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Introduction 

n France entre les années 1950 et 2012 la consommation de médicaments a été 
multipliée par 350, en euros. Les êtres humains ne sont pas les seuls à 
consommer des médicaments la consommation concerne également les 

animaux d’élevage. De plus, l’agriculture utilise beaucoup de produits potentiellement 
dangereux comme les pesticides et certains engrais. Du fait de cette importante 
consommation il est possible de retrouver des traces de ces médicaments et produits 
chimiques dans différentes matrices (stations d’épurations d’eau, nappes phréatiques, 
nourriture, …). C’est pourquoi il est devenu important en ce début de XXIème siècle de trouver 
des moyens de les détecter à l'état de traces dans des milieux complexes. 

 C’est dans ce contexte que s’inscrit le projet ANR Franco-Autrichienne 
NANOBIOSENSOR qui consiste à concevoir un capteur capable de détecter des traces de 
molécules de faibles masses molaires en couplant les méthodes de microbalance à quartz 
(QCM) et de diffusion Raman exaltée de surface (DRES, plus connue sous son acronyme anglais 
Surface Enhanced Raman Scattering ou SERS). Ce projet réuni trois laboratoires : le 
Laboratoire de Chimie, Structures, Propriétés de Biomatériaux et d’Agents Thérapeutiques 
(CSPBAT) de l’Université Paris XIII, le Laboratoire de Réactivité de Surface (LRS) de Sorbonne 
Université et l’Austrian Institute of Technology (AIT) en Autriche. 

 Ma thèse s’intègre dans le cadre de ce projet collaboratif et des deux laboratoires 
français, le CSPBAT et le LRS. Ainsi j’ai pu profiter des savoir-faire des trois partenaires et 
combiner les différentes connaissances en lithographie, en plasmonique, en spectroscopie 
Raman et SERS, en QCM et en fonctionnalisation de surfaces. 

 Dans ce manuscrit, je consacrerai le premier chapitre à la description des capteurs et 
des biocapteurs, des plasmons, de la spectroscopie Raman et du SERS, de la QCM et de 
l’intérêt du couplage SERS/QCM. Puis dans le deuxième chapitre je présenterai mes résultats 
sur l’optimisation du transducteur développé dans la cadre du couplage combinant à la fois 
les propriétés plasmoniques et SERS des nanostructures et les contraintes des quartz QCM. 
Dans le troisième chapitre je mettrai en avant l’optimisation du protocole de conception du 
biorécepteur et la détection de streptomycine tout en apportant une preuve de concept de 
notre approche. Dans le quatrième chapitre, je montrerai les résultats du couplage SERS/QCM 
avec la détection simultanée de l'accroche de molécules à la surface du transducteur par 
mesure de fréquence en QCM et par mesure spectroscopique en SERS. Pour finir je finirai par 
une conclusion globale et les perspectives possibles pour ce projet. 
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e nos jours, il est important de pouvoir développer des techniques nous 
permettant de détecter rapidement et efficacement des substances toxiques 
pour l’être humain. C’est pour cela que la conception, le développement et la 

validation de nouveaux biocapteurs est devenue un important sujet de recherche. Ainsi, de 
nombreux efforts ont été déployés pour améliorer les performances, la rapidité et la 
spécificité de tels systèmes. Les biocapteurs peuvent être utilisés dans de très nombreux 
domaines d'application comme la biologie (observation de biomolécules et de leurs 
interactions...), la médecine (détection de biomarqueurs, diagnostic de maladie...) ou l'agro-
alimentaire (détection de contaminants, contrôle qualité et sécurité alimentaire...). Il existe 
de nombreuses méthodes de détection comme les méthodes optiques (résonance de plasmon 
de surface (SPR) (Surface Plasmon Resonance)), électrochimiques, piézo-électriques 
(microbalance à quartz (QCM) (Quartz Crystal Microbalance)) ou spectroscopiques 
(fluorescence, absorption IR...). Dans le cadre de ma thèse, l’objectif est de concevoir un 
biocapteur capable de détecter des analytes de faibles tailles (masse molaire inférieure à 500 
g/mol) et en faible concentration. Pour atteindre cet objectif, mon travail a consisté au 
développement d'une nouvelle méthodologie basée sur le couplage de deux techniques de 
caractérisation complémentaires : la microbalance à quartz (QCM) et la diffusion Raman 
exaltée de surface (DRES, plus connue sous son acronyme anglais Surface Enhanced Raman 
Scattering ou SERS). 

