
tallinity and organization due to the increase of Van der Waals
interactions between alkyl chains [26]. This higher crystallin-
ity would reduce the folding of the terminal groups, thus
exhibiting the hydrophilic part of the grafted molecule on
the upmost of the surface [27].

MPTES APTES/MUA

The modified silicon surfaces were also characterized by
XPS analysis. The main XPS spectra are shown in Fig. 3. On
all the survey spectra, in addition to the silicon and oxygen
peaks arising from silicon wafers and the silica layer, carbon,
nitrogen, and sulfur for APTES/MUA- and MPTES-modified
surfaces were present. On the Si 2p peaks, shown in Fig. 3,
two contributions were observed; the first one at ~99 eV,
arises from bulk silicon wafer Sio, and the second contribution
at higher binding energy, ~103 eV is attributed to Si'" in both
oxide layer and grafted silanes. The ratio Si”*/Si’ was calcu-
lated to compare silane coverage, assuming the silica layer
was similar in all cases. For the three surfaces, the values were
very close, 0.64, 0.62, and 0.56, for APTES, MPTES, and
APTES/MUA, respectively, suggesting similar average cov-
erages with silanes, and not enabling a precise comparison of
the amounts of grafted silanes.

The N 1s peaks included two contributions attributed to
amine groups [C—-NH,] (at 399.8 eV) and protonated amines
C-NH;" (at 401.6 eV). The shape of this peak was modified

Fig.2 Static water contact angles a
pictures, and corresponding

e<10° |b

6=83=(2)°

angles; a cleaned (oxidized)
silicon wafer, b silicon-grafted
APTES, e silicon-grafted
MPTES, and d silicon-grafted
APTES/MUA

8=61=(2)° | d

0=40=(4)°
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upon grafting MUA, but it is difficult to discriminate the
contribution of amide nitrogen [C=O)-NH] from the amine
one [28]. The S 2p spectra showed the S 2p doublet at 163.6
and 164.9 eV for S 2p3,, and 2p, », respectively, correspond-
ing to the sulfur in the SH groups.

For the APTES/MUA-modified surface, the ratio S/N cal-
culated using S 2p and N 1s peak was 0.24. Thus, despite the

Fig. 4 Raman spectra obtained
for gold nanoparticles deposited
on silicon surfaces modified by
APTES/MUA (a), APTES (b),
and MPTES (c). d Silane layers
prior to gold nanoparticles
deposition

\,

630 700 800 1040

\

L

large excess of MUA in solution, only ca. 24 % of amine
groups have reacted with the acid function of MUA. There-
fore, thiol-end groups on these surfaces are “diluted” and four
times less numerous than amine functions on APTES-
modified surfaces. In addition, the integration of the S2p for
both APTES/MUA and MPTES led to similar amounts of
sulfur. Therefore, the use of MPTES would have led to a
silane coverage four times lower than the use of APTES. This
low value is not surprising as it was established than the
terminal amine groups of APTES act as catalysts for silane
reaction with silanols, thus enhancing the efficiency of
grafting [24, 29]. We confirmed these observations by
performing the MPTES grafting using a small amount of
ethylenediamine as catalyst. The XPS results (see Electronic
supplementary material (ESM) 1) showed an increase of
sulfur amount by a factor of 3.7, indicating a silane cover
close to that obtained for APTES.

Gold nanoparticles deposition and characterization

Before interacting with the silane layers, the solution of gold
nanoparticles was characterized by UV—visible spectroscopy.
On this spectrum (see ESM), a narrow plasmon band was
present at 525 nm, indicating a homogeneous particle
size of ~13 nm [30, 31]. Gold nanoparticles size and distribu-
tion were also confirmed by TEM images (see ESM 1).
Figure 4 shows the Raman spectra of functionalized silicon
surfaces before and after gold nanoparticles deposition. On the
Raman spectrum of the functionalized silicon surface before
the deposition of GNPs, the vibration bands of silanes could
not be seen and only silicon signal was observed around 500
and 1,000 cm ™" for the silica layer. After gold nanoparticles
deposition, a SERS effect is expected [32, 33]. For the three
functionalized surfaces, a Raman signal was observed,
evidencing the grafting of gold nanoparticles [34, 35].
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Fig. 5 SEM images of silicon
surfaces after nanoparticle
deposition without (a) and with
(b and c¢) sonication on APTES,
MPTES, and APTES/MUA

The main bands observed on SERS spectra arise from the
characteristic bands of citrates and mainly of the carboxylate
groups between 1,200 and 1,600 cm™' [11, 36]. The v (C—C)
arising from citrates and silane carbon chain formed massif of
bands in the region 900-1,100 cm . Some differences, related
to the different underlayer compositions, were observed and
highlighted on the figure. On APTES/MUA, bands were pres-
ent corresponding to v (C-S)g at 630 cm ™' and v (C-S)y at
700 cm™', which is absent from the APTES spectrum. The
intensities of the bands at 800 and 1,040 cm ™' arising from
amine functions were modified upon MUA grafting on APTES
and an additional band, amide II, appeared at 1,552 cm ' [37].

Considering the citrates bands, the intensity of the signal
was dependent on the system: While APTES- and APTES/
MUA-modified surfaces led to similar intensities; the
MPTES-modified surfaces exhibited lower exaltation. This
may be due to a lower coverage of GNPs as discussed below.

Figure 5 shows SEM images recorded after deposition of
gold nanoparticles on APTES-, APTES/MUA-, and MPTES-
modified silane surfaces. In Fig. 5a, the images obtained when
nanoparticle deposition was carried out with a gentle agitation
are shown. The highest coverage in gold nanoparticles was
clearly observed on APTES/MUA-modified surfaces. Howev-
er, for the three surface functionalization nanoparticles, aggre-
gates are clearly observable with this deposition procedure.

When gold nanoparticles deposition was done under son-
ication, the largest nanoparticles aggregates were removed on
both APTES and APTES/MUA surfaces. On these two sys-
tems, the dispersion was also clearly improved. The GNPs
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coverage on APTES was considerably increased. On MPTES
layers, no significant improvement was observed using the
sonication bath. The same results were obtained upon depos-
iting the nanoparticles on the MPTES catalyzed by
ethanediamine with or without sonication (images in the
ESM 1). The sulfur density at silicon surface is therefore not
a determining factor for this system.

Despite the improved dispersion and the removal of the
largest aggregates, a closer inspection of the SEM images at
higher magnification (Fig. 5c¢) showed the presence of small
aggregates especially on APTES layers. To compare efficient-
ly the dispersion on APTES and APTES/MUA layers, particle
distributions were quantified for these two functionalizations
and are presented as histograms in Fig 6.
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Fig. 6 Gold nanoparticles distribution on APTES/MUA (dark) and on
APTES (bright)-modified layers
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The comparison of the aggregate size distribution for the
two functionalized surfaces clearly showed that the APTES/
MUA functionalization allowed a better dispersion of the gold
nanoparticles with a large fraction of isolated particles where-
as, on the APTES functionalized surface, the nanoparticles
formed higher amount of large aggregates. This better disper-
sion of gold nanoparticles on the MUA/APTES layer may
result from the dilution of terminal functions on this system,
24 % SH on MUA/APTES vs 100 % NH, on APTES. Indeed,
similar behavior was observed using mixed thiol self-
assembled monolayers to immobilize proteins: the dispersion
was better when the terminal functions were diluted [38, 39].
The length of the alkyl chain induces also a better flexibility of
the organic layer that probably favors nanoparticles binding
compared to the MPTES layer [8].

Conclusion

We studied the organic layer influence on the grafting of gold
nanoparticles on functionalized silicon substrates. To this aim,
we grafted silanes terminated by either amine or thiol groups
starting from APTES or MPTES. A third layer, also terminat-
ed by a thiol function, was constructed by covalent attachment
of MUA on APTES-modified layers. XPS characterizations
confirmed the successful grafting of APTES and MPTES on
silicon surfaces. Upon adding MUA to the APTES-modified
layers, only 24 % of the amine functions reacted. Spherical
gold nanoparticles were then deposited on these layers. SEM
revealed that sonication during the deposition procedure lim-
ited the presence of aggregates on the surfaces. The higher
coverage in gold nanoparticles was observed on APTES and
APTES/MUA layers. SEM images also showed that gold
nanoparticles dispersion was better on APTES/MUA than
on APTES, with a larger fraction of isolated particles and
few aggregates. This system likely benefits from both the
dilution of terminal functions, 24 % SH, and the flexibility
of the organic layer.
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ABSTRACT. We investigated the nanostructuration of Gold and Silicon sensors by Gold
nanoparticles (AuNPs) with the final objective of building up a piezoelectric immunosensor for
diclofenac, a small-sized pharmaceutical pollutant. Different surface chemistries were devised to
generate a layer of AuNPs on the planar substrates. These surface chemistries included amines to
immobilize AuNPs via electrostatic interaction, or a mixture of amines and thiols to covalently
attach the AuNPs. We also generated PEG-amine terminated surfaces to benefit from the well-
known non-biofouling properties of PEG-coated surfaces. The functional substrates and the
resulting gold nanoparticle layers were characterized in detail by Surface IR, contact angle
measurements and Scanning Electron Microscopy (SEM). The coverage and the dispersion of
AuNPs were strongly dependent on the anchoring points on the surfaces. The mechanism of
adsorption is discussed herein considering the terminal groups and their charge at the pH of
AuNPs adsorption. The results show that the best coverage and dispersion were reached when
the attachment layer offered multiple interaction points. PEG-coated surfaces led to a stable
AuNPs layer resistant to ultrasounds and to further functionalization of the immobilized
nanoparticles. These surfaces were used to engineer quartz crystal microbalance (QCM)
biosensors for diclofenac detection. The AuNPs nanostructured substrates significantly enhanced
the biosensor sensitivity as compared to planar substrates (up to 6 times higher). This
enhancement presages a higher sensitivity in the competitive detection of diclofenac on these
systems. More importantly, despite the biorecognition and the drastic regeneration conditions,
SEM images show that gold nanoparticles layers are stable and reliable, which paves the way for

their use as nanostructured platforms for multiple applications.

KEYWORDS. Gold nanoparticles, silicon, silane grafting, surface functionalization, Scanning

electron microscopy, immunosensor



INTRODUCTION

The assembly of gold nanoparticles (AuNPs) onto planar substrates has expanded tremendously
over the last several decades, particularly in the biosensors field !. These nano-objects lead to
dramatic improvements in the performance and sensitivity of biosensing devices owing to their
plasmonic properties and to their efficiency as nanostructuration agents. The benefit from
plasmonic properties of planar substrates decorated by gold nanoparticles is dramatic for
techniques such as surface enhanced Raman spectroscopy (SERS) now widely employed for
biosensing?. The interest in these nano-objects for signal enhancement in biosensors based on
non optical techniques is more recent, yet it is growing fast. In the particular case of quartz
crystal microbalance (QCM) biosensors, nanostructuration of the surface of the quartz crystal
electrodes with AuNPs leads to an increase of the accessible surface area and by then the number
of binding sites 3. For DNA biosensors, nanostructuration by AuNPs results in a better
attachment of the oligonucleotides to the surface, up to 10 times higher than on planar substrates,
and therefore an increased capacity for nucleic acid detection #. The same trend was observed for
antibody-based biosensors; despite the bigger size of these receptors, their density was improved
while preserving affinity to their target . All the same, antibody fragment based biosensors
benefit from AuNPs assembly; higher sensitivity and overall better immunosensing performances
were evidenced °.

Grafting of metallic particles on substrates is often done a posteriori, starting from colloidal
solutions??. Commonly synthesized by the so-called “Turkevich Synthesis’,” —involving the
reduction of Au ions by reducing agents such as citrate — gold nanoparticles are formed through a
classical nucleation and growth process terminated by citrate (NazCsHs07), which controls the

nanoparticle size and morphology by acting as a surface functional layer or a capping agent, and



preventing inter-particle aggregation through electrostatic repulsion. Prior to AuNPs deposition,
surfaces need to be covered with reactive functions, usually amines or thiols, to favour the
interaction with AuNPs through electrostatic or covalent bonds. Molecules commonly used at
this step are organothiols in the case of gold ® or organosilanes for oxidized silicon and glass
surfaces °. More recently, polymer-based coating was applied to attach AuNP on planar
substrates'?. Poly(ethylene glycol) (PEG) is particularly adapted to biosensing applications by
forming smooth and uniform PEG films that inhibit non specific adsorption ! and provide a high
affinity to citrate-stabilized gold nanoparticles!?. Once AuNPs are immobilized on a substrate,
although the citrate capping agent is well-suited as a native functional layer during synthesis,
substituting citrate, which is only bound loosely to the nanoparticle surface through weak van der
Waals interactions, by a more tightly bound and well-defined capping layer is mandatory for
further grafting of biomolecules or target and application in biosensing. For this post-
functionalization the organosulfur compounds represent perhaps the most widely practiced
route'3. To withstand this post-functionalization, AuNP layers should also be stable over time and
their interaction with the surface strong enough to ensure that the nanoparticles remain attached
during further functionalization and upon utilization. Despite the huge interest in AuNP-
nanostructured substrates, the assembly of gold nanoparticles on surfaces and their post-
functionalization still relies on an approximate approach since the fundamentals of the chemistry
involved in the adsorption process are poorly understood’® !4,

In this contribution, we investigated the mechanism of assembly and the stability of spherical
gold nanoparticles on functionalized silicon and gold substrates. To this purpose, we devised
different surface chemistries to establish the key-parameters in the attachment layer that

dominate the interaction with gold nanoparticles. Both gold and oxidized silicon substrates were



modified by thiols and silanes to generate amine-terminated layers. Then, reaction of a thiol-
terminated carboxylic acid with the grafted amines allowed us to generate mixed thiol/amine
terminated layers. In addition, we utilized diamine-PEG cross-linked to acid and epoxy groups
on gold and silicon, respectively, to compare the efficiency of these films to the previous ones.
The assembly of gold nanoparticles on these platforms was examined in depth by Scanning
Electron Microscopy (SEM), focusing on the coverage and dispersion, and the impact of the
attachment layers is discussed. We also investigated the influence of the post-functionalization
agent (either an organothiol or a PEG) on the AuNP layers. Finally, the stable and well-dispersed
layers are used to build piezoelectric immunosensors for the anti-inflammatory drug diclofenac
and their efficiency was compared to planar surfaces. The stability of AuNP layer upon

biorecognition and regeneration processes was eventually investigated by SEM.

EXPERIMENTAL SECTION

Materials: Sodium citrate, gold(IIl) chloride trihydrate, 3-glycidyloxypropyltrimethoxysilane
(GOPTY), tannic acid, N-ethyl-N'-(3-(dimethylamino)propyl)carbodiimide hydrochloride (EDC),
cysteamine.HCI (CEA), diclofenac sodium salt, phosphate-buftered saline (PBS) pH= 7.4,
poly(ethylene glycol) bis(amine) DAPEGess (MW= 3000 Da) , N-hydroxysuccinimide (NHS),
11-mercaptoundecanoic acid (MUA), (3-aminopropyl)triethoxysilane (APTES) (99%), silicon
wafers <111> and anti-mouse IgG (Fc specific) antibody produced in goat were purchased from
Sigma—Aldrich. Poly(ethylene glycol) bis(amine) DAPEGss (MW = 2000 Da) was obtained from
Huntsman (Rotterdam, Netherlands). Sodium dodecyl sulfate (SDS) was purchased from Fisher
Scientific. The rabbit polyclonal anti-diclofenac serum was prepared in-house 3. Milli-Q water

(18 MQ, Millipore, France) was used for the preparation of the solutions and for all washes.



Experiments were carried out at room temperature unless otherwise stated.

Surface chemistry: Silicon wafers cut into 1 x 1 cm pieces were cleaned following a procedure
including several washing steps and treatment by hydrochloric acid / methanol 1:1 (v/v) for 1 h.
Reactive hydroxyl groups were generated by shaking wafers in sulfuric acid for 1 h. After
washing with water, the substrates were dried under nitrogen flow '°. APTES was grafted by
immersing the wafers in a solution of silane in anhydrous toluene (50 mM) and heating at 75°C
for 24 h. Samples were washed twice, sonicated for 10 min in anhydrous toluene, dried under
nitrogen flow, and heated at 90°C for 2 h 7. Surface sulfhydryl functions were generated by
exposing the wafers to a solution of MUA (10 mM in EtOH previously activated with NHS (2.4
eq.) and EDC (1.2 eq.)).Grafting of GOPTS was carried out by covering wafers with GOPTS
(100 pL) and avoiding exposure to the atmosphere by assembling two substrates face-to-face.
After 3 h, the sandwiches were separated and sonicated first in ethanol, then in methanol and
again in ethanol for 5 min each. They were dried under nitrogen flow and heated for 5 min at
85°C. Afterwards, the wafers were treated with molten DAPEGas (600 pL) and incubated at
98°C for 12 h in the sandwich format. The wafers were separated, sonicated in water for 15 min
and dried under nitrogen flow ''°,

Gold-coated sensors were immersed in a freshly prepared solution of CEA (10 mM in water) or
MUA (10 mM in EtOH) for 18-24 h. After washing with the same solvent, the CEA-treated
surfaces were dipped into a solution of MUA (10 mM in EtOH previously activated with NHS
(2.4 eq.) and EDC (1.2 eq.)) for 2 h. The MUA-treated surfaces were exposed to 150 pL of an
aqueous solution of NHS (2.4 eq.) and EDC (1.2 eq.) for 2 h to activate the carboxyl groups. The
surfaces were rinsed with the same solvent and dried under nitrogen flow. DAPEGas

immobilization was finally performed as described above.



Gold nanoparticles preparation and deposition: Colloidal gold particles were prepared
according to the tannic acid method of Slot and Geuze'®. To produce 100 mL of a 14 nm
diameter colloid solution, two stock solutions were prepared: solution A: 1 mL 1% (w/v) HAuCly
and 79 mL water; solution B: 4 mL 1% sodium citrate, 0.025 mL 1% tannic acid and 16 mL
water. Solutions A and B were heated to 60°C under stirring then mixed. When the solution
turned red, the mixture was heated up to 95°C for a few minutes and cooled on ice. Modified
substrates were dipped into the freshly prepared colloid solution, with no further dilution for 90
min under sonication (Elma, 90 W, 45 kHz), washed twice in water and dried under nitrogen.
Surfaces were finally immersed in a solution of CEA or DAPEGss (1mM in EtOH) for 2 h to
decorate the AuNPs with amino groups.

Covalent grafting of Diclofenac: Diclofenac (10 mM in dry DMF) was activated by treatment
with NHS (1.2 eq.) and EDC (1.2 eq.) for 150 min at room temperature. Then, the substrates
terminated by amino groups were dipped into the solution, shaken over night at room
temperature, washed for 15 min in water and dried under nitrogen flow. They were stored in a
desiccator.

Binding of anti-diclofenac antibody: The mixture of PBS and ethanol 9:1 was thoroughly
degassed under vacuum (for 15 min) and used as carrier buffer in the flow system (flow rate

25 uL min-"). The sequence of injections was carried out as follows:

10-20 min flow of carrier buffer to stabilize the baseline signal; 10 min flow of 1/500 dilution of
anti-diclofenac serum in PBS/EtOH; Washing with carrier buffer

The regeneration buffer was a solution of 2 w% sodium dodecyl sulfate (SDS) in water/ethanol

(9/1=v/v) at pH=2 (HCI).



Characterization techniques: Transmission Electron Microscopy (TEM) measurements were
performed using a JEOL JEM 1011 microscope operating at an accelerating voltage of 100 kV.
The TEM grids were prepared as follows: Typically 1.5 mL of the colloid solution was
centrifuged at 11200 g for 10 min to precipitate the particles. The colorless supernatant was
discarded. The residue was re-dispersed in a suitable volume of water. 2 puL of this particle
suspension was dispensed on a carbon-coated copper grid and dried at room temperature. Gold
nanoparticles size distribution was determined using ImageJ. Scanning Electron Microscopy
(SEM) of the gold and silicon substrates covered with AuNPs was performed using a FEG SU-
70 scanning electron microscope with a low voltage of 1 kV at a distance of 1.9 - 2.3 mm; the
secondary electron detector "in Lens" was used. Images taken at different scales and in different
regions of the samples were recorded. The particle densities were calculated by counting the
particles in the SEM images (isolated and aggregates of 2, 3, 4, 5, 6, and > 6 particles) on a
representative area of 2.3 — 2.5 um?. For Contact Angle measurements static water contact
angles were measured at room temperature using the sessile drop method and image analysis of
the drop profile. The instrument, which uses a CCD camera and an image analysis processor, was
purchased from Kriiss Optronic GmbH (Hamburg, Germany). The water droplet volume was 1
uL, and the contact angle (©) was measured 5 s after the drop was deposited on the sample. For
each sample, the reported value is the average of the results obtained on 3 droplets and the
overall accuracy in the measurements was better than + 5°. PM-IRRAS spectra were recorded on
a commercial NICOLET Nexus FT-IR spectrometer. Details on the experimental set-up are
available in reference '°. Sensor chips were made of borosilicate glass substrates (11 mm x 11
mm), coated successively with a 2.5 + 1.5 nm thick layer of chromium and a 250 + 50 nm thick

layer of gold (Arrandee, Werther, Germany). They were annealed in a butane flame to ensure a



good crystallinity of the topmost layers and dipped in a bath of absolute ethanol during 15 min
before adsorption. The Si wafers were analyzed by GA-ATR-IR immediately after their
preparation. GA-ATR-IR spectra (256 scans, 4 cm™! resolution) were recorded on a Tensor 27
spectrometer (Bruker) equipped with a VariGATR accessory (Harrick Scientific, Pleasantville,
NY) and incidence angle set at 60°. Quartz Crystal Microbalance with dissipation measurements
(QCM-D) were carried out with a 4-channel dissipative quartz crystal microbalance (Q-Sense
E4) using AT-cut 5 MHz quartz crystals (QCM sensors, 14 mm diameter) coated with a 3-100 nm
layer of gold or a 50 nm SiO: film (Lot-oriel) at 22°C. Prior to use, they were cleaned by ethanol
and dried under nitrogen flow. Experiments were carried out in flow-through conditions using a
peristaltic pump. Data were simultaneously acquired at the fundamental frequency F of 5 MHz
(N =1) and several overtone frequencies (15, 25, 35, 45, and 55 MHz, i.e. N=3,5,7,9 and 11).
Two physical parameters are discussed: the resonance frequency and the dissipation. The
frequency change can be correlated to the mass of the adsorbed layer using the Sauerbrey
equation 2°: AF = - N Am / Cy, where Cr (= 17.7 ng cm2-Hz! at F = 5 MHz) is the mass-

sensitivity constant, and N is the overtone number.

RESULTS AND DISCUSSION

Synthesis and characterization of AuNPs: The size and dispersion of the gold colloids were
estimated from UV-visible spectroscopy and Transmission Electron Microscopy (TEM) analyses.
UV-Vis spectra and TEM images are given in the supplementary material section. On the UV-Vis
spectrum (Figure S1-a), a narrow resonance plasmon band was present at 520 nm, typical of a
particle size around 15 nm 2!, This was confirmed by TEM images (Figure S1-b), mathematical

treatment of the images showed a homogeneous particle size distribution with an average size of



13.5 = 1 nm. The AuNP concentration in the solution, estimated by two methods (see

supplementary section) was 3.6+0.2 nmol L.

Surface functionalization of Au and Si substrates: Six different surface chemistries were

devised to generate a layer of AuNPs on gold and silicon planar substrates as schematized in

Figure 1. Adhesion layers either included amines to ensure a strong electrostatic interaction with

citrate-stabilized AuNPs?? or amines and thiols to covalently bind AuNPs through S-Au bonds. In

addition, adhesion layers including NH»-terminated poly(ethylene) glycol) were built up to

benefit from the well-known anti-biofouling properties of PEG—coated surfaces and prevent non

specific adsorption during the immunosensing process'?°. We used a diamine-PEG (DAPEGus)

with a molecular weight of 2,000 Da, since this medium size PEG has been previously shown to

provide a homogeneous cover on Si wafers
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Amine-terminated surfaces were generated on gold and silicon using CEA and APTES,
respectively. Mixed amine/thiol terminated layers were obtained by reacting MUA on the
previous amine-terminated layers. MUA reacts with approx. 24 % of amine groups leading to
layers with SH/NH; ratio ~1/4 %2, Amine-terminated PEG layers were built up by conjugating
DAPEG to carboxy-decorated gold and epoxy-decorated silicon substrates that had been
obtained by self-assembling of MUA and GOPTS, respectively (see Figure 1). The terminal
carboxylic acid groups of MUA SAM on gold were converted into NHS esters by reaction with
EDC and NHS prior to DAPEG grafting according to a previously published procedure ''®. The
resulting surfaces are named according to the following nomenclature: Substrate (Au or Si) —
Terminal group (NH2, NH2/SH, or PEG) as depicted in Figure 1.

Prior to AuNPs immobilization, the functionalized substrates were characterized by contact angle
measurements and surface IR. Table 1 summarizes the static water contact angle values
measured for these substrates.

Table 1 Static water contact angle measurements

Si Au
Clean <10° 46+2°

APTES GOPTS CEA MUA
1* layer

83+2° 51«1° 51+2° 59+2°

APTES+MUA PEG CEA+MUA PEG
2" Jayer

40+4° 43£2° 48£1° 40+4°

The initial clean (oxidized) silicon surface was very hydrophilic as expected by the strong
oxidizing conditions applied to the samples before analysis to generate a high density of surface
hydroxyl groups ''°. Silanization with APTES resulted in a very large increase of the contact
angle from 15° to 83° due to the presence of more or less ordered aminopropyl chains '7-24,
Further covalent binding of MUA resulted in a drop of the contact angle to 40°. This increase of

hydrophilic character may result from a better packing of the organic layer owing to Van der
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Waals forces between the longer hydrocarbon chains of MUA %3, Silanization with GOPTS also
led to an increase of contact angle from 15 to 51° as a result of organic group presence on the
surface. Treatment with DAPEG slightly decreased the contact angle to 43° in agreement with
the known hydrophilic character of PEG derivatives '?2. The same trend was observed for gold
surfaces, i.e. an increase of the contact angle upon CEA or MUA grafting®® and a decrease after
DAPEG grafting consistent with the higher hydrophilic character expected for PEG-covered
surfaces. The contact angle measured for Au-PEG was roughly the same as the one measured for
Si-PEG, ~ 40°.

Surface IR, either in ATR mode for silicon substrates, or PM-IRRAS mode for gold substrates,
was used to characterize the molecular composition of the thin films deposited on both surfaces.
The recorded spectra are shown in the supplementary information section (Figures S2, 3, and 4)
together with the detailed band attributions (table S2). Briefly, for both substrates the
characteristic bands expected upon surface modification were observed. On Au-NH; and Si-NH>
the primary amine bands were present in the range 16601640 cm™! the ammonium group bands
around 1480 and 1571 ¢cm™'. Upon MUA grafting the intensity of these bands was lower and
amide bands appeared giving evidence of the successful conjugation of activated acid to surface
amine groups. All the same, successful grafting of DAPEG on Au-MUA and Si-GOPTS
substrates was evidenced on both systems by the presence in the IR spectra of an intense band at
1110 cm™, assigned to the intense C-O-C stretching mode of the PEG chains !'>27,

Gold nanoparticles immobilization on functionalized surfaces: The AuNPs layer attachment
to the surface must be strong enough to prevent desorption/release during the successive steps of
biosensor elaboration, test and regeneration. Therefore, ultrasounds were applied during AuNP

deposition, to remove loosely bound nanoparticles. In addition, we have previously observed that
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applying ultrasounds during deposition of AuNPs on Si surfaces prevented the formation of
aggregates %2,

Scanning electron microscopy was used to estimate the coverage and dispersion of AuNP on the
functionalized surfaces. SEM images and graphical estimation of AuNPs density and dispersion
are shown in Figure 2. The fractional coverage was calculated by dividing the area covered by
the 2D projection of the spherical AuNPs on the surface by the total area of the surface 23, results
are shown in table 2.

The coverage and dispersion of the nanoparticles layers were highly dependent on the structure
of the organic adhesion film. On Au-NH: surfaces (Figure 2-d), AuNPs were barely detectable.
Their absence is ascribable to the application of ultrasounds. Indeed, when the deposition was
repeated under gentle stirring, SEM images (Supplementary information section, Figure S5)
showed a small quantity (29 particles/um?) of gold nanoparticles on the surface, which supports
the hypothesis of weak interactions between AuNPs and Au-NH; surface. Conversely, a
relatively high density of gold nanoparticles (51015 x NP/um?) was observed on Si-NH;
substrates (Figure 2-a). This difference observed between Si and Au can be understood by
considering the difference in amine coverage on the two substrates: while CEA forms a
monolayer of more or less ordered thiols on gold ?°, APTES condensation on silica-like
substrates leads to a low amine coverage !7. Therefore on Au-NH, substrates only amine groups
are present whereas on Si-NH> both silanols (Si-OH) and NH» groups are present. Moreover, at
the acidic pH of AuNPs solutions (pH=5.4), amino groups on Au-NH> are mostly positively
charged, (pKa (CEA) =8.3 39), therefore, their interaction with AuNPs can be envisioned mainly
through electrostatic bonds with negatively charged citrate ligands. Whereas on APTES modified

surfaces, pK,=7.6 3!, and though ammonium species dominate, they coexist with silanol groups
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that are negatively charged at this pH (silica PZC=2 32). Silanolates may be involved in AuNP
interaction with the surface as they can replace citrate ligands and directly interact with gold.
Therefore, these cooperative interactions on Si-NH would explain the huge difference observed
with Au-NH,. Note that despite this cooperative interaction, the coverage observed on Si-NH>

layers was the lowest of all the silicon substrates under study (Figure 2 and Table 2).

B Si-PEG
® Si-NH,
® Si-NH,/SH
Au-PEG
Au-NH,
Au-NH,/SH

0 - . B
e o e & o m caw

Particles distribution

Figure 2 SEM images taken after AuNPs immobilization on the functionalized surfaces (a-f) and

the resulting surface coverage (g)
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After conjugation of MUA to the amine-terminated surfaces, the Si-NH2/SH substrates exhibited
a higher coverage of AuNPs (Figure 2-b). For Au-NH>/SH the improvement could not be seen on
Figure 2-e, but again when the deposition was done without applying ultrasounds (Figure S5,
Supplementary section) AuNPs coverage was clearly improved compared to on Au-NHa. This
result corroborates the efficiency of cooperative interactions towards AuNPs immobilization,
here through Sulfur/Gold and ammonium/citrate interactions. On Si-NH»/SH, the fractional
coverage in AuNPs reached 0.20 (see Table 2). However, the increase in AuNPs coverage on Si-
NH2/SH substrates slightly worsen their dispersion, the percentage of isolated particles was
lowered to 62% and few aggregates were observed (Figure 2-b and g).

The best dispersion of AuNPs and the highest surface coverage were observed for the PEG-
functionalized substrates, Si-PEG and Au-PEG (Figure 2- ¢ and f). Both systems showed 78% of
isolated particles and fractional coverage of 0.14 — 0.18 (Table 2). This difference with the
previous substrates may result from the swelling properties of PEG films that make them capable
of capturing citrate-stabilized AuNPs'?" and trapping them by displacement of loosely bound
citrate ligands and creation of multidentate interactions between the PEG chains and the Au
atoms of the AuNPs!?2, This effect cooperates with the terminal amino group of the PEG chains
that acts by electrostatic interaction with citrate ligands to stabilize the nanoparticle layers.
Surprisingly, despite the thick layer of PEG (1.7 nm '), the substrates and/or the organic
underlayers influence the coverage, as the value is 24% lower on Au-PEG than on Si-PEG.
Nevertheless, though all the coverage reported in Table 2 may look low, one must keep in mind
that they in the same range than the data reported in the literature where the deposition and
washing conditions were less drastic, (0.15 -0.25) 822.28 This limit is determined by the citrate

ligands co-adsorbed with AuNPs that maintain an electrostatic repulsion between adsorbed
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citrate-coated AuNPs and prevent the formation of close-packed monolayer 2% 33.

Table 2. AuNPs dispersion and coverage calculated from SEM images

Sample Isolated AuNPs / % Number of particles / pm?2 Fractional coverage
Si-NH; 77 510 +20 0.08
Si-NH»/SH 62 1324 + 40 0.20
Si-PEG 78 1186 £40 0.18
Au-PEG 78 905 + 30 0.14

To summarize this part, offering multiple anchoring points and cooperative interactions
improved the coverage and dispersion of gold nanoparticles at the surface of gold and silicon
planar substrates. These systems also show a resistance to leaching upon sonication which should
make them suitable for further functionalization. The PEG layers provided an excellent
dispersion on both substrates (78%). In what follows, we investigate for Si-PEG and Au-PEG
substrates the stability of the AuNP layers upon post-functionalization, diclofenac biosensing and
under the drastic regeneration conditions.