Je commencerai par présenter le principe d'un biocapteur. Je poursuivrai par une 
description des capteurs plasmonique et piézo-électrique qui sont les deux méthodes que j'ai 
utilisées au cours de ma thèse. Enfin, j’expliciterai les avantages d’un système bimodal 
couplant ces deux méthodes et la méthodologie que nous avons adoptée pour réaliser ce 
couplage. 

 Capteur et biocapteur  

n capteur est un dispositif transformant une ou plusieurs grandeurs physiques, 
chimiques ou biologiques en une donnée utile. Il est notamment constitué d'un 
transducteur permettant la transformation de la grandeur à mesurer en une 

grandeur exploitable par l’expérimentateur. 

 

Figure 1 : Schéma d'un biocapteur 

Dans le cas d’un biocapteur, Figure 1, le dispositif est également composé d'un 
élément biologique actif (anticorps, protéines,…) appelé biorécepteur et couplé au 
transducteur. Le biorécepteur va interagir directement avec l’analyte et permettre sa capture 
à la surface du transducteur. Ces dispositifs sont élaborés dans le but de détecter une cible, 

D 

U 
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spécifiquement et rapidement, même à l'état de traces et dans un environnement complexe. 
L'un des plus grands défis dans le domaine des biocapteurs est la sensibilité. Cela est 
particulièrement vrai dans le cas de la détection d'analytes cibles de petites tailles (toxines, 
substances odorantes), car la réponse des techniques de détection classiques est 
généralement dépendante de la taille de l’analyte, et pour ces cibles, inférieure à la limite de 
détection requise. La sensibilité de détection des biocapteurs peut être augmentée soit en 
améliorant l’affinité du biorécepteur, soit en amplifiant le signal mesuré par les techniques de 
transduction. 

L’exemple historique1 d’un biocapteur est le glucomètre qui permet aux diabétiques 
de pouvoir mesurer leur taux de glucose dans le sang. Ici, c’est la Glucose oxydase qui va capter 
le glucose en le transformant en acide gluconique. Il y a plusieurs moyens de mesurer la 
concentration de glucose1, mais aujourd’hui on utilise préférentiellement la méthode 
électrochimique. Le sang va être aspiré par des capillaires pour arriver contre une électrode 
enzymatique (transducteur chimique qui combine une procédure électrochimique avec 
l’activité d’une enzyme immobilisée à la surface de l’électrode) contenant du glucose oxydase 
ou du glucose déshydrogénase flavine adénine dinucléotide qui va réagir avec le glucose. 
L’enzyme est oxydée par un ion ferricyanure ([(𝐹𝑒𝐶𝑁)6]3−) qui va lui-même être ensuite 
réoxydée au niveau des électrodes en générant un courant électrique proportionnel à la 
concentration en glucose réagissant avec l’enzyme. 

La détection et l'observation de biomolécules par spectroscopie infrarouge (IR) en est 
un autre exemple2. Pour ce type de détection, une monocouche auto-assemblée (Self 
Assembled Monolayer, SAM) est dans un premier temps formée sur une surface permettant 
la mesure en IR (cristal ATR, surface d'or,...). Une biomolécule qui va interagir avec la molécule 
cible est ensuite greffée à la SAM pour former le biorécepteur. À la suite de l'interaction entre 
l'analyte et le biorécepteur, la surface peut être caractérisée par différentes techniques 
comme la réflectance totale atténuée (Attenuated Total Reflectance, ATR) ou la spectroscopie 
d'absorption infrarouge en réflexion (Infrared Reflection Absorption Spectroscopy) (IRRAS). 
En caractérisant l’échantillon avant et après l’interaction, des différences spectrales pourront 
être observées permettant ainsi de déduire la présence ou non de la cible et éventuellement 
sa concentration après calibration de la méthode de détection3. 
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 Capteurs plasmoniques 