Post-functionalization of gold nanoparticle layers: The use of the AuNPs-modified platforms
for biosensing requires the exchange of the surrounding citrate ligands by reactive functions that
will be used to further construct the biosensing layer. Mastering this step is important because the
AuNPs layer is mobile and ligand exchange may lead to particle aggregation or leaching from
the support 4. Two reagents were utilized for post-functionalization: CEA and PEGes, both
introduce primary amine groups for further anchoring of diclofenac via its carboxylic acid
function (see molecular structure in Figure 5). These post-functionalization treatments were
applied to AuNP arrays deposited on PEG-coated silicon and gold substrates. The density and
dispersion of AuNPs was then estimated by SEM. Representative images and their mathematical
treatment are shown in Figure 3. As expected, post-functionalization modified the AuNP

dispersion and coverage. On both substrates, the overall coverage was slightly lowered.
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Figure 3 SEM images (a-c) and AuNP densities (e) for Si-PEG-AuNP post-functionalized by

CEA (a) or PEG (b) and Au-PEG-AuNP post-functionalized by CEA (c) or PEG (d)
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Post-treatment of Si-PEG-AuNP substrates by CEA or DAPEG induced both a significant
desorption of particles (up to 30% with CEA) as well as aggregation. This behavior may be
explained by the fact that, since the fractional coverage of AuNP on Si-PEG was higher than 0.15
established as the upper limit determined by Grabar et al.>? for 15-nm diameter citrate-capped
AuNPs, the exceeding AuNPs were probably more loosely bound and/or mobile so that further
treatment with a weak ligand like DAPEG favored aggregation whereas further treatment with a
stronger adsorbate like CEA led to both aggregation and desorption. Similar desorption was
previously reported on APTES-coated silicon upon treatment with CEA and explained by the
positive charge of nanoparticles upon citrate ions replacement by CEA molecules that led to
repulsion from the positively charged APTES-coated surface 3334, Conversely, post-
functionalization of Au-PEG-AuNP by CEA or DAPEG did only marginally affect the overall
particle density. This is in line with the fractional coverage being lower than 0.15, and therefore
the probable absence of loosely bound particles on this surface. Furthermore, particle
aggregation was only induced by CEA. In this situation, repulsion due to negative charges of
citrates was no longer effective and aggregates formed 33*. On the whole, post-treatment on Au-
PEG-AuNP by DAPEG allowed maintaining a high density of NP as well as a good dispersion.
The nanostructured Si-PEG-AuNP and Au-PEG-AuNP substrates post-functionalized with
DAPEG were further selected to build up a piezoelectric immunosensor for the anti-
inflammatory drug diclofenac.

Anti-diclofenac antibody recognition, specificity and reversibility: Diclofenac was covalently
bound through its carboxylic acid function to the PEG amino groups of the nanostructured gold
and silicon sensors and recognition of anti-diclofenac antibody was investigated by QCM-D as

depicted in Figure 4. QCM was also used to assess the specificity of recognition towards non
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specific anti-mouse IgG (Supplementary section, Figure S6) as well as the reversibility of the
hapten / antibody interaction (Supplementary section, Figure S7). In addition, to determine
whether nanostructuration benefits to target recognition, the same experiment was run on flat

silicon and gold substrates modified by GOPTS-PEG and MUA-PEG, respectively (Figure 4).
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Figure 4 Frequency and dissipation shifts monitored during capture of anti-diclofenac antibody

and washing with carrier buffer with the 4 different immunosensors

Injection of non-specific antibody had no influence on the resonance frequency (Figure S6).
Conversely, injection of anti-diclofenac antibody resulted in an immediate decrease of the
resonance frequency of the 4 sensors confirming the recognition of the specific anti-diclofenac
antibody by the capture layer comprising diclofenac (Figure 4). The magnitude of the shift (AF)
as well as the rate of frequency change dAF/dt were highly dependent on the nature of the
sensing layer. On all systems, applying a regeneration buffer (pH=2) led to the release of the

captured antibodies and return to the initial frequency (Figure S7).
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We also analyzed the AuNPs layers by SEM to establish the possible effect of
immunorecognition and regeneration on their dispersion and coverage. The SEM images in
Figure 5 show that the gold nanoparticles layer was remarkably stable after the biorecognition
step and even after the drastic regeneration conditions at acidic pH. No change was recorded
upon anti-diclofenac binding to the surface. Upon regeneration, the drastic conditions applied led
to a decrease in nanoparticle dispersion, yet, only small aggregates were formed and less than
15% of AuNP formed aggregates larger than 4 units. The regeneration process needs to be

optimized to further limit its impact on AuNP dispersion.
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Mass uptakes Am were calculated from the frequency shifts by applying the Sauerbrey equation
since dissipation shifts were lower that 1x10° during antibody capture (Table 3). The QCM
responses in terms of AF and dAF/dt were significantly larger for the 2 nanostructured sensor
chips in agreement with the increase of specific surface brought by the layer of AuNPs. Clearly,
the two flat sensors had lower antibody binding capacity than the nanostructured ones. Before
washing with buffer, the increase was over 120% for both substrates, i.e. more than 6 times
higher than on flat surfaces. After washing, the input of nanostruturation was still important, 32
and 48% for silicon and gold, respectively. The origin of this enhancement may be geometrical
as the nanostructured sensors display a higher specific area than the flat ones. Knowing the
surface coverage in AuNPs and their mean size, the increase of accessible surface area can be
readily estimated. We have done these calculations depending on the exposed height of AuNPs
(i.e. how the AuNPs are actually embedded in the organic film). The increase in area ranged from
17 to 33% for the Si sensor (with 1073 particles/um?) and from 13 to 26% for the Au sensor
(with 833 particles /um?). Alternatively, the surface topology of nanostructured sensors may also
favor the accessibility of the immobilized diclofenac ligand towards its antibody further

enhancing the geometric benefit of nanostructuration.

Table 3 QCM data for flat and AuNPs nanostructured surfaces

Gold Silicon

Flat Nanostructured Flat Nanostructured
-AF's(Hz) 11.8 17.5+ 1 12.5 16.5+0.5
Am/A (ng/cm?) 208 310+ 18 222 293+9
I(exp) (pmol.cm2)* 1.4 2 1.5 1.95
Increase (%) before washing --- 128 == 124
Increase after washing (%) --- 48 = 32
- dAF/dt (Hz.s™) 0.016 0.077 0.019 0.088

Furthermore, the nanostructured surfaces on a silicon or gold substrates gave very similar
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responses in QCM. The amount of anti-diclofenac antibodies recognizing the target differs little
despite a difference in the total density of AuNPs greater than 20% for silicon substrates. This
result corroborates the assumption that increasing the surface area is the one and only reason of
the improved performances of nanostructured immunosensors and abounds and towards a greater
contribution granted by the new surface topology and the increased accessibility of the target.
This result thus also proves that, at this stage, the influence of the substrate is limited which
paves the way for a generalization of this surface chemistry to other substrates by expecting the

same performances.

To conclude this part, AuNPs layers led to a significant enhancement in the biosensor sensitivity.
This enhancement presages a higher sensitivity in the competitive detection of diclofenac on
these systems. More importantly, despite the biorecognition and the drastic regeneration
conditions, gold nanoparticle layers were stable and reliable, which paves the way for their use

as nanostructured platforms for various applications.

CONCLUSION

Different surface chemistries were devised to generate layers of gold nanoparticles (AuNPs) on
gold and silicon planar substrates. Adhesion layers either included alkyl chains or poly(ethylene
glycol) (PEG) and were terminated by amines or mixed amine and thiol groups. The assembly of
gold nanoparticles on the functionalized substrates was studied in depth by Scanning Electron
Microscopy. The highest coverage and dispersion were reached when gold nanoparticles were
deposited on adhesion layers offering multiple anchoring points and cooperative interactions.
These systems showed a resistance to leaching upon sonication which made them suitable for

further functionalization. Adhesion layers including PEG motifs provided an excellent coverage
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and the best dispersion on both Si and Au substrates (78%). These layers were post-
functionalized using either PEG-diamine or cysteamine to exchange the surrounding citrate
ligands by reactive functions that will be used to further bind the bioreceptors. This step slightly
decreased the coverage in gold nanoparticles, particularly on silicon substrates, but the use of
PEG-diamine better preserved the dispersion of gold nanoparticles. The resulting layers were
successfully used to build up a piezoelectric immunosensor for the anti-inflammatory drug
diclofenac. They were sensitive and specific to diclofenac antibody. Compared to planar
surfaces, they showed a significant enhancement in the biosensor sensitivity, up to 6 times the
signal recorded for planar substrates. More importantly, despite the biorecognition and the drastic
regeneration conditions, QCM sensors covered with gold nanoparticle layers were stable and
reusable with a preserved coverage and dispersion, which paves the way for their use as

nanostructured platforms for various applications.
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1. Gold nanoparticles characterizations
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Figure S 1: (a) UV-vis spectrum, (b) TEM image of gold nanoparticles and (c) size distribution

Determination of GNPs concentration

Calculation method:
Starting from a known concentration and assuming that the reduction of the gold (lll) is complete,
the concentration can be deduced from the ratio number of Au atom/number of Au atoms per
particle as follow:
NAu
C (AuNP) = ———
Ny, V. Ny

Nau = Total number of Au atoms = na, x Na=2.539.10° Na atoms
= C (AuNP) = Mau _ [Au] _ 2.539.107*

Npp -V Npp VNpp
Npp = Number of Au atoms/ particle = ;NP =30.8967 D3
Au

3
Vaunp = % with D = Average diameter (nm) = 13.5 nm

Vau = NMA” =1.695.10% nm?, Ma, = 197 g.mol™, pay =19.31 g.cm®3=19.31.10* g.nm3, Na =

A-PAu

6.02.10% atoms.mol?
= Npp =76017.47 atoms
= C (AuNP) = 3.34 10° mol.L*



Experimental method:
Using the absorbance and the diameter [S1] :
A (450)101%

— 2
D2[-0.295+1.36 exp(—(D7:ZB) )

N =

A (450) = 0.60477. D= 13.5 nm => N = 2.330 102 NP.mL-1 = 3.874 10~ 12 mol.mL-1
= C (AuNP) = 3.874 10° mol.L?

[S1] W. Haiss. N.T.K. Thanh. J. Aveyard. D.G. Fernig. Analytical Chemistry 79 (2007) 4215-4221.

2. IR characterization of functionalized surfaces

We proceeded to the surface IR analysis of the silicon and gold substrates to get insight on the

molecular composition of the organic thin films deposited at their surface.
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Figure S 2: Baseline corrected GA-ATR spectra of Si wafers, (a) after cleaning and oxidation; (b) after
functionalization by GOPTS and DAPEG and (c) after functionalization by APTES and APTES-MUA
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Figure S 3: PM-IRRAS spectra of the gold substrates after MUA functionalization (a), MUA activation (b), and
DAPEG 2000 grafting (c).
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Figure S 4: PM-IRRAS spectra of the gold substrates after CEA (a) and MUA (c) functionalization.



Table S1: IR analysis of functionalized gold and silicon substrates

Wavenumber (cm’l) Assignement
Si-GOPTS-DAPEG 1110 C-O-C stretching mode of the PEG chains
1040 and 1140 tran.sverjse opti?al (Si-.O-Si TO and Si-OjSi
longitudinal optical (Si-O-Si LO) stretching
I~ Si-APTES 1042 and 1224 TO and LO mode of unfunctionalized silica
; an surface
=
<F 1480, 1571 and 1654 ammonium and imine groups at the surface
<
U -1 3+
disappearance of the band at 1571 cm ™ assigned to the NH™ groups
Si-APTES-MUA
1500 - 1700 amide | and amide Il
Au-MUA 2850 and 2925 symmetric and asymmetric vC—H modes
1122 and 1148 C-O-C stretching mode of the PEG chains
i Au-MUA-DAPEG 2850 and 2925 increase of symmetric and asymmetric vC—H
é 1353 CH2-wagging mode of the amorphous PEG
Ll
1
= deformation symmetric and asymmetric
a Au-CEA 1530 and 1642 . . . .
vibration §NH of primary ammonium
2853 and 2927 symmetric and asymmetric vC—H modes
Au-CEA-MUA 1737 vCOOH
1546 and 1642 amide | and amide Il

3. Gold nanoparticles deposition

Figure S 5: SEM images of AuNPs deposition on Au-NH2 (a) and Au-NH2/SH (b) under agitation without using
Ultrasounds.



4. QCM data
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Small molecules (haptens) like pharmaceuticals or peptides can serve as targets for antibody binding in
competitive immunoassay-based flow-through assays. In this work, a strategy for preparing polyethylene
glycol (PEG) coatings for subsequent hapten immobilization on glass-type silica surfaces is presented and
characterized in detail. Two substrates bearing terminal silanol groups were utilized, a glass slide and a
silicon wafer. First, surfaces were thoroughly cleaned and pretreated to generate additional silanol
groups. Then, a silane layer with terminal epoxy groups was created using 3-glycidyloxypropyltri-
methoxysilane (GOPTS). Epoxy groups were used to bind a layer of diamino-poly(ethylene glycol)
(DAPEG) with terminal amino groups. Finally, the low molecular weight compound diclofenac was bound
to the surface to be used as model ligand for competitive biosensing of haptens. The elementary steps
were characterized using atomic force microscopy (AFM), water contact angle measurement, grazing-
angle attenuated total reflection (GA-ATR) FT-IR spectroscopy, and X-ray photoelectron spectroscopy
(XPS). The data collected using these techniques have confirmed the successive grafting of the molecular
species, evidencing, that homogeneous monolayers were created on the silica surfaces and validated the
proposed mechanism of functionalization. The resulting surfaces were used to investigate polyclonal
anti-diclofenac antibodies recognition and reversibility using quartz crystal microbalance with dissipa-
tion (QCM-D) measurements or an automated flow-through immunoassay with chemiluminescence (CL)
read-out. For both techniques, recognition and reversibility of the antibody binding were observed. The
stability of sensors over time was also assessed and no decrease in CL response was observed upon 14
days in aqueous solution. The herein presented strategy for surface functionalization can be used in the
future as reproducible and reusable universal platform for hapten biosensors.

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

(Boujday et al., 2008; Rau et al., 2014; Salmain et al.,, 2012, 2011)
and environmental analysis (Boujday et al., 2009a, 2010; Prieto-

Immunosensors are analytical devices incorporating an anti-
gen-specific immunoglobulin integrated within a physicochemical
transducer (Luppa et al.,, 2001). They are employed to automate
immunoassays in microfluidic systems also known as lab-on-a-
chip (Han et al, 2013). These systems are sensitive analytical
techniques for many applications in clinical diagnosis (Mohammed
and Desmulliez, 2011; Shiddiky et al., 2012), as well as food

* Corresponding author.
** Corresponding author at: Sorbonne Universités, UPMC Univ Paris 6, UMR CNRS
7197, Laboratoire de Réactivité de Surface, F75005 Paris, France.
E-mail addresses: dietmar.knopp@ch.tum.de (D. Knopp),
souhir.boujday@upmoc.fr (S. Boujday).

http://dx.doi.org/10.1016/j.bios.2014.08.047
0956-5663/© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

Simén and Campas, 2009). There exist immunosensors for label-
free and label-based competitive assay systems. In label-free
assays, the antibody binding is detected directly by the transducer
such as quartz crystal microbalance (QCM) sensors (Su et al,
2000). In label-based assays, labels can be introduced via tracers
or secondary antibodies. For example, chemiluminescence
(Mirasoli et al., 2014) (CL) labels can be used.

One of the greatest challenges in the field of immunosensors is
the controlled and reliable surface functionalization (Piehler et al.,
2000). This is particularly true in the case of small-sized target
analyte (hapten) sensing, where the accessibility and reliability
of the target molecules layer definitively impact the sensor
response (Boujday et al., 2010; Shankarana et al., 2007). On silica
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and silica-like surfaces, various strategies, mostly involving silane
grafting on silanol groups, were described (Gooding and Ciampi,
2011; Liebes et al., 2009; Ulman, 1996). The control of this process
is crucial as the silane layer may be unstable in the aqueous media
used for biological applications (Dekeyser et al., 2008). However,
for high throughput analysis the substrate should be stable and
regenerable. In this way, the biosensing devices become econom-
ical, reproducible and cost-efficient (Jiang et al., 2008; Su et al,,
2000). In the present context, the term regeneration describes the
dissociation of the immunocomplex and liberation of the ligand on
the silica surface. Such surface regeneration procedures are al-
ready described for a surface plasmon resonance (SPR)
(Shankarana et al.,, 2007) and QCM-D (March et al., 2009) im-
munosensing, as well as for microflow-based chemiluminescence
immunoassay (Oswald et al., 2013). To immobilize the antigen on
the transducer surface, a protein-hapten conjugate can be im-
mobilized or the hapten can be coupled covalently direct to a
shielding layer. The latter has been used successfully for repro-
ducible mycotoxin determination in wheat extract (Oswald et al.,
2013). For this application, a polyethyleneglycol (PEG) based coat-
ing was attached to the silane layer on silica glass slides. The PEG
allows a high surface coverage by the hapten and low non-specific
binding what makes the surface quite resistant to biofouling
(Mehne et al., 2008; Piehler et al., 2000; Wolter et al., 2007).

The next step towards a reliable high throughput analysis with
these silica glass slide modifications is the control and reproduc-
tion of the promising surface chemistry preparation. Moreover, it
can be transferred to other silicate surfaces like silicon with native
oxide layer and additional transduction techniques. In the present
study, we investigate this surface chemistry in-depth, with a
molecular approach to control every elementary step of the sur-
face functionalization.

1. Cleaning and oxidation

2. Silanization with GOPTS

The first step for the silica surface modification (Fig. 1) is the
cleaning and oxidation of the silica surface in order to produce
silanol groups (Cras et al., 1999). Then, a 3-glycidyloxypropyltri-
methoxysilane (GOPTS) layer is grafted on the silica surface,
followed by attachment of an epoxysilane and the diamino-poly
(ethylene glycol) (DAPEG) with a molecular weight of ~2000 Da.
The terminal amino groups are available to immobilize haptens or
derivatives with appropriate chemical functions directly on the
surface. These haptens may serve as competing analytes for free
antibody binding sites using competitive immunoassays. They can
be liberated from bound antibodies by using an appropriate
regeneration buffer.

For the presented characterization of this surface preparation, two
substrates bearing terminal silanol groups were utilized, glass slides
and silicon wafers with a native silica layer on their polished surface.
For the investigation of the roughness and morphology on these two
types of silica surface, atomic force microscopy (AFM) was used in the
peak force mode under air. Water contact angle measurements were
carried out on both surface types (Si wafer and glass slides) to assess
the interfacial properties of the resulting surface. The chemical
composition of the surface was analyzed by grazing-angle attenuated
total reflection FT-infrared spectroscopy (GA-ATR FT-IR) on silicon
wafers (Lummerstorfer and Hoffmann, 2004), X-ray photoelectron
spectroscopy (XPS) allowed ultimate analysis of the surface coating
and enabled also estimating the layer thickness after each preparation
step. Finally, the pharmaceutical diclofenac was used as a model ligand
for the immobilization on DAPEG. A highly selective polyclonal
antiserum (Deng et al., 2003) from rabbit was used for studying the
regeneration procedure by a label-free QCM with dissipation measure-
ment (QCM-D). Furthermore, an automated flow-through platform
(Kloth et al., 2009) with chemiluminescence readout by a CCD camera
was used to study the specificity, regenerability and stability of
DAPEG-based diclofenac microarrays.

3. Attachment of DAPEG

4. Functionalization with EDC/NHS activated diclofenac
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Fig. 1. Overall procedure for the preparation of a PEG based diclofenac biosensor chip or microarray.
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2. Materials and methods
2.1. Materials

Standard chemicals and materials were purchased from Sigma-
Aldrich (Taufkirchen, Germany) and Carl Roth (Karlsruhe, Ger-
many). Silicon wafers (100) were purchased from Sigma-Aldrich
(France) and cut into 1-2 cm? pieces. Microscope glass slides
(76 mm (+ 0.1 mm) x 26 mm x 1 mm) were obtained from Carl
Roth. For QCM-D measurements, thin AT-cut quartz coated with a
thin SiO, film (thickness ~50 nm) for QCM measurements were
provided by Q-Sense (Stockholm, Sweden). Hellmanex II was
purchased from Hellma Analytics (Miillheim, Germany). 3-Glyci-
dyloxypropyltrimethoxysilane (GOPTS) was obtained from Sigma-
Aldrich. Diamino-poly(ethylene glycol) (DAPEG) was a kind gift
from Huntsman Holland (Rozenburg, The Netherlands). The che-
miluminescence substrate solution Westar Supernova ELISA was
purchased from Cyanagen (Bologna, Italy). The polyclonal anti-
diclofenac serum was prepared in-house (Deng et al., 2003). The
anti-rabbit IgG (whole molecule) labeled with peroxidase and
diclofenac sodium salt were obtained from Sigma-Aldrich.

All solutions were prepared using purified water from a
MilliQplus 185 system (Millipore, Schwalbach, Germany). Phos-
phate-buffered saline (PBS) was 70 mM K,;HPO4, 10 mM KH,PO,4
and 145 mM NacCl adjusted to pH 7.6. For PBST buffer, 0.05% Tween
20 (Merck Schuchardt OHG, Hohenbrunn, Germany) was added to
PBS.

2.2. Surface chemistry

2.2.1. Cleaning and oxidation

To remove impurities, the glass slides, silicon wafers or quartz
slides were cleaned in 200 mL of 2% Hellmanex solution for 1 h by
sonication, for 15 h under mild shaking and for 1 h by sonication.
After thoroughly rinsing with 5 x 200 mL of water, the slides were
dried in nitrogen flow. For etching the silica surface, the slides or
wafers were shaken for 1h in 200 mL of a mixture of 37%
hydrochloric acid and methanol (v/v=1/1) rinsed with
5 x 200 mL of concentrated sulfuric acid for 1 h. After rinsing with
5x200mL water and drying them with nitrogen, they were
immediately used for silanization or measurements with XPS,
GA-ATR or water contact angle.

2.2.2. Grafting with GOPTS

One half of the number of activated slides or wafers was spread
with 600 uL GOPTS and then covered with the remaining slides or
wafers in a “sandwich” format. These sandwiches were incubated
for 3 h. Afterwards, they were separated and sonicated succes-
sively in ethanol, methanol and again ethanol for 5 min. Finally,
they were dried under nitrogen flow for 5 min, then at 85 °C and
used for the DAPEG functionalization or were immediately sub-
mitted to measurements with XPS, GA-ATR or water contact angle.

2.2.3. DAPEG functionalization

The slides or wafers were incubated with 600 uL molten DAPEG
in the sandwich format (see Section 2.2.2) for 12 h at 98 °C. The
sandwiches were separated and sonicated in water for 2 x 15 min.
After rinsing them thoroughly with water and drying them under
nitrogen flow, they were stored in a desiccator, used for GA-ATR,
XPS and water contact angle measurements or used for the
immobilization of diclofenac.

2.2.4. Microspotting method

The solution of diclofenac in dry dioxane (2 mM) was activated
by adding 1.2 eq. N-hydroxysuccinimide (NHS) and N-(3-dimethyl-
aminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC). The

reaction flask was shaken over night at room temperature. Then,
the solution was diluted with dry dioxane and water (v/v=1/1) to
give 100 uL of 0.5 mM activated diclofenac. For the dilution, a
Greiner UV Star™ 384 well plate (Greiner Bio-one GmbH, Frick-
enhausen, Germany) was used. This plate was placed into the
BioOdyssey Calligrapher MiniArrayer (Bio-Rad, Munich, Germany).
During the printing process, the air humidity was set to 50% and
the temperature of the plates was 20-22 °C. The spotting pin SNS
12 (Arrayit, Sunnyvale, CA) places approximately 5nL of the
solution on the surface. For statistical purpose, 5 spots of the
same composition were placed in one row. Finally, the glass
surfaces were incubated at 25 °C for 15 h, washed by sonication
for 15 min in PBST buffer (pH 8.5), for 15 min in water and dried
under nitrogen flow. The prepared chips were stored in a desic-
cator under reduced pressure.

2.2.5. Attachment of diclofenac from solution phase

Alternatively to the microspotting method, the whole silicon
wafer and quartz slide for the QCM experiments were functiona-
lized with diclofenac. The solution of diclofenac sodium salt was
activated in dry DMF (10 mM) by adding 1.2 eq. NHS and 1.2 eq.
EDC. The reaction flask was shaken for 150 min at room tempera-
ture. Then, the silicon wafers and quartz slides were put into the
solution. They were shaken over night at room temperature and
washed for 15 min in 100 mL H,0. They were stored in a
desiccator.

2.3. Surface characterization techniques

The setup and experimental conditions used for atomic force
microscopy, contact angle measurements, GA-ATR FT-IR spectro-
scopy and X-ray photoelectron spectroscopy are described in detail
in the supplementary material section.

24. Quartz crystal microbalance with dissipation monitoring (QCM-D)

Piezoelectric measurements were performed on AT-cut quartz
silica-coated quartz crystals with nominal frequency F of 5 MHz
(LOT-Oriel, Massy, France). The QCM-D (E1 model) was operated in
flow-through mode at 22 + 0.1 °C. The flow rate was adjusted by
using a peristaltic pump. For the antiserum injections (diluted 1/
1000 in PBS/EtOH (9/1=v/v)) and signal stabilization, it was 25 pL
min~!. The signal stabilization was carried out for 20 min in
degassed PBS containing 10% EtOH. For the regeneration proce-
dure, the flow rate was adjusted to 50 pL min~'. The regeneration
buffer was a solution of 2 w% sodium dodecyl sulfate (SDS) in
water/ethanol (9/1=v/v) with pH=2 (HCl). The measurement
procedure is described in the supplementary material (Table S2).
For the interpretation of the QCM-D data, the dissipation must be
observed. As long as no dissipation by energy exchange with the
liquid occurs, the adsorbed layer can be regarded as rigid (Boujday
et al,, 2009b). According to the Sauerbrey equation (Sauerbrey,
1959), the measured frequency shifts are proportional to the mass
uptake:

NAm

AF=-——
G (1)

with the mass sensitivity constant (C;=17.7 ngcm 2Hz ! at
f=5MHz) and the overtone number (N=5).

2.5. Microarray-based chemiluminescence flow-through ELISA
The device for the microarray-based ELISA with chemilumines-

cence read-out in the flow-through mode (MCR 3, gwk Prazision-
stechnik GmbH, Miinchen, Germany) was described in detail
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elsewhere (Kloth et al., 2009). The stand-alone platform automatically
delivers all the reagents for performing the immunoassay on hapten
microarrays microspotted on the DAPEG modified glass slides. The
slides are attached to a flow cell that is connected to the syringe
pumps by PTFE tubing. The signal detection is carried out by a CCD
camera placed on top of the flow cell. It records the chemilumines-
cence signal generated from the peroxidase catalyzed reaction of
luminol with Hy0,. The running buffer was a 0.5 wt% solution of
casein in PBS. The anti-diclofenac antiserum from rabbit was diluted 1/
5000 in running buffer. The peroxidase labeled anti-rabbit IgG was
diluted 1/1000 in running buffer. The regeneration buffer was an
aqueous solution of 50 mM glycine, 100 mM NaCl and 0.1 wt% SDS
with pH=3 (HCI). For the regeneration tests, a blank solution of water/
MeOH (9/1=v/v) was used. For calibration, the same mixture was
used to prepare diclofenac standards at concentrations of 100, 10, 5.0,
1.0, 0.50, 0.10, 0.05 and 0.01 ug L~ 1.

3. Results and discussion
3.1. Contact angle

In Fig. 2, the water contact angle values for the successive
functionalization steps of the surface grafting on glass slide and Si
wafer are shown. On the silicon wafer, the contact angle after the
oxidation step was determined as (7.5+3.3)°. This low angle
indicates a hydrophilic character of the surface from a high yield
of silanol groups on the silica surface. After GOPTS grafting, the
mean contact angle was (50 + 1.2)° indicating a coverage of the
surface with the silane in the range of a monolayer (Tsukruk et al.,
1999). The subsequent steps, DAPEG grafting and coverage of
diclofenac, lowered the contact angle to (44+2.7)° and
(45 + 1.8)°. This observation indicates that the hydrophilic DAPEG
covers the surface densely and allows a moderate wettability of
the silicon wafer. The diclofenac layer has not an apparent
influence on the interfacial properties of the PEGylated wafer
surface.

On the glass slide, the oxidation step creates a mean contact
angle of less than 5°. It could not be determined more precisely,
because the drops were not stable on the surface. Consequently,

60
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Fig. 2. The water contact angle for the different preparation steps. For the
oxidation step on the glass slide, a contact angle could not be measured due to
the low water drop stability on the surface.

the yield of silanol groups on the glass surfaces also is high. After
the grafting with GOPTS, the contact angle is raised to (47 + 2.0)°.
The wettability did not change significantly after adding the
DAPEG (46 + 2.5)° and after microspotting (47 + 1.8)°. Apparently,
the final water contact angles were very comparable between the
glass slide microarray and the Si wafer covered with diclofenac.

3.2. AFM on PEG layers

The homogeneity of the DAPEG layer was also shown by AFM
on both substrates (Fig. S1). The roughness of the DAPEG prepara-
tion is 1.6 nm on the Si wafer and 1.1 nm on the glass slides. After
the functionalization with diclofenac, the roughness is 1.3 nm on
the Si wafer and 1.2 nm on the glass slide. Consequently, the PEG
creates a surface that is homogenous in the nm-range. In the
Supplementary material, the corresponding result is shown and
discussed in more detail (Fig. S1).

3.3. GA-ATR-FTIR on Si wafers

In Fig. 3a, the baseline-corrected spectra for a bare Si wafer
after the cleaning in Hellmanex solution and with HCl/MeOH are
shown. The bare silicon wafer was cleaned with ethanol only. It
can be observed, that the surface has adsorbed more water (band
at 1650 cm ™) after the steps of the cleaning procedure. The bands
at 1060 and 1110 cm~! can be assigned to a continuous Si-O-Si
layer (Tian et al., 2010). The band at 880 cm ™' can be assigned to
silanol groups (Yim et al., 2005). After the treatment with
concentrated sulfuric acid, the oxidation step, the band at 1060
cm~! of Si-O-Si decreased. In the meantime, the band at 880
cm~! (Si-OH) was raised by the treatment. This shows that the
surface structure has changed from a Si-O-Si network to pre-
dominantly Si-OH groups. The band at 1650 cm~! has disap-
peared suggesting the reaction or removal of adsorbed water.

The spectra for the following surface modifications are shown
in Fig. 3b. After the incubation of the oxidized wafer with GOPTS,
an intense band at 1110 cm~! appears. It can be assigned to the
—-CO-C ether bonds in the silane. The band at 880 cm~' was
reduced which indicates a reaction of the silanol groups. On the
GOPTS layer, adsorbed water can be measured (1650 cm~1!). At
1260 cm ™, a weak epoxy band can be observed (Yim et al., 2005).

The bands for the DAPEG layer are more intense, because it is a
much larger molecule (MW=1900 Da) than GOPTS (MW=236 Da).
The bands are basically the same, because of the ether-type structure
of both compounds. However, two additional bands arise at 1260 and
1210 cm~ L. The increase of the band at 1650 cm~! can be attributed
to the terminal amino groups of the DAPEG and also to a higher
amount of trapped water, as the PEG is hydrophilic and adsorbs
considerable amount of water molecules. The band at 1260 cm~! has
disappeared.

For diclofenac, no specific bands can be identified. The con-
centration is too low for obtaining characteristic bands of this
compound on DAPEG. The decrease of the intensity can be
explained by a shift of the chain orientation to a parallel alignment
of the chains after the coverage with NHS activated diclofenac
(Lummerstorfer et al., 2007). This effect is discussed in more detail
in the supplementary material (Fig. S2).

3.4. XPS analysis of SI wafers

The XPS spectra for the different preparation steps deliver
different intensities for each element. The signal intensities are
summarized in Table 1. For the GOPTS layer, no nitrogen signal can
be observed as expected (see also Fig. S3). The —-CO/-CC ratio is
1.3 according to the data. According to the original molecular
structure, the ratio should be 1.8. Consequently, the decrease of
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Fig. 3. (a) Baseline corrected GA-ATR FT-IR spectra of Si wafers after cleaning and oxidation and (b) after the functionalization steps.
Table 1 overall surface coverage (Fig. S4, Table 1). This chlorine content

Atomic composition on the Si wafer surfaces after the different modification steps
according to XPS spectra.

Binding energy (eV) Assignment Peak area (%)
GOPTS DAPEG Diclofenac

533 01s 22 26 26
403 NH3* - 0.3 0.1
401 NH, NH, - 0.5 0.7
290 C1s 0.8 - 0.7
287 C-0 or C-N 9.7 22 21
286 Cc-C 7.5 15 6.6
274 Cl 2s - - 0.2
104 Sio, 6.0 6.4 7.8
101 Si 2p1/2 27 15 18
100 Si 2p3/2 27 15 19

this ratio shows, that on average at least two of three methoxy
groups have reacted.