ans cette partie, je vais présenter les différents types de plasmons par la suite, 
je vais faire un aparté sur le cas particulier des nanoparticules et l’effet des 
différents paramètres (le métal, la taille, la forme, le milieu environnant, la 

distance interparticulaire). Ensuiten, je vais présenter la spectroscopie Raman et le SERS. Et je 
vais terminer par quelques exemples de capteurs SERS. 

 Les différents types de plasmons 
Les métaux ont la particularité de posséder un gaz d’électrons libres non liés aux 

noyaux atomiques. Sous l'action d’un champ électromagnétique, (longueur d’onde beaucoup 
plus grande que la taille des nano-objets), il y a interaction de type coulombienne entre le 
nuage et les noyaux métalliques avec création d’une force de rappel caractérisée par une 
fréquence propre d’oscillation. Lorsque la fréquence de l’onde incidente correspond à cette 
fréquence, il y a un phénomène de résonnance. Autrement dit, il y a oscillation collective et 
en phase des électrons. Les conditions sont alors réunies pour observer la résonance plasmon. 
(Figure 2). La fréquence propre dépend notamment de la nature du métal et des interactions 
inter-particules. 

 

Figure 2 : Oscillation des charges dans un métal dû à une onde électromagnétique 
On observe ce phénomène soit en volume (plasmon de volume), soit à l’interface 

(plasmon de surface) entre le métal et un milieu diélectrique comme l’air, le verre, …, soit dans 
des nanostructures. 

Dans le deuxième cas, le plasmon est confiné à la surface (onde évanescente) et ne 
peut se propager que le long de la surface (plasmon de surface propagatif ou délocalisé). 

Dans le cas de nanoparticules ou de nanostructures, la longueur de pénétration du 
champ électromagnétique (épaisseur de peau) est de l'ordre de grandeur ou supérieure à la 
taille du nano-objet. Le plasmon est alors confiné à l’intérieur des nanostructures et est appelé 
plasmon de surface localisé (PSL). Si la fréquence de l'onde excitatrice correspond à celle du 
plasmon, on observe alors un phénomène de résonance (Figure 3). 

 

Figure 3 : Schéma de la résonance de plasmon localisé 

D 
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On peut mesurer cette résonance par spectroscopie d’extinction. Elle permet 
d'observer l'interaction de la lumière (absorption et diffusion) avec un matériau en fonction 
de son énergie ou de sa longueur d’onde. Le matériau est alors éclairé avec une lumière 
blanche contenant ainsi l'ensemble du spectre visible (dans mon cas, je me limiterai à la 
gamme spectrale comprise entre 500 et 900 nm), et ainsi repérer les longueurs d’onde pour 
lesquelles l'interaction se produit. 

Cette technique est basée sur la loi de Beer-Lambert qui définit le rapport 
logarithmique de l'intensité transmise I sur l’intensité incidente I0 à travers un matériau 
(Équation 1). 

𝐴𝜆 =  −𝑙𝑜𝑔10 (𝐼
𝐼0

⁄ ) = 𝜀𝜆. 𝑙. 𝐶 

Équation 1 : Loi de Beer-Lambert 

 Dans cette loi, A est l’absorbance (sans unité) à une longueur d'onde λ,  I/I0 est la 
transmittance de la solution (sans unité), ελ est le coefficient d'extinction molaire (en 
L.mol−1·cm−1). Ce dernier est une propriété fondamentale de l'objet étudié dépendant du 
solvant, de la température et de la pression donnée. ℓ est la longueur du trajet optique dans 
la solution traversée qui est assimilé à l'épaisseur de la cuvette utilisée (en cm). C est la 
concentration molaire de la solution (en mol.L−1). Cette loi est additive ce qui revient à dire 
que l’on somme l’absorbance de tous les produits pour obtenir l'absorbance totale. Lorsque 
l’on mesure des spectres d’extinctions, il est possible d’éliminer une partie du signal que l’on 
considère comme référence pour ne conserver que le signal pertinent. Par exemple, on 
mesure le spectre d’un produit A puis du mélange AB pour en déduire la contribution du 
produit B. 

Dans le cas de nanostructures fixées sur une surface diélectrique, nous n'observerons 
que le mode de plasmon de surface localisé (détaillé dans la section suivante) dont les 
paramètres dépendent de la nature du métal, de la taille et de la forme de la nanostructure4,5 
et son environnement6,7. Si ces nanoparticules sont réparties de manière périodique, il peut 
exister des couplages en champ proche ou en champ lointain (effet de réseau). Si les 
nanostructures sont déposées à la surface d'un film métallique, il y a alors excitation de 
plasmons propagatifs par l'intermédiaire de l'excitation laser (sous incidence angulaire) ou par 
l'intermédiaire du réseau de nanostructures (création d'un vecteur d'onde lié à la période du 
réseau). La présence des nanostructures à la surface du métal peut également faire apparaître 
des couplages entre les plasmons localisés produits par les nanoparticule et les plasmons 
propagatifs (modes hybrides).8 Ce point particulier sera traité plus en détail dans le chapitre 
suivant. 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Absorbance
https://fr.wikipedia.org/wiki/Transmittance
https://fr.wikipedia.org/wiki/Absorptivit%C3%A9_molaire
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Figure 4 : Courbe de dispersion du plasmon de surface à l'interface métal/diélectrique, en bleu : courbe de 
dispersion de la lumière et en rouge : courbe de dispersion du plasmon, trait pointillé rouge : fréquence 

plasma du métal 

Sur la Figure 4 est représenté la courbe de dispersion du plasmon de surface à une 
interface métal/diélectrique. Pour les faibles nombres d’onde k, on peut remarquer que la 
courbe de dispersion du plasmon suit la courbe de dispersion de la lumière et pour les grands 
nombres d’onde les plasmons s’éloignent de la courbe de dispersion de la lumière pour tendre 
de manière asymptotique vers la valeur de la fréquence plasma du métal. 

 Le cas particulier des nanoparticules 

Comme indiqué précédemment dans le cas de nanoparticules le métal possède des 
dimensions très inférieures à la longueur d’onde incidente. Ainsi, la symétrie du nuage 
électronique diffère de manière significative par rapport au cas classique dans un film ou en 
volume. Le plasmon est alors confiné dans les dimensions nanométriques de la particule pour 
former un plasmon de surface localisé (PSL). Le nuage d’électrons va osciller en phase avec 
l’onde électromagnétique incidente (Figure 3). Cette variation de la densité électronique 
quasi ponctuelle possède la symétrie d’un dipôle oscillant ce qui permet à l’onde incidente 
d’entrer en résonance avec le plasmon quel que soit l’angle d’incidence. De plus le PSL émet 
en champ proche lorsqu’il est excité, si la symétrie de son nuage électronique oscillant est 
majoritairement dipolaire. La résonance du PSL d’une nanoparticule métallique apparaît à une 
fréquence caractéristique, différente de celle du plasmon du même métal continu. Comme les 
métaux présentent une très haute densité en électron de conduction, cela confère une 
intensité remarquable à l’oscillation plasmonique. 