On the DAPEG surface an amine terminus is present as NHz * as
the band at 403 eV indicates. After the reaction with diclofenac,
the band at 403 eV (NHs ") has decreased and an increased band at
401 eV can be observed. The band is attributed to NH or NH,
groups. This shift of the nitrogen band would correspond to a
formation of amide bonds on the DAPEG surface. The peaks are
shown in Fig. S3a.

With the intensities of the Si 2p bands (Fig. S3b), the layer
thickness can be estimated according to Eq. (1) as described in the
supplementary data (Table S1). For the GOPTS layer, the calculated
thickness of 0.53 nm is below the range of a monolayer. A
monolayer would be 0.76 nm (Dinh et al., 2009). The difference
indicates that not the entire surface was covered with the silane.
The thickness of the GOPTS-DAPEG layer was estimated to be
1.7 nm. After the addition of diclofenac, the thickness was slightly
changed to 1.6 nm. This decrease is smaller than the PEG layer
itself. Consequently, it is caused by a reorientation of the PEG
chains after the attachment of diclofenac. This rearrangement was
also shown by GA-ATR FT-IR measurements. The presence of
diclofenac is notified by the chlorine signal which is 0.2% of the

corresponds to 0.8% of diclofenac on the PEGylated Si wafer.

3.5. Recognition and reversibility of modified surfaces on QCM-D

The recognition properties of the surface modified with diclo-
fenac were assessed by QCM-D using injection of a diluted
polyclonal anti-diclofenac antiserum (0.1%). For QCM-sensors, the
PEGylated quartz surface was completely covered with diclofenac.
The resulting measurement data for the frequency shift and the
dissipation are shown in Fig. 4a. Before the antiserum injection,
the frequency was stabilized in degassed PBS/EtOH (9/1=v/v). So
the antiserum injection led to a decrease in the frequency,
indicating the binding of antibodies. Then, the degassed PBS/EtOH
solution was injected again to measure the frequency shift due to
bound anti-diclofenac antibodies. Meanwhile, the dissipation in-
creased when the diluted serum solution was injected and
returned to its value when the buffer solution was added. After
the stabilization of the signal, the measured frequency shift was
~12 Hz. As the dissipation at this step was very low, the Sauerbrey
equation can be applied which leads to a surface coverage of
42 ng cm~2. This protein density corresponds to a thickness less
than a monolayer (Boujday et al., 2009b). After successive washing
the surface with regeneration buffer and degassed PBS solution,
the frequency returned to the initial value. This indicates that the
bound protein was completely removed.

To evaluate the stability of the DAPEG surface and to investigate
the reproducibility of the procedure, several regeneration cycles
were carried out. The signal of the stabilization is averaged over
120 s. The resulting values and their standard deviations (m=120)
are shown in Fig. 4b (original data in Fig. S5). They indicate that
the bound protein can be removed from the surface for at least
9 times. The average values for the stabilization of the frequency
shift after the injection stayed constant over the first three
measurements at approximately 12 Hz. Afterwards, the signal
varies within a range of +2 Hz with the exception of the 10th
measurement which allowed only a very low frequency shift. This
signal decrease is probably caused due to the long time (9 h) the
piezoelectric device was running.

Please cite this article as: Huebner, M., et al., Biosensors and Bioelectronics (2014), http://dx.doi.org/10.1016/j.bios.2014.08.047




6 M. Huebner et al. / Biosensors and Bioelectronics B (RNEEN) ERE-NEE

a b
. | | - | | i A5 —
10 4 | anti-diclofenac [ |Regeneration| 1.
,  antiserum : ) buffer, pH =2, 1.7 =]
1 vl | 1 & /S
: : ! : 1, ® =2 E =] I
0 — 1 = 1 1o =
. - . 10 i
| S 1
) | o |
I 1 | : 1
w 104 ! ' ‘
1 | 1
< ] 1
] ) 1
1 | | -5 -
1 : 1
| I
-20 — [ )
] 1
: il .
' n_ wi= i
= 3 1 !
-30 T T T T 0 -
0 5 10 15 20 25 0 2 4 6 8 10
Time (min) Regeneration cycles

Fig. 4. (a) Regeneration protocol and reversibility for anti-diclofenac antiserum binding to diclofenac immobilized on the DAPEG modified quartz surface. (b) The frequency
shift was measured before (gray bars) and after (red bars) the antiserum injection during the stabilization steps with degassed PBS/EtOH. (For interpretation of the references
to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

The stabilization of the signal after the regeneration step shows a were obviously not absolutely the same for each regeneration cycle.
deviation of +1Hz for the 10 measurements. So the surface is The deviation can be explained by changes of the composition of the
regenerated after each cycle. However, the measurement conditions PBS solution containing 10% EtOH in the beginning. During the
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Fig. 5. (a) The CL image of the complete flow cell after performing the immunoassay with different spotted diclofenac concentrations per column. From the left: 0 mM (no
spots visible), 0.1 mM, 0.5 mM, and 1 mM (Image was created by using Image]). (b) Consecutive cycles of measurement/regeneration using the same microarray with 1 mM
diclofenac spotting concentration (n=30, m=5). (c) Calibration experiments (n=8, m=5) to estimate the shelf life of the microarray. (d) Assay sensitivities specified by ICsg
values for the different calibration curves.
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following 5h of the measurement on air, the initially degassed
running buffer can absorb air. The increased gas content can lead to
an increase of the frequency shift of the zero value. In addition, a
decreasing content of ethanol can decrease the signal as it occurs in
the end for the injection signals. The data evaluation shows, that after
the first three measurements, the conditions have notably changed.
This corresponds to 1.5 h of measurement.

3.6. Reversible detection of diclofenac by an automated microflow-
based ELISA with chemiluminescence readout

The preparation of a diclofenac microarray on a DAPEG mod-
ified glass slide was performed in order to test the non-specific
binding, reversibility and lifetime of the spotted chip in the used
instrument. In Fig. 5a, an image of the flow cell is shown. It was
recorded after the binding of anti-diclofenac antibodies to the
diclofenac microarray on the glass slide. The bound primary
antibodies were detected with a secondary anti-rabbit IgG perox-
idase conjugate and chemiluminescence (CL) readout after addi-
tion of substrate. The image shows, that outside the diclofenac
spots, no antibodies were non-specifically adsorbed on the DAPEG
surface. Moreover, the spot size and CL signal intensity are
depending on the amount of diclofenac immobilized, because
the spots with 0.1 mM diclofenac are smaller and less intense
than with 1 mM diclofenac. The CL signal at the edges of the flow
cell has been caused by the non-specific interaction of the
secondary antibodies with the glue material which was used to
assemble the flow cell.

In Fig. 5b, the average CL signals of 5 diclofenac spots and
5 blanks (no diclofenac spotted) over 30 consecutive cycles of
antibody injections and regeneration steps are shown. During the
first three regeneration cycles, the signals on the spots are raised
which is caused by moistening and swelling of the PEG layer. After
the following 27 cycles, the average signal, on 5 equal spots,
decreases to 90% of the initial value.

For the investigation of long-term stability of the microarray on
the glass slide in aqueous environment, a calibration experiment
with aqueous diclofenac standards (0.001-100 ug L=') was per-
formed on the same glass chip after 14 and 23 days (Fig. 5c).
Between the measurements, the glass slide was stored in water at
room temperature within the flow cell of the instrument. The
sensitivity of the immunoassay can be indicated by the inflection
point of the sigmoidal calibration curve (ICsp). According to Fig. 5d,
the assay sensitivity did not change significantly for 15 days.
However, after the 23 day-period, the sensitivity dropped by about
50%, i. e., the ICso shifted from initially (0.23 +0.034) ug L~ to
(0.48 + 0.094) pg L~ '. Hence, the shelf-life of the prepared micro-
array chips can be estimated roughly 14 days under the aqueous
conditions in the flow-through device.

4. Conclusion and outlook

The presented PEG-surface coverage allows preparing homo-
geneous and stable surfaces for measuring antibody interaction
with the corresponding hapten. Every surface preparation step
could be analyzed in detail with the described methods.

GA-ATR FT-IR spectra showed that the initial cleaning method
allows moistening the Si-O-Si framework on the silica surface. In
addition, the oxidation with concentrated sulfuric acid works
efficiently and generates a high yield of silanol groups on the
silicon and glass slide surfaces. The following application of GOPTS
yields a dense surface coverage on both substrates as observed by
high contact angles. The XPS data showed that the silane reacts
with the oxidized surface and leads to a surface coverage below
the monolayer range. However, after the PEG attachment, uneven

spots on the silicon wafer have vanished indicating a homoge-
neous functionalized silica surface which can be observed in AFM
images as well. The XPS analysis revealed that the chlorine of
diclofenac can be detected, however, the amount of diclofenac is
only about 0.8% and the layer thickness is not notably changed.
Only rearrangements of the PEG chains can be seen in GA-ATR FT-
IR as indicated by the decrease of intensity of the bands. The
surfaces are densely covered by the diclofenac coupled to the PEG,
because the RMS values (1.2 and 1.1 nm) are smaller than the layer
thickness as determined by XPS (1.6 nm). This dense coverage
prevents the antibody with a diameter of ~10-12 nm from non-
specific interaction with the silica surface.

The recognition and response measurements by QCM-D
showed that the created surface is stable over at least 10
regeneration cycles and all bound protein (antibodies) is removed
during a regeneration cycle. Finally, the chemiluminescence mea-
surements of a diclofenac microarray on a glass slide showed that
the antibody binds only to diclofenac immobilized on the PEG
surface. The primary antibody can be detected by a secondary anti-
rabbit IgG peroxidase conjugate. One chip can be regenerated for
at least 30 regeneration cycles without significant decrease of CL
signal intensity. The chip area outside the spotted diclofenac did
not adsorb proteins from the diluted antiserum during the whole
measurement time (~6 h). Consequently, a stable and reliable
surface for reversible immunorecognition has been created. This
surface was also stable for several days when stored in the
microflow device in aqueous solution. The model analyte diclofe-
nac can be replaced by any other hapten or antigen and, the
experiments on QCM-D and the MCR 3 show that the surface
chemistry can be used for either label-free or label-based biosen-
sing applications. Therefore, this sensing layer can be used as
universal platform for small-sized analyte biosensing. The chip
reusability and storage conditions will be tested with real sample
applications consecutive to this work.
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ABSTRACT: Gold nanoparticles (AuNPs) chemically grafted on
substrates are widely used as sensors due to their plasmonic
properties. The efficiency and robustness of such sensors strongly
depend on the molecular sublayer structure, which influences the
distribution of AuNPs, and therefore the plasmonic properties of the
layer. Few spectroscopic tools are able to sense the grafting layer
both before and after particle deposition. Here, we use sum-
frequency generation (SFG) spectroscopy to deeply investigate both
the grafting layer and the immobilized AuNPs. We combine SFG
with reflectance UV—visible spectroscopy and scanning electron
microscopy (SEM) for 14 nm diameter AuNPs, dispersed on
modified silicon surfaces with either amine or mixed amine/thiol

SFG

Microscapy

terminated layers. SFG spectra show the specific vibrational fingerprint of each supporting layer through the amplitudes of
methylene and methyl vibration modes and prove the presence of unreacted ethoxy groups from (3-aminopropyl)
triethoxysilane. We establish a linear evolution of the absorbance amplitudes with AuNP surface coverage, a relationship valid up
to the aggregation limit of 10'" AuNPs-cm 2. In the same way, SFG amplitudes follow a quadratic dependence with the UV—vis
absorbance amplitudes, showing the close correlation between nonlinear and linear optical properties. In addition, the optical
properties of the AuNP layers are stable for several months (plasmon position and damping) despite their storage in ambient air

and long exposure to visible laser light.

Bl INTRODUCTION

Over the last several decades, the use of materials with
plasmonic properties has been expanding rapidly.'™* Among
the various uses of plasmonics, surface sensing has greatly
benefitted from the optical enhancements due to the
interaction of light with surface plasmons." The use of localized
surface plasmon resonance, surface roughness, or metallic
nanoparticles typically leads to dramatic improvements in the
performance and sensitivity of devices. Using nano-objects on a
substrate offers the advantage of a tailor-made production, with
a large choice of sizes, shapes, and chemical composition,
depending on the properties sought. Gold nanoparticles
(AuNP) are routinely used because they associate a high
chemical stability with plasmonic properties tunable in the
visible and in the near-infrared ranges. Their asset lies in the
localized surface plasmon resonance (LSPR) of the individual
nano-objects. LSPR strongly depends on the shape, size,
environment, and chemical composition of the nanoparticles.
Gold nanospheres with 10—20 nm diameter are a textbook
example, with one SPR in the green region of the spectrum,
around 525 nm in aqueous solution.”*~” Plasmonic properties

i i © 2015 American Chemical Society
7 ACS Publications

are also modified upon interaction at the surface of a substrate.
Controlling the distance between particles (average and
distribution) grafted on a surface remains one of the challenges
of such a synthesis of complex materials.*"!

Metallic nanoparticles are usually grafted on surfaces through
wet chemistry procedures where NPs are first synthesized in
solution and then immobilized on prefunctionalized surfaces.
On gold substrates, grafting is achieved through a self-
assembled monolayer (SAM) of thiols, whereas silanes are
chosen for silicon or silica-like materials, with a large choice of
available terminal functional groups, providing a simple
approach for adsorption of the nanoparticles with an amine
group,'>™'* as well as more elaborate chemical transformations
(e.g,, gold grafting through a thiol termination® ' or bidendate
ligands like lipoid acid"). The quality of a substrate/SAM/
AuNP assembly may be defined in terms of surface
homogeneity (or designed heterogeneity16), structural quality,
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Figure 1. (a) Schematic of the expected silane layers; (b) SFG experimental configuration: XZ is the incidence plane of the SFG, vis, IR beams in a

ppp polarization scheme.

and thickness of the silane layer, surface density and mean
distance between the grafted particles, and plasmonic properties
of the individual or aggregated particles. Reproducibility and
simplicity of the chemical preparation also condition the large-
scale use of the overall method. This makes it crucial to be able
to control the quality of substrate/SAM/AuNP systems.

UV—visible spectroscopy, in transmission or reflection mode,
is a reliable tool for investigating the absorption properties of
AuNP layers. Coupling to atomic force or electron microscopy
makes it possible to correlate plasmonic properties to the
distribution of particles on the surface.'””"7 X-ray photo-
electron spectroscopy (XPS) provides valuable data on SAMs;
however, it does not support in situ analysis during self-
assembly and grafting at the solid—liquid interface. The
chemical and structural analysis of SAMs greatly benefits
from enhanced vibrational spectroscopies. Surface enhanced
Raman scattering (SERS) sensitivity can reach the single
molecule level'® but can only be used to characterize the layer
after deposition of gold nanoparticles. Surface infrared methods
like TRRAS (infrared reflection absorption spectroscopy),"’
ATR (attenuated total reflectance),”® or multiple-reflection
infrared spectroscopy” allow for the characterization of a
monolayer on silicon, but the addition of the gold objects adds
significant complications to the analysis because of the presence
of surfactants, and most of these techniques lack coupling to
the plasmonic properties of the AuNPs. Sum-frequency
generation spectroscopy (SFG) is sensitive enough to study
the bare monolayer and benefits from an enhancement due to
the SPR when gold nanospheres are present.”” In addition, it
should be sensitive to the structures located under the gold
layer.

Several kinds of SAMS have been studied by SFG, mostly
thiols**>* and silanes. Studies on silanes mostly concentrate
on the adsorption on silicon and quartz and monitor layer
growth and order through the CH stretches, in particular the
terminal CH, groups from alkyl silanes.** "> Aminoalkyl silanes
have the additional advantage over alkylsilanes that they are
provided with a free amine function, which can be used to
attach AuNPs through electrostatic interaction, as mentioned
above. Such films have also been investigated with SFG in
pure®® or mixed films.**

In this work, we investigate, at each step, the chemical and
optical properties of several types of Si/SAM/AuNP systems.
The different chemical functions of the SAMs, amine and/or
acid, led to various densities and aggregation states of the
deposited particles, measured by scanning electron microscopy
and UV-—visible reflectance spectroscopy. SEG is used to
investigate the structure of the SAM and the properties of the
AuNP layers. We correlate the linear and nonlinear optical
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properties of the AuNP layers and discuss them with respect to
the local density of particles, whether aggregated or not, on
silica surfaces.

B EXPERIMENTAL DETAILS

Materials. N-ethyl-N’-(3-(dimethylamino)propyl) carbodii-
mide hydro-chloride (EDC, 98%), sodium citrate (HOC-
(COONa)(CH,COONa),2H,0, 99%), gold(Ill)chloride tri-
hydrate (HAuCl,, 3H,0, 99.9%), tannic acid (C,Hs,O46
99%), dodecanethiol (CH;(CH,);;SH, 98%), and thiophenol
(C¢HsSH, 99%) were purchased from Sigma-Aldrich. N-
hydroxysuccinimide (NHS, 97%), 11-mercaptoundecanoic
acid (MUA, 95%), and (3-aminopropyl) triethoxysilane
(APTES, 99%) were purchased from Aldrich. N-doped silicon
wafer (100) from Siltronix was cut into 2 X 2 cm’ pieces.
Sulfuric acid (H,SO,), 96%, and hydrogen peroxide (H,0,),
30% in water, were supplied by Carlo Erba. Toluene, acetone,
and ethanol were purchased from Analar Normapur. Milli-Q
water (18 MQ-cm, Millipore, France) was used for the
preparation of aqueous solutions and for all rinses. All
chemicals were reagent grade or higher and were used without
further purification.

Surface Functionalization. First, silicon surfaces were
cleaned following a procedure which includes several washing
steps, a piranha solution treatment, and finally UV—ozone
cleaning. A detailed description of this procedure is given in ref
20. The same experimental conditions were applied for silane
grafting for the amine-terminated silane (APTES): oxidized and
cleaned silicon wafers were immersed in a 50 mM solution of
silane in anhydrous toluene at 75 °C for 24 h. After silanization,
the samples were washed twice, sonicated for 10 min in
anhydrous toluene, dried under nitrogen, and heated at 90 °C
for 2 h. The MUA grafting was achieved after APTES
deposition on silicon surfaces. First, MUA was activated in
solution using a mixture of EDC and NHS in ethanol for 90
min. Then the APTES-modified silicon surfaces were placed in
the activated solution of MUA for 90 min and then washed
twice in ethanol and dried under nitrogen (Figure 1a). The
corresponding interfaces will be referred to as Si/SAM.

Gold Nanoparticles Preparation and Deposition.
Colloidal gold particles were prepared according to the tannic
acid method of Slot and Geuze.*® To produce 100 mL of a 14
nm diameter colloid, two stock solutions were prepared:
solution A, 1 mL of 1% (w/v) HAuCl, and 79 mL of deionized
water; solution B, 4 mL of 1% sodium citrate, 0.025 mL of 1%
tannic acid, and 16 mL of deionized water. Solutions A and B
were heated to 60 °C and mixed while stirring. Once the
solution turned red, the mixture was heated up to 95 °C and
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cooled on ice. Gold nanoparticle size was confirmed by
transmission electron microscopy indicating an average size of
13.5 nm, and the concentration of AuNP in the solution is 3.34
nmol L7, Freshly synthesized AuNPs were then deposited,
with no further dilution, on the Si/SAM surfaces for 30 or 60
min in a sonication bath (Elma, 90 W, 45 kHz). Finally, silicon
substrates were washed twice in water and dried under
nitrogen. The corresponding interfaces will be referred to as
Si/SAM/AuNP in the following. Some samples were function-
alized with dodecanethiol (DDT) or thiophenol (TP) by
dipping them in an ethanol solution at 10 mM for 12 h. The
corresponding interfaces are referred to as Si/SAM/AuNP/
DDT (respectively Si/SAM/AuNP/TP) in the following.

Scanning Electron Microscopy. Images of the gold
nanoparticles on the modified silicon wafers were obtained
using a SEM FEG Hitachi SU-8000 scanning electron
microscope (SEM) with a voltage of 15 kV and a working
distance of 5.9—10.1 mm. Images were analyzed using the free
software Image]*® to measure the surface density of nano-
particles. We determine the number of nanoparticles by
counting them individually for three different images at least
in three different regions of the samples. As it is not possible to
determine the exact number of particles present in clusters, we
did not consider clusters and established estimated values. SEM
images were all recorded after the DDT (respectively TP)
functionalization step.

UV-Visible Spectroscopy. Silicon substrates are not
transparent in the probed optical range (400—800 nm); thus,
the transmission mode could not be used. UV-—visible
absorbance spectra were recorded in specular reflection
geometry with a Cary-5000 spectrophotometer Agilent at an
incidence angle of 55°. We used a UV—vis VeeMAX accessory
from PIKE Technologies. Polarization was adjusted parallel (p)
or perpendicular (s) to the plane of incidence, (x, z) in Figure 1
(more details in the Supporting Information). A reference
spectrum of the bare silicon substrate was first recorded to
obtain the optical signature of the grafted AuNPs by differential
measurement. In these conditions, the measurement reprodu-
cibility is ensured at a level greater than 10~ absorbance units.

Nonlinear Optical Vibrational Spectroscopy. Sum-
frequency generation spectra were recorded by using a setup
similar to the one described in ref 17. It is based on a 6.8 ps
pulsed laser Nd:YVO, source coupled to an Acousto Optic
Modulator (62.5 MHz micropulse repetition rate, 2 ys train, 25
Hz macropulse repetition rate). After amplification, one part of
the beam is used to pump an infrared optical parametric
oscillator (OPO) built around a LiNBOj crystal giving access to
the 2500—4000 cm ™' spectral range (10 yJ pulse energy, 3
cm™' OPO bandwidth). The other part is used to obtain a
tunable visible beam (S yJ pulse energy, 440—710 nm
wavelength) by frequency conversion in an OPO built around
a BBO crystal. The infrared and visible beams are then mixed in
a copropagating geometry at the same point of the probed
surface for each sample. The incidence angles are therefore 65°
and 55° with respect to the surface normal, respectively. The
infrared, visible, and SFG beams are p-polarized. All the SFG
data are recorded in the same experimental conditions as
depicted in Figure 1b with the same infrared (IR) and visible
powers. A reference measurement on a ZnS crystal is
performed simultaneously to take into account possible
intensity fluctuations. For a fixed visible wavelength, the SFG
spectra are recorded as a function of the IR wavelength in the
3.0—3.6 um spectral range of the CH stretch to probe the alkyl

vibration of the APTES and APTES/MUA supporting layers. In
these conditions, the SFG photons are detected by photo-
multipliers after spatial and spectral filtering through a
monochromator.

The SFG intensity is directly proportional to the sample
response:>”*® I oly @ Pyl with Iy, I the intensities of
the visible and IR incident beams, respectively. 72 is the
effective nonlinear second order susceptibility of the interface,
which can be written as ;55%2 = ;(g'/)Au + )(‘(If). ;(gf)Au is the second-
order nonlinear susceptibility of silicon and gold nanoparticles
(when the latter are present, and )(giz/)Au is essentially constant in
a vibrational spectrum and, hence, often called the nonresonant
contribution to the SFG signal). )(f,f) is the second-order
nonlinear susceptibility of the organic layers. The SFG signal is
therefore modeled by the complex second order susceptibilities
of g)old nanoparticles (;(g%)Au) and the organic molecular layer
&) by analogy with a metal—molecule interface:® I o
IS + )(,(,f)lz, where ;(g%)Au and )(,(3)40 are complex values, and
interfere constructively or destructively depending on the

modulus and phase of )(éiz/)Au.“’“

Bl RESULTS AND DISCUSSION

Characterization of Silane Layers before and after
AuNP Immobilization. The Si/SAM samples were previously
characterized by X-ray photoelectron spectroscopy and contact
angle measurements.'” The results confirmed the successful
grafting of APTES on silicon surfaces. Upon adding MUA to
the APTES-modified layers, only 24% of the amine functions
reacted leading to a mixed layer SH/NH, (24%/76%). In order
to gain insight into the structure of the SAM, we acquired SFG
spectra by tuning the IR source over the spectral range of CH,,
(x = 2, 3) stretching modes. The molecular response ;(53)
becomes resonant, and its complex amplitude increases, when
the IR frequency matches that of a vibration mode fulfilling two
conditions: the mode must be both IR and Raman active for
one allowed combination of polarizations and must not violate
symmetry rules, which essentially state that inversion symmetry
leads to a vanishing 7). This accounts for the very weak CH,
stretch signals for an ordered alkyl chain, slightly increasing
when gauche defects are present. Figure 2 shows a typical
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Figure 2. Typical SFG spectra recorded for APTES Si/SAM (top) and
APTES Si/SAM/AuNP (bottom) at an excitation wavelength of 532

nm.
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spectrum for the Si/APTES interface. This spectral region is
rather crowded with vibration mode peaks (see also Figures 3

SFG Intensity (mV)

568 nm

I
]
I
I
I
1

500 nm

| | I . | 1
2800 2850 2900 2950 3000 3050 3100
Wavenumber {cm’)

Figure 3. SFG spectra of the APTES Si/SAM/AuNP sample for
different excitation wavelengths of the visible domain (670, 568, and
500 nm).

and 4). Signals from the SAM are weak; peaks overlap and
interfere with each other, as well as with a weak nonresonant
contribution arising from silicon. The first step is therefore to
identify SFG peaks by acquiring additional spectra. Adding the
gold nanoparticles (Figure 2, bottom) increases the signal-to-
noise ratio but has two consequences: first, a new source of
CH, (the citrate molecular layer surrounding the particles) and
second an increased nonresonant response mainly due to gold
interband transitions (see the Y-scale, approximately 10 times
more intense). However, AuNPs allow for the tuning of the
visible wavelength of excitation involved in the SFG process
(values used are the following: 500, 532, 568, 620, and 670
nm), leading to a phase change between resonant and
nonresonant contributions (Figure 3). In this manner, we can
observe dip or peak shapes for the molecular vibration modes
in the experimental spectra,®® especially when the phase
difference between molecular and Si+AuNP contributions
varies approximately from 0° to 90° together with an increase
in absolute value, when changing color from red to blue as a
consequence of gold response changing from weak intraband to
strong interband origin.** This greatly facilitates peak
attribution as it will be stated in Table 1.

On all spectra, we observe the expected CH, symmetric
(2863 cm™) and antisymmetric (2933 cm™") stretching bands
in the region (2800—3000 cm™'). The major concern is the
presence, even in the spectra of Si/SAMs, of a band at higher
wavelength (around 2978 cm™') where the antisymmetric CH;-
stretch-like resonance is normally observed. The presence of
unreacted ethoxy groups in APTES layers, still under debate in
the literature, may explain this observation. We therefore tried
to precisely establish the origin of this band. As a matter of fact,
all the observed vibrations may have three different origins: the

a: 620 nm
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Figure 4. (a) SFG spectra for different samples at 620 nm and in the
spectral range of 2900—3175 cm™ for one sample with APTES and
isolated AuNPs without (up) and with (down) thiophenol molecules.
(b) In the spectral range of 2780—3100 cm™ at $32 nm. Absolute
scales vary from one spectrum to another.

Table 1. SFG Band Attribution Table for Si/APTES and Si/
APTES/AuNP Interfaces

vibration position (cm™") vibration mode

2863 CH,, ss
2888 CH,, ss
2911 X-CH,, ss
2933 CH,, as
2945 CH;, FR
2978 CH,;, as

silane layer, the organic molecules surrounding the AuNPs
(when present), or some organic contaminants at the surface.

17149 DOI: 10.1021/acs jpcc.5b03601
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The 2978 cm ™ mode is present both with and without AuNPs,
and the overall lineshapes in both spectra in Figure 2 look
identical. If this band was due to some contaminant, it would
disappear, at least partially, as a consequence of AuNP intake,
contrary to what is observed in Figure 2. Therefore, this origin
is not likely. Attributing this mode to the citrates surrounding
the nanoparticles would not explain the signals measured on Si/
SAM prior to AuNP adsorption. We therefore strongly favor
the explanation of unreacted ethoxy groups in APTES layers.
To confirm this attribution, we have performed a third set of
SFG experiments, by functionalizing the particles with thiols,
which remove citrate contribution and further suppress
contaminants. When the CHj-terminated dodecanethiol
(DDT) is grafted, the antisymmetric methyl stretch is observed
at the same position as the signal from the SAM (Figure 4b).
Whereas, upon thiophenol grafting (Figure 4a), the line shape
does not change between 2900 cm™' and 3000 cm™}, and a
distinctive peak from thiophenol (~3078 cm™') appears,
indicating that citrates have been replaced as expected by
thiols.'* This observation provides additional evidence that the
band at 2978 cm ™ arises from unreacted ethoxy groups in the
APTES SAM, which is coherent with previous findings in the
literature.***>*® Note that this signal is very weak, suggesting
that the amount of remaining CHj is rather low and/or that
these groups are poorly ordered. The ratio R of symmetric over
antisymmetric stretching intensities is directly related to the
average orientation of the CH; groups.”® This relationship is
valid for high index substrates, which favors electric field
components along the z-axis (Figure 1). Given the refractive
index of silicon in the visible and IR 1ranges,17’47 this
approximation remains acceptable here. In the recorded
spectra, this ratio is very small in the native SAMs, as
symmetric contributions are hardly visible. This leads to
favoring a mean geometry of CH; groups somewhat parallel to
the surface, which is compatible with the hypothesis that some
ethoxy groups remain unreacted, even in the first silane layer in
contact with the silicon substrate.

Having ascribed the 2978 cm™ band to CHj ethoxy groups,
vibration mode attribution becomes easier. Using several visible
wavelengths allows us to first separate the various peaks (Figure
3). It is worth noting that lineshapes evolve differently with the
incident visible wavelengths (Figure 3). These differences
between spectra allow several resonances to appear on some
spectra and not on others, as a consequence of interferences
between vibration modes and the nonresonant background*' or
between neighboring vibration modes.*” We need at least three
visible wavelengths to identify six vibration modes as depicted
in Figures 3 and 4.

In order to attribute each mode, we used a differential
approach by comparing native Si/SAM to Si/SAM/AuNP and
Si/SAM/AuNP/DDT samples (Figures 3 and 4), in addition to
data from the literature**** (see Table 1). In particular, we
measured the SFG spectrum of a Si/SAM/AuNP/DDT sample
left for 2 days in air, which induces some disorder in the layer,
and therefore enhances the alkyl CH, response, helping to
attribute CH, modes. The two vibrations located at 2863 cm™!
and 2933 cm ™! are ascribed to the symmetric and asymmetric
CH stretching vibration modes of methylene with the carbon
surrounded by two other carbon atoms.”®*' On the contrary,
the vibration located at 2911 cm™ corresponds to symmetric
CH stretching vibration mode of methylene with the carbon
linked to a heteroatom (Si or N in this case, denoted X-CH,).*®
The modes located at 2888, 2978, and 2945 cm™! are related to

symmetric (ss), asymmetric (as), and Fermi resonance (FR)
CH stretching vibration modes of CH; methyl groups. In fact,
the three close vibration modes (2911, 2933, and 2945 cm™!)
strongly interfere together, which makes their attribution
difficult based solely on the spectra in Figure 2.
Characterization of the Gold Nanoparticle Deposi-
tion. AuNPs were deposited on two chemical layers: APTES or
APTES modified by MUA (see Figure 1). The dipping time in
AuNP solution was varied, either 30 or 60 min, to change the
surface coverage. To ensure the reproducibility of our method,
we repeated the protocol three times for each sample. AuNP
surface coverage was determined by SEM. For the two Si/SAM,
APTES and APTES/MUA, two types of surface coverage were
observed: isolated (Figure Sa,ceg) and coupled (Figure
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Figure 5. SEM images of silicon surfaces after nanoparticle deposition
on APTES (red, top images) or APTES/MUA (blue, bottom images)
for isolated AuNPs (left: a, c) and coupled AuNPs (right: b, d); UV—
visible measurements of silicon surfaces after nanoparticle deposition
on APTES (red, top graphs) or APTES/MUA (blue, bottom graphs)
for isolated AuNPs (left: e, g) and coupled AuNPs (right: f, h) .