a) Le type de métal 

Les métaux les plus utilisés comme couche métallique nanométrique ou nanoparticule 
pour la génération de plasmons de surface sont l’or et l’argent. La position des plasmons va 
changer avec le type de métal : l’argent a une résonnance plasmon vers le bleu alors que l’or 
est plutôt vers le rouge. En revanche, l’argent fournit une résonance plus étroite, ce qui 
permet d’obtenir un meilleur rapport signal sur bruit. Le décalage en longueur d’onde dépend 
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de la partie réelle de la constante diélectrique du métal, laquelle est plus faible pour l’or que 
pour l’argent. L’étroitesse de la résonance dépend quant à elle de la partie imaginaire de cette 
constante qui est plus importante pour l’argent. Dans la pratique, l’argent (E°(Ag +/Ag = 0,80)) 
s’oxyde dès qu’il est exposé à l’air, rendant difficile la reproductibilité des résultats alors que 
l’or est stable chimiquement (E° (Au+/Au = 1,83))et est un bon candidat pour le greffage de 
biorécepteurs. De ce fait, l’or est le métal le plus utilisé. On peut aussi noter que le cuivre et 
l’aluminium ont également été employés pour la génération de plasmons de surface9–11. 

b) La taille 
La taille des nanoparticules a évidemment une influence conséquente sur le spectre 

d’extinction d’un métal donné. Si on augmente la taille des nanoparticules, la résonance 
plasmon va se déplacer vers de plus hautes longueurs d’onde. 

En pratique, pour des particules de tailles inférieures à 10 nm et donc de volume 
restreint, c’est la diffusion due aux collisions entre les électrons et les parois de la particule 
qui prédomine. Ce phénomène a pour effet d’élargir le pic de résonance. On peut voir en 
pratique que les solutions de nanoparticules d’or de moins de 4 nm en suspension ont une 
teinte brunâtre12. Pour une taille entre 5 et 15 nm, la position et la largeur du pic plasmon 
demeurent relativement constantes en fonction de la taille avec une position à 525 nm. La 
position du pic va ensuite évoluer pour aller à 530 pour une taille de 35 nm13. Il confère aux 
suspensions colloïdales d’or leur coloration rouge brique12. Le comportement optique des 
particules dont la taille est inférieure à la longueur d’onde de la lumière peut être décrit par 
le modèle de diffusion de Rayleigh14. Il considère que tous les électrons libres de la particule 
oscillent en phase, ne formant ainsi qu’un seul dipôle résultant. Cette approximation dite 
quasi-statique reste valable tant que le diamètre des particules est inférieur au dixième de la 
longueur d’onde incidente. D’après ce modèle, la lumière est soit absorbée, soit diffusée 
(absorption puis réémission de manière élastique par l'oscillation du dipôle excité). Par contre 
quand la taille de la particule dépasse λ/10, les électrons de conduction provenant de 
différentes zones de la particule ne sont pas tous soumis à la même amplitude du champ 
électrique et il en résulte un déphasage entraînant l’apparition de modes multipolaires dont 
la fréquence de résonance diffère de celle du dipôle. Ces modes supérieurs de résonance 
absorbent, mais ne réémettent pas ce qui a pour conséquence l’amortissement de la 
résonance et son décalage vers les hautes longueurs d’ondes. 

c) La forme  
La forme de la particule est le paramètre qui modifie le plus le spectre d’extinction. En 

effet, la moindre modification de la forme par rapport à une sphère impacte considérablement 
le plasmon de la particule. 

Dans le cas des nanosphères il est possible de calculer la résonance plasmon grâce à la 
théorie de Mie15. Le spectre d'extinction ne présentera qu'une seule bande plasmon. En 
revanche, pour les autres géométries, le spectre d’extinction va présenter trois bandes 
décalées par rapport au cas de la sphère : une bande pour chaque dimension de la 
nanostructure. Le décalage spectral vers le bleu ou vers le rouge dépendra de la proportion 
de chaque dimension par rapport au cas de la sphère. 

En effet, la déformation du nuage électronique entraîne l’apparition de plusieurs 
polarisabilités effectives (P) différentes selon chaque axe de la particule. Dans le cas des 
nanobatônnets pour lesquels ils existent deux axes principaux (identifiés par A et B), les 
polarisabilités peuvent être approximées à l’aide de l’équation de Gans16 (Équation 2). Cette 
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équation nous permet de calculer la polarisabilité effective dans chaque direction, A étant la 
plus courte. 