Sb,d,fh) AuNPs. On the basis of AuNP coverages, samples
were arranged into four categories (denoted A-I and A-C for
isolated and coupled AuNPs on APTES and M-I and M-C for
isolated and coupled AuNPs on APTES/MUA. See Supporting
Information for SEM images and classification). Figure S shows
typical SEM images and absorption spectra for each family
(represented by the member with the highest surface density).
Surface coverage and AuNP layer homogeneity measurements
were performed in several regions of the samples. We
determined from SEM images the average surface density of
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AuNPs (p) and the corresponding mean center-to-center
distance between particles D,, = p~"/% Results are summarized
in Table 2 for the four samples of Figure S. As expected,

Table 2. Surface Density and Mean Distance between
Particles for Each Category of Samples (DT = Dipping
Time, SC = Sample Category)

silane DT (min) SC  p (10" AuNPs:«cm™)  D,, (nm)
APTES 30 A-l 9.86 + 0.05 31.8 £ 0.1
APTES 60 A-C 11.6 + 0.1 293 + 0.1
APTES/MUA 60 M-1 9.63 + 0.06 322 + 0.1
APTES/MUA 60 M-C 14.1 £ 0.1 26.6 + 0.1

increasing dipping time led to higher surface coverage,
regardless of the nature of the SAM. After 30 min (Figure
Sa), gold nanoparticles are well separated, whereas after 60 min
(Figure Sb,c,d), the nanoparticles come closer to each other on
the substrate and eventually interact (the distance between
AuNP is in the same range as their size, Figure Sd) or even
aggregate in small clusters (Figure Sb). The reproducibility
depends on the nature of the SAM. Using APTES, the samples
are rather poorly reproducible and fall into the A-I (1/3) and
A-C (2/3) categories; the average surface density is high (more
than 5 X 10" AuNPs-cm™); dispersion is homogeneous. For
high densities, small clusters are present over the entire surface
(Figure Sb); aggregates exist even for low densities. For
APTES/MUA samples, reproducibility is better with only 1/6
falling into the M-C category and 5/6 into the M-I category
(see Figure Sd). The average surface coverage is lower, but
dispersion is more homogeneous than for APTES samples;
high densities lead to particles interacting by being close
together, but the number of clusters remains low; no
aggregation is observed for low densities. We note that, for
some samples, there is coexistence of isolated and clustered
areas on various spots of the surface; these were assigned to a
category based on their dominant character (Figure S).

We performed UV—visible measurements at 55° incidence
on the same set of samples in reflection for s and p
polarizations. The typical responses of four representative
samples are shown in Figure Se f,g,h. For isolated nanoparticles,
the A-I and M-I categories, we observe a unique contribution
around 505 nm for both p and s polarizations. This peak (p) or
dip (s) originates from the localized surface plasmon resonance
of AuNPs (LSPR), and its wavelength corresponds to
nanoparticles in air as described by the dipolar approximation.
The peak or dip shapes are explained by the differences in
refractive indices between the silicon substrate and the
adsorbed 1ayers.22 For coupled nanoparticle layers, the A-C
and M-C categories, a second feature appears as a pronounced
dip around 600 nm, followed by a rise in absorbance for higher
wavelengths, clearly visible with p-polarized light. This
contribution is due to the aggregatlon of particles as a
consequence of longitudinal coupling."® In order to establish
a correlation between UV—visible spectra in p-polarized light
and AuNP surface coverage, we correlated two absorbance
amplitudes to the AuNP coverage: Agys, corresponding to
isolated AuNPs and measured by the difference between the
local maximum (505 nm) and minimum, as depicted in Figure
6a, and the contribution of the interacting particles, Agy,
measured as the difference in absorbance between the value at
800 nm and the minimum. In Figure 6b,c, these absorbance
intensities are plotted as a function of the AuNP coverage.
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Figure 6. (a) Definition of Agys and Agy. (b) Absorbance amplitude at
800 nm (blue for APTES/MUA and red for APTES) versus surface
density p. The coupled, mixed, and isolated characterization refers to
the surface distribution of nanoparticles and is deduced from the SEM
images. (c) Absorbance amplitude at 505 nm (blue for APTES/MUA
and red for APTES) versus surface density p. (d) Absorbance
amplitude at S0S nm versus mean particle distance D,, = p~'/%

When AuNPs are isolated (A-I and M-I categories), Agy, is very
low (less than 1072), whereas when coupling appears (for A-C
and M-C), its intensity increases.

Below the value of 107> for Agq, all the samples can be
associated with the isolated category. Above the value of 2 X
1072 for Aggg, all the samples can be classified in the clustered/
coupled category. Between these two limits, the behavior of the
samples shows a mixed character between isolated and
interacting particles, depending on the zones probed by SEM.
Partial aggregation may occur for rather low densities with
APTES SAM, but only for the highest one with MUA
(threshold around p ~ 10'* AuNPs-cm™). On the contrary,
Aygs increases approximately continuously with AuNP coverage,
regardless of the aggregation state. Of course, heterogeneous
dispersion induces a broad distribution of surface coverage
values, which has an impact on the accuracy of the x-axis values
in Figure 6a,b,c. The following shows that it is nevertheless
possible to quantitatively analyze parameter Agy. To this end,
we fit Agos as a function of D, (Figure 6d). In this case, the
relative uncertainty on the x-axis is divided by 3, making the
adjustment more appropriate. The best fit is obtained using a
power law, with an exponent close to —2. This result confirms
the linear fit of Agys with respect to the surface density p.
Recording a full UV—visible spectrum takes less than S min,
whereas a full SEM analysis requires more than 1 h, since
several images must be recorded for each sample and then
analyzed in order to estimate a density. The relationships
shown here provide a fast and easy way to estimate the quality
of a set of samples by UV—visible spectroscopy.

Stability in Time. We monitored the stability in time of the
AuNP layers by UV—visible measurements. We prepared Si/
SAM/AuNP samples with APTES and APTES/MUA SAMs
and recorded their UV—visible spectra immediately after gold
grafting (Figure 7). They were then stored in airtight boxes in
the dark and at room temperature for several days. Then, the
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Figure 7. UV—visible spectra of two samples with (a) and without
MUA (b) for 30 min dipping times at different experimental steps. For
APTES/MUA: ¢, immediately after preparation; f, several days after
preparation and with dodecanethiol functionalization; ¥, several days
later and exposed to laser sources for 15 h; §, 11 months later. For
APTES: @, immediately after preparation; f, several weeks after
preparation, exposed to laser sources for 10 h, with thiophenol
functionalization, and exposed again to the laser sources for 15 h; , 11
months later. Inset, sample with APTES immediately after preparation
(black) and 11 months later (gray) with no laser exposure or
functionalization. Each curve is shifted by 0.01 from the previous one
for clarity.

aged substrates were functionalized by an alkanethiol and
analyzed for several hours on the SFG setup (i.e., exposed for
several hours to short, high intensity visible and infrared
pulses). The samples were then checked on the UV—visible
spectrophotometer several times over the following three
months and 11 months later. Figure 7 shows that the samples
remain very stable over this 11 month period in spite of the
chemical and optical degradation they sustained. The APTES
+MUA material (Figure 7a) shows no sign of aging (except for
an insignificant baseline drift, intrinsic to the spectrophotom-
eter alignment, which is suppressed by imposing a null
minimum for each spectrum) after several months, and a
small decrease for very long periods of time. As for the APTES
SAM, a decrease of the Asys signal was observed over time,
characteristic of the presence of the gold nanoparticles. Some of
the particles (isolated and aggregated) may have been removed
from the surface when the sample was handled or characterized.
Nevertheless, the layers of isolated particles seem to remain
quite stable over time. Moreover, if the sample suffers no
degradation (see insert of Figure 7b), its absorbance remains
identical even after 11 months. We may therefore conclude that
these grafting methods enable the immobilization of a high
density of AuNPs on silicon samples with a high stability.
Effect of Gold Nanoparticles on the Intensity of the
SFG Signal. For the four samples described in Figure S (each
representing one of the categories, A-I, A-C, M-I, and M-C),
SFG spectra were recorded between 2780 cm™! and 3330 cm™!
(Figure 8) at the visible wavelength of 670 nm. Spectra were
normalized by absolute SFG intensities emitted by samples,
because we cannot directly compare absolute SFG intensities
from the samples when their compositions and structures
differ.”” The 670 nm wavelength was chosen because the
vibrations appear mostly as peaks with a rather high intensity
and because it makes it possible to monitor the differences
between isolated and aggregated AuNP layers. Four vibrations
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Figure 8. SFG spectra for an incident wavelength of 670 nm for
APTES (red) and APTES/MUA (blue) where AuNPs are isolated
(ac) or coupled (b,d). All spectra are normalized to 1 in order to
compare the different lineshapes.

among the six listed in Table 1 are clearly observed on all
samples, but the central region is too crowded to observe the
missing CH, modes. The four samples exhibit an essentially
uniform vibrational response, with two small differences: the
intensities of CH, vibration modes are higher for APTES/MUA
SAMs, which stems from the additional methylene functions
from the MUA. The CH; symmetric response is also a bit more
intense, but at this stage it would seem to be a structural feature
intrinsic to the SAM rather than a consequence of the gold
grafting. To a first order approximation, the vibrational features
before and after grafting of gold may be considered identical
(see also Figure 2). Probing the samples at different points on
their surfaces essentially produces the same results. This fact
reinforces the hypothesis that the unreacted ethoxy groups
from APTES are buried below the surface, are not significantly
affected by the MUA postmodification, and do not participate
in the gold grafting. More information could be gained from the
monitoring of the end groups of the silane chains. Previous
studies on alkylsilanes have shown that even the modifications
of CH; moieties induced by interaction with defosited
molecules or cells are rather small but measurable.>* ** In
our case, we have verified experimentally that the SFG activity
of terminal NH, groups in the NH stretching region is too
weak to be measured effectively, which is consistent with its low
infrared and Raman activities.”' Some SFG measurements
indicate that this mode only becomes active after curing the
APTES SAM at high temperature.*®

The major difference between the SFG spectra lies in the
absolute intensities of the vibrations and of the nonresonant
background (originating from the ){éiz/)Au term as explained in the
introduction). These contributions are small at 670 nm but
nonetheless result in various lineshapes and interference
patterns with vibration modes. Direct observation of SFG
data shows that particle aggregation leads to an enhancement of
the Si+Au background. In order to quantify this phenomenon,
we must evaluate the different relevant contributions. We
therefore measured the ratio of nonresonant to resonant
intensities (NR/R), as directly extracted from the raw spectra.
This helps to avoid several problems resulting from comparing
absolute SFG intensities between different spectra: the
reproducibility from sample to sample; the stability of the
power, size, and focus of the incident beams; changes in the
Fresnel factors and local field amplifications from the variability
in composition and structure of the AuNP layer. The maximum
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intensity of the antisymmetric CH; peak represents the
resonant contribution, whereas the nonresonant contribution
is calculated using the average value of the SFG intensity at
3100 cm™}, ice,, far from any molecular resonance (Table 3).

Table 3. NR/R Ratio for the 670 nm Excitation and Surface
Density for the Four Samples in Figure 8

sample (Agps)? p (10" AuNPs-cm™2) P NR/R
A-1 0.537 9.86 97.22 0.308
A-C 0.964 11.6 135.49 0.636
M-I 0.355 9.63 92.74 0.201
M-C 0.502 14.1 150.06 0.413

Consistent with our data, we can make the following
approximation: considering that constant factors in the SFG
intensity will disappear after dividing the Si+Au intensity by the
resonant intensity, the Si+Au intensity is proportional to the
square of the nanoparticle surface density (p) and the resonant
intensity to the square of the surface density of ethoxy groups
(Pmo)- The ratio NR/R should therefore be proportional to (p/
Pmol)’- Considering that the structures of the ethoxy groups in
all samples remain roughly constant as shown above, we
hypothesize that p, is also essentially constant in all of the
APTES layers, modified or not by MUA. Therefore,
proportionality between NR/R and pz should be visible in
Table 3, which is not the case. However, both parameters Agys
and p are an expression of the surface density of nanoparticles.
They incorporate the rather high surface heterogeneity into one
macroscopic parameter. The discussion above shows that they
perform it in a correlated way but with strong differences due to
their specificities. Calculated based on electron microscopy
images, p is the average value, in the various zones investigated
on the surface, of a purely local parameter, for which the
distribution function is at least as interesting as its mean value.
Agps on the contrary is a macroscopic quantity, which directly
integrates the various local values of surface density over the
whole surface of the light spot. Thus, Asps seems more
appropriate to quantify an effective surface density in an optical
experiment. Figure 9 confirms that the NR/R ratio is in fact
proportional to (Asgs)™

This point is worth noting, since we have observed in past
studies that it is difficult to establish the proportionality
between the SFG intensities and the square of the surface
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Figure 9. Ratio NR/R plotted as a function of (Agps)’

nanoparticle density. We have shown that taking into account
the reflectivity effect (Fresnel factors™) in the SFG experiment
produces results that are in better agreement with this law."”
Nevertheless, data show that this proportionality is sometimes
rather approximate.'* Here, we propose an alternate method
and show that the average surface density measured by SEM
(or AFM) is too sensitive to fluctuations on the surface on a
macroscopic scale. On the contrary, the Agys parameter is a first
step in the integration of this surface heterogeneity and
therefore constitutes a more reliable value of the actual density.
In addition, as an optical measurement, Ay already
encompasses the reflectivity contributions, making the link to
SEG intensities more straightforward. Given the rather wide
variety of surface distributions encountered in the set of films
studied here, it is quite useful to have access to a single, easily
measurable quantity, Agys, which accurately describes the state
of the AuNP layer.

Finally, the proportionality shown in Figure 9 is additional
evidence that the SFG response, both molecular and non-
resonant, is enhanced by the plasmonic properties of the
grafted gold particles. On the other hand, aggregation seems to
have almost no effect on this enhancement. This would seem to
contradict the spectra in Figure 8, in which the apparent rise of
the NR signal of the A-C sample is essentially due to the high
concentration of particles at the surface. This can be explained
by the properties of SFG spectroscopy. As stated above, due to
the high refractive index of silicon, SFG in a ppp polarization
scheme mostly monitors the (zzz) coefficient of ;((2 , where z is
the axis perpendicular to the surface.!” As a consequence, the
plasmonic properties involved in SFG enhancement mostly
derive from perpendicular surface plasmons. When aggregation
occurs, longitudinal coupling between particles strongly affects
the in-plane plasmonic properties, whereas the perpendicular
ones are only modified through transverse coupling, which in
principle results in a weak blueshift and damping,*® all these
effects being included in the Asys parameter. However, a
detailed study on the effect of aggregation on enhancement
factors requires fitting spectra recorded for several visible
wavelengths, in order to fully separate the molecular and
nonresonant contributions in an absolute manner. This
systematic analysis is planned for future studies.

Bl CONCLUSION

In this article, we investigated Si/SAM/AuNP films for different
surface coverages of gold nanoparticles and two SAMs, APTES
and APTES/MUA. We combined microscopic and spectro-
scopic tools for the films analysis. SFG analysis of the APTES
and APTES/MUA SAMs allowed us to identify all the
corresponding vibration modes. In spite of the weakness of
the SFG signals, this spectroscopy showed the presence of
unreacted ethoxy groups from the silane. These terminal CH,
functions lie mostly parallel to the silicon plane. AuNP grafting
led to a significant enhancement of the SFG signal but did not
modify the internal structure of the SAM. The local
enhancement of the SFG signals made it possible to monitor
the weak response of our samples by tuning the visible
wavelength involved in the SFG process. Using APTES or
APTES modified by MUA as an interlayer between silicon and
AuNPs led to significant differences. The addition of MUA
stabilized the gold nanoparticle layer and favored homogeneous
adsorption of isolated particles up to high surface coverages. On
the contrary, APTES alone led to less organized layers, which
even at medium surface coverages showed the presence of
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aggregates. Both grafting methods showed excellent stability
over long periods of time, proving the usefulness of these high
quality layers for further applications. If the goal is to adsorb as
many particles as possible while ensuring that they remain
isolated, then the best choice is APTES/MUA grafting,
provided that the surface density remains below 10" particles
per cm® On the contrary, if the key parameter is the local
density of particles and not the structure of the AuNP layer,
then APTES and APTES/MUA SAMs exhibit rather similar
behaviors, while aging films, surprisingly, seem to improve the
quality of the APTES samples. The structure of the AuNP layer
was investigated by electron microscopy and visible reflectance
spectroscopy. Microscopy images provide useful information
on the heterogeneity of the particle dispersion on the surface,
but they are inadequate for calculating an average surface
coverage. An effective value of this quantity is better estimated
through the amplitude of the plasmon resonance of isolated
particles, which is shown to vary proportionally to the surface
density measured by microscopy but also includes hetero-
geneity effects in a single measurement. In addition, the
aggregation state of grafted AuNPs shown by microscopy
images is in the same way quantified by the amplitude of the
longitudinally coupled surface plasmon resonance in reflectance
spectra, providing a fast quantitative criterion for distinguishing
isolated and aggregated films. Finally, we observed that, for
SFG spectroscopy of the SAM layer, the key parameter is
indeed the local density of particles, whether aggregated or not.
The various relative intensities of molecular and nonresonant
contributions to the SFG spectrum are due to a weak
amplification of the SFG process due to the coupling to
plasmonic properties of the AuNPs, while the Si+Au
contribution is in addition proportional to the square density
of particles, as measured by visible reflectance spectroscopy
rather than by microscopy. The best compromise is to be found
between an efficient amplification for future spectroscopic
studies of molecules adsorbed at the surface of the particles
(and not of the underlying SAM). The aggregated or isolated
character of the nanoparticles may however become important,
especially for the generation of hot spots between two particles
which would produce additional enhancements.
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We report the design of a polyoxometalate-nanostructured immunosensor for benzo[a]pyrene (B[a]P)
detection. The organic-inorganic hybrid polyoxometalate (POM) (NBuy)3[PW11039{(SiC¢H4NH;),0}]
carrying two amine functions was covalently attached to a functionalized gold substrate to achieve
a nanometric organization of amine groups at its surface. Pyrenebutyric acid (PBA) was subsequently
grafted to amine groups to create the sensing layer. The detection of B[a]P in the indirect competitive
format was carried out using a monoclonal anti-B[a]P antibody whose binding to the immunoprobe was
monitored with a quartz crystal microbalance with dissipation measurement (QCM-D). The perform-
ances of the POM-nanostructured biosensor were compared to a reference sensor constructed from a
cysteamine self-assembled monolayer. QCM-D measurements displayed significant input from POM-
nanostructuration. Both the accessibility of the analogue on the surface and the analytical performances
were enhanced showing a promising effect of this strategy of nanostructuration for the biosensing of
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1. Introduction