𝑃𝐴 =
1 − 𝑒2

𝑒2
 {

1

2𝑒
𝑙𝑛 (

1 + 𝑒

1 − 𝑒
)} ; 𝑃𝐵 =

1 − 𝑃𝐴

2
 ; 𝑒 = √1 − (

𝐵

𝐴
)

2

 

Équation 2 : Équation de Gans 

 On peut avoir accès avec cette équation à la fréquence du pic B en connaissant le 
rapport A/B. 

 

Figure 5 : Longueur d'onde de résonance du PSL en fonction de la forme de la nanoparticule, figure tirée de 17 

 La Figure 5 nous montre l’impact de la forme sur la position de la bande plasmon. On 
peut alors accorder le PSL sur une large gamme spectrale allant du visible à l'infra-rouge 
moyen en jouant sur la forme de la nanostructure. 

d) Le milieu environnant 
Le milieu environnant va aussi jouer un rôle important dans la réponse des 

nanoparticules. En effet, la constante diélectrique du milieu va impacter la polarisabilité de la 
nanoparticule. Lors d’un changement croissant de l’indice de réfraction, la bande va être 
décalée vers le rouge7,18. 

e) La distance entre nanoparticules 
Un autre facteur important est la distance interparticulaire. Si deux nanoparticules 

sont assez proches de leurs modes plasmon peuvent se coupler pour donner naissance à de 
nouveaux modes différents du cas individuel19,20. C’est notamment le cas lorsque les 
nanoparticules s’agrègent. De manière générale, les différentes configurations des particules 
peuvent être décrites par la théorie d’hybridation de Prodan et Norlander21–23, qui décrit la 
résonance résultant du couplage comme étant une composition des modes hybrides de 
chacune des particules de la même manière que pour les orbitales moléculaires avec les 
orbitales atomiques. 

Depuis les années 2000, les systèmes relevant un effet de résonance de type Fano 
attirent particulièrement l’attention24–26. Ce type de résonance fait généralement intervenir 
des interférences destructives entre deux modes ce qui permet d’obtenir des spectres avec 
des formes asymétriques plus sensibles que dans les systèmes classiques. 
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 La spectroscopie Raman 
Le principe de la spectroscopie Raman a été théorisé en 1923 par Adolf Smekal27. Il 

faudra attendre le 21 février 1928 pour que Leonid Mandelstam observe le phénomène 
expérimentalement en l’appelant diffusion combinée. Il présenta ses résultats en russe 28 et 
en allemand29,30. Indépendamment de Leonid Mandelstam, le 28 février 1928 
Chandrashekhara Venkata Râman et ses collaborateurs l’observent également 
expérimentalement et publient un article complet sur le phénomène le 7 mai 1928 31 dans la 
revue Nature. Ces travaux ont permis à Chandrashekhara Venkata Râman d’obtenir le prix 
Nobel de physique en 1930. 

L’effet Raman consiste en la diffusion inélastique d’un photon par un cristal ou une 
molécule. Lorsque le photon interagit avec l’échantillon, il va se produire un échange 
d’énergie entre le photon et les niveaux vibrationnels du matériau excité. Ce transfert 
d'énergie peut se faire au profit du photon ou du matériau. Il en résulte une modification de 
l'énergie (fréquence) du photon diffusé. Le décalage en énergie est alors de l’ordre de 
quelques dixièmes d'eV ou de quelques dizaines à quelques milliers de cm-1, correspondant 
aux énergies des modes vibrations du matériau. La mesure du décalage spectral entre les 
photons diffusés et incidents permet d’étudier les niveaux vibrationnels des molécules ou des 
cristaux et ainsi d'étudier leurs propriétés. L’excitation du matériau se fait par l'intermédiaire 
d'une source de lumière monochromatique dans le visible comme un LASER. Cette 
spectroscopie a pour avantage d’être une technique non destructive ce qui permet de 
réutiliser les échantillons pour pouvoir faire des expériences complémentaires. 