Building up analytical devices to quantify small-sized ana-
lytes in various matrices in a fast and sensitive way is still an
important challenge to which immunosensing devices provide a
relevant response. However, while immunosensors enable rapid
and low cost analyses, their sensitivity still requires improve-
ment. In the case of low molecular weight targets, the detection
is generally performed in the indirect competitive format: an ana-
logue of the analyte is immobilized on the sensor surface that
captures the antibody, and the presence of the target in the sam-
ple is evidenced by a decrease in the amount of bound antibody
[1]. Thus, the greatest challenge in this format is the control of
the surface functionalization to achieve a reliable, reproducible
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and efficient sensing layer [1-4] as well as the relative affin-
ity of the antibody for the analogue and the target analyte [5].
The key parameters are consequently the organization and the
accessibility of the analogue molecules on the transducer sur-
face, which can be optimized by surface nanostructuration. Very
few methods enable patterning and controlled reactivity of sur-
faces at nanometric resolution. Lithographic techniques enable
surface patterning with a resolution above 50nm [6-9]. Col-
loids, either gold [10-12] or oxide nanoparticles [13], decrease
the organization down to 5nm. Below, at the 1-nm scale level,
the potential of polyoxometalates (POMSs) as nanostructuration
agents deserves to be addressed. POMs are discrete nanoscale oxo-
clusters of the early transition metals displaying a great variety
of molecular structures [14,15]. A growing attention is paid to
these molecular oxides due to their multiple properties and related
applications [16]. Deposition of POMs on surfaces has proved to
lead to self assembled 2D-ordered arrays of POMs. The availabil-
ity of organic-inorganic hybrid POMs including reactive residues
[16,17] enables their covalent attachment to surfaces to form sta-
ble, dense, and well-ordered monolayers. In view of application
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Fig. 1. Schematic representation of the reference immunosensor (left) and nanostructured immunosensor (right).

in the biosensor field, we have chosen to tether the homobifunc-
tionalized [PW1;039{(SiCsgH4NH,),0}]3~ anion to gold substrate
prefunctionalized with a carboxylic acid terminated self-assembled
monolayer (SAM) of thiol. This POM carries two amine func-
tions, the first devoted to its reaction with the acid-terminated
SAM, while the second enables further grafting of molecules. The
sequential steps of immobilization of this POM were investigated
and optimized using polarization modulation infrared reflection
absorption spectroscopy (PM-IRRAS), X-ray photoelectron spec-
troscopy (XPS), and atomic force microscopy (AFM) in a recent
work described by some of us [18]. The binding of POMs to
the surface was successful and led to a nanostructured layer of
organized amine functions. Eventually, we constructed a model
immunosensor for which a monoclonal anti-rabbit IgG antibody
was immobilized on a quartz crystal sensor. This immunoprobe
efficiently recognized rabbit IgG and the POM nanostructuration
avoided non-specific adsorption [18]. We now apply this strategy
to the detection of a member of the polycylic aromatic hydrocar-
bons (PAHs) family. PAHs are a class of chemicals resulting from the
incomplete combustion of organic substances such as fossil fuels
[19]. Benzo[a]pyrene (B[a]P), whose concentration often correlates
well with the total PAHs contents in environmental samples, is an
identified carcinogen and displays endocrine-disruptive activity. A
limited number of label-free immunosensors have been set up to
detect and quantify B[a]P in water samples. All these immunosen-
sors operate in the competitive format with electrochemical [20],
optical [21], or piezoelectric [22] transduction modes, due to very
small size of this molecule (252.31 gmol~1). In this work, we con-
structed a POM-nanostructured surface and used it to immobilize
pyrenebutyric acid (PBA), an analogue of B[a]P recognized by the
same antibody with a lower affinity. Then we assessed the effi-
ciency of the sensing layer using quartz crystal microbalance in the
0-10 wM range of B[a]P. As we intend to establish the benefit of
surface nanostructuration in terms of analogue accessibility and
sensor sensitivity, the nanostructured sensing layer was compared
to a reference layer built from an amine-terminated SAM on gold
(see Fig. 1).

2. Experimental
2.1. Chemicals
Cysteamine (CEA), mercaptoundecanoic acid (MUA),
N-hydroxysuccinimide  (NHS), 1-(3-dimethylaminopropyl)-
N’-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC), benzo[a]pyrene
(B[a]P) and 1-pyrenebutyric acid (PBA) were purchased from
Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France). The mouse
monoclonal anti-PAH antibody (mAb) 22F12 was prepared at the
Institute of Hydrochemistry, TU Munich [5]. The polyoxometalate
(POM) (NBU4)3[PW11039{(SiC6H4NH2)20}] was prepared follow-
ing the procedure we previously described [23]. A stock solution of
B[a]P (1 mM) was prepared in absolute ethanol. Standard solutions
of B[a]P (1-10 wM) were prepared in PBS/ethanol 9:1 which had
been thoroughly degassed under Argon (for 15 min) before use in
the QCM-D experiments. Experiments were carried out at room
temperature unless otherwise stated.

2.2. Surface functionalization and nanostructuration

Self-assembled monolayers formation: Gold-coated sensor chips
were immersed in a solution of CEA in water (1 mM, 10 mL) dur-
ing 12h for the “reference immunosensor” or in a solution of
MUA in absolute ethanol (1 mM, 10 mL) during 3 h for the “POM-
nanostructured immunosensor”. Then substrates were washed
twice with the same volume of water or EtOH and dried under
nitrogen flow.

Nanostructuration with POM: The MUA-modified substrates
were chemically activated using the following procedure: 150 pL
of NHS (20 mM) and EDC (10 mM) in Milli-Q water were deposited
on the MUA-modified surface during 90 min, then substrates were
rinsed with Milli-Q water and dried under nitrogen flow. The acti-
vated surfaces were immediately immersed in a solution of POM
(0.5mM, 10 mL) in acetonitrile during 3 h, then were rinsed twice
with the same solvent and dried under nitrogen flow.
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Fig. 2. PM-IRRAS spectra of the amine-terminated gold substrates before (lower curve, red) and after (upper curve, blue) pyrenebutyric acid grafting on the reference. (For
interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

Competitive immunosensor elaboration: Pyrenebutyric acid was
immobilized on the amine-terminated surfaces following a previ-
ously described procedure [1]. PBA (10 mM, 10 mL) was activated in
solution using a NHS-EDC (1.2 eq.) mixture in DMF during 90 min.
Then, amine-coated chips were dipped in this solution for 3 h, after
which the sensors were vigorously washed with DMF and dried
under nitrogen.

Mixtures of B[a]P in various concentrations (0-10 wM) and mAb
22F12 (5mg/L) in PBS/EtOH (9:1) were incubated for 1h at 37°C
prior to interaction with the sensors. The mixture PBS/EtOH was
necessary as B[a|P is poorly soluble in pure water.

2.3. Techniques

PM-IRRAS: Polarization modulation infrared reflection absorp-
tion spectra were recorded on a commercial NICOLET Nexus
FT-IR spectrometer. The details on the experimental set-up are
available in reference [24,25]. Sensor chips were made of borosili-
cate glass substrates (11 mm x 11 mm), coated successively with
a 2.5+ 1.5nm thick layer of chromium and a 250+ 50nm thick
layer of gold (Arrandee, Werther, Germany). They were annealed
in a butane flame to ensure a good crystallinity of the topmost lay-
ers and dipped in a bath of absolute ethanol during 15 min before
adsorption.

QCM-D: Quartz crystal microbalance measurements were car-
ried out with a dissipative QCM (Q-Sense, Gothenburg, Sweden)
using AT-cut 5MHz quartz crystals coated with a 3-100nm
thick layer of gold (Lot-oriel, Massy, France) at 22 °C. Before use,
they were cleaned by ethanol and dried under nitrogen flow.
Experiments were carried out in flow-through conditions using
a peristaltic pump operating at a flow rate of 25 pL/min using
degassed PBS/EtOH 9:1 as carrier buffer. Data were simultaneously
acquired at the fundamental frequency F of 5MHz (N=1) and sev-
eral overtone frequencies (15, 25, 35,45, and 55 MHz,i.e.N=3, 5, 7,
9 and 11). Two physical parameters are discussed: the frequency of
oscillation and the dissipation. The frequency change can be corre-
lated to the mass of the adsorbed layer using the Sauerbrey equation
[26]:

_ —NAm
=<

AF

where C; (=17.7ngcm~2Hz at F=5MHz) is the mass-sensitivity
constant, and N is the overtone number. The curves shown

in the manuscript are those obtained for the third harmonics
(15MHz).

3. Results and discussion

The nanostructured biosensor was elaborated by cova-
lent grafting of a homobifunctional polyoxometalate (NBuy)s
[PW11039{(SiCgH4NH5;),0}] on gold-coated substrates previously
modified by a carboxylic acid-terminated self-assembled mono-
layer (SAM). This POM contained two amino-groups: the first
dedicated to its chemical grafting to the acid-terminated SAM, and
the second, left free for further covalent binding of the analyte
derivative. The optimal conditions of POM grafting on this SAM
were investigated using PM-IRRAS, XPS, and AFM in a recent work
described by some of us [18]. These conditions enabled success-
ful binding of POMs to the surface and led to a nanostructured
layer carrying organized amine functions. The resulting POM-
nanostructured layer was compared to a reference one obtained by
modifying gold surface by cysteamine to form an amine-terminated
SAM as shown in Fig. 1.

The successive steps of construction of POM-nanostructured
and reference amine-terminated sensor surfaces were monitored
by PM-IRRAS. IR spectra (see supporting info, Fig. S1) support the
step-by step formation of the sensing layer as schematized in Fig. 1.
First MUA grafting was attested by the presence of asymmetric and
symmetric COO~ stretching vibration bands at 1585 and 1420 cm™!
and of COOH stretching band at 1715cm™!; then, the successful
activation of carboxylic acid groups was evidenced by the appear-
ance of the carbonyl stretching vibration bands at 1741, 1787, and
1817 cm™! that are characteristic of the NHS group; finally, grafting
of POMs was evidenced by the presence of bands at 970, 1067, and
1110cm™! for v W=0, v P—0, and v Si—0, respectively.

To build up an immunosensor for benzo[a]pyrene operating
in the indirect mode, an analogue of B[a]P, pyrenebutyric acid,
was covalently attached to the amine-terminated surfaces. The
carboxylic acid function of PBA was activated in solution by
reaction with EDC and NHS and then was reacted with the amine-
terminated surfaces. This step was followed by PM-IRRAS (Fig. 2).

On both POM-nanostructured and reference amine-terminated
surfaces, PM-IRRAS spectra of Fig. 2 show characteristic bands at
~2920 and 2850cm~!, which are readily assigned to the asym-
metric and symmetric stretching modes of the CH; groups of the
alkyl chain, respectively [27]. These bands were still present after
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Fig. 3. A: Frequency and dissipation changes vs. time upon successive injections of mixtures of monoclonal anti-PAH (5 mg/L) and B[a]P (10-0 wM) in PBS/EtOH (9:1) for
POM-nanostructured (solid blue line) and reference (red dash) immunosensors. Washing steps are highlighted in the figure. B: Frequency changes from A as function of B[a]P

concentration.

PBA grafting, but an additional weak and broad band appeared at
~3030cm™!. This band was attributed to the stretching mode of
aromatic C—H bonds [28] and thus evidenced the grafting of PBA at
the sensors surface.

The reference and POM-nanostructured QCM sensors were
mounted in the QCM modules and mixtures of monoclonal anti-
PAH (5mg/L) and the target B[a]P (1-10 wM) in PBS/EtOH (9:1)
pre-incubated for 1 h at 37 °C were successively flown over the sen-
sors. A washing step with carrier buffer was included in between
the injection of each mixture. Frequency and dissipation changes
were simultaneously recorded (Fig. 3A). Upon successive injections
of the mAb + B[a]P mixtures, the resonance frequency appeared to
decrease as a result of antibody capture by the sensing layers. How-
ever the magnitude of this decrease depended on the concentration
of B[a]P in the mixtures. Dissipation was also modified upon each
injection but returned to its initial value after the washing step,
aimed at the removal of loosely bound antibody. Note that for both
reference and nanostructured sensors, frequency shifts recorded
upon the washing step were similar (~1Hz) suggesting a weak
nonspecific interaction of the antibody to both surfaces. Conversely
dissipation underwent marked fluctuations during the capture and
washing steps for the reference sensor while very few changes
were recorded for the POM-nanostructured surface. This finding
may result from the less flexible nature of the nanostructured layer
and consequently from a more rigid organization of the molecules
at the surface of the sensor.

Frequency shifts were plotted as function of B[a]P concentra-
tion in Fig. 3B. Decreasing the concentration of target B[a]P led to
a larger shift of the frequency owing to a larger amount of avail-
able free antibody in the mixture. This shift was clearly observable
for both reference and POM-nanostructured sensors for the lowest
B[a]P concentration, i.e. 1 WM. In a previous work with the same
reference sensor, but using the commercial monoclonal antibody
BAP-13 obtained from Abcam we could not observe a change in fre-
quency for such a low B[a]P concentration and the detection limit
was 3 wM. The mouse monoclonal 22F12 has indeed higher speci-
ficity towards B[a]P, and a lower cross-reactivity towards pyrene
(18% vs. 47%) than the antibody BAP-13 as it was reported ear-
lier [29]. In addition to this sensitivity enhancement, the behaviour
of the POM-nanostructured sensor was different from that of the
reference sensor. First, the sensors response at zero value, i.e.
in absence of B[a]P and, therefore corresponding to the highest

coverage of the sensor by the antibody, was 27 and 18Hz for
the nanostructured and the reference sensors, respectively. These
values show an increase of 50% of binding of anti-PAH antibody
to the POM-nanostructured sensor with respect to the reference
sensor. Therefore, there is an added value from nanometric orga-
nization of PBA at the surface of the sensor, possibly due to an
improvement of PBA accessibility and thus, to a more efficient
recognition of this analogue by the monoclonal antibody. Second,
as the zero value was higher for the POM-nanostructured sensor,
the frequency shifts in the presence of B[a]P were larger, leading to
a better analytical system. The frequency shift vs. B[a]P concentra-
tion was fitted to a linear relationship. The resulting dose-response
line, shown in Fig. 3, also displayed a slope 50% higher for the
POM-nanostructured sensor with respect to the reference sensor,
highlighting again the input of the nanometric organization to the
accessibility and recognition of the target analogue by the antibody.
Thus, the unprecedented use of covalently bound polyoxometa-
lates for surface nanostructuration of biosensors, besides allowing
the construction of ordered array of analyte analogues on the sen-
sor surface also enabled a better accessibility of the immobilized
molecules and consequently a significant increase of the biosensor
sensitivity.

4. Conclusions

In this work, an original nanostructured sensing surface was
used for small molecule immunosensing. A diamine terminated
polyoxometalate, (NBuy)3[PW11039{(SiC¢H4NH,),0}] was cova-
lently attached to gold substrates to achieve a nanometric
organization of amine groups. Then, pyrenebutyric acid was chosen
to design a competitive piezoelectric biosensor for benzo[a]pyrene
detection. QCM-D measurements showed significant input from
the POM nanostructuration. Both the accessibility of the ana-
logue on the surface and the analytical performances were
enhanced by 50%, showing a promising effect of nanostructura-
tion on the biosensing of small molecules. We are now working
on using this surface chemistry towards other small-sized ana-
lytes. Additional polyoxometalates, with other functionalities are
also tested to build ordered arrays of molecules or proteins and
improve the accessibility and the efficiency of biorecognition
phenomena.
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