La différence entre l’absorption Infra-rouge (IR) et le Raman est que pour cette 
dernière technique, l’énergie excitatrice est très supérieure aux énergies des niveaux 
vibrationnels, ne permettant pas d'induire des transitions directes entre les niveaux 
vibrationnels comme en IR (Figure 6). Le matériau est donc dans un premier temps excité sur 
un niveau d’énergie virtuel puis le matériau va se désexciter soit vers le niveau vibrationnel 
fondamental (diffusion Rayleigh sans modification d'énergie) soit vers un niveau d’énergie 
excité (diffusion Stockes avec diminution de l'énergie du photon diffusé). Il existe une 
troisième possibilité pour laquelle le niveau de départ est un niveau vibrationnel excité et le 
niveau final est le niveau vibrationnel fondamental (diffusion anti-Stokes). Pour les diffusions 
Stokes et anti-Stokes, seuls les modes de vibration induisant une variation de la polarisabilité 
pendant l’excitation sont autorisées. 
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Figure 6 : Principe de la spectroscopie Raman 

Il a donc trois types de diffusion que l’on peut observer en diffusion Raman (Figure 6). 
La diffusion Rayleigh (Figure 6 R) est le cas où les niveaux de départ et d'arrivée correspondent 
à l’état fondamental. Cette diffusion va émettre un photon de même énergie. Cette diffusion 
est dite élastique car il n’y a pas de perte ou de gain d’énergie. 

Ensuite, deux phénomènes inélastiques peuvent se produire : les diffusions Raman 
Stokes et anti-Stokes. Pour la diffusion Stokes (Figure 6 S), la transition se fait entre le niveau 
fondamental et un niveau vibrationnel excité en émettant un photon de plus basse énergie. 
Pour le deuxième phénomène (Figure 6 AS), la transition se fait entre un niveau vibrationnel 
excité et le niveau fondamental. Dans ce cas l'énergie du photon diffusé est supérieure à celle 
du photon incident. Cette diffusion est la moins probable car le niveau fondamental est 
beaucoup plus peuplé que les niveaux d’énergies excités. 

Dans la pratique on s’intéresse essentiellement à la diffusion Raman Stokes pour 
pouvoir obtenir un maximum d’informations. Les deux autres diffusions peuvent être 
observées, mais ne sont généralement pas exploitées, notamment la diffusion Raman anti-
Stokes contient les mêmes informations que la diffusion Stokes mais est beaucoup moins 
intense. Dans ce manuscrit je montrerai donc uniquement les spectres de diffusion Raman 
Stokes. 

Même dans le cas de molécules simples, on peut obtenir un spectre Raman complexe 
dû à la multitude de bandes provoquées par les différentes fonctions chimiques. Dès que l’on 
commence à avoir plusieurs groupements chacun va fournir des bandes différentes et dans le 
cas de groupements proches, il peut y avoir des regroupements de bandes, ce qui peut 
compliquer l’attribution. En revanche, les spectres sont en général bien définis avec des 
positions des modes de vibration bien établies. Ainsi, il est possible de reconnaitre et 
d'identifier une molécule grâce à son « empreinte » Raman. Mais les phénomènes de diffusion 
mis en jeu en spectroscopie Raman ont une section efficace très faible (un photon diffusé pour 
cent millions de photons incidents). Ceci rend difficile l’analyse d’échantillons en faible 
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quantité. Généralement, on utilise cette technique sur des solutions concentrées 
(concentration de l'ordre du mM) ou des échantillons solides. Pour pallier ce problème, on 
peut utiliser des techniques qui permettent d’augmenter le signal Raman comme la diffusion 
Raman résonante ou la diffusion Raman exaltée de surface utilisant des structures 
plasmoniques. 

 Diffusion Raman exaltée de surface (SERS) 
Le SERS fut observé pour la première fois, en 1974, par Martin Fleischmann et ses 

collaborateurs lors de l’étude de l’adsorption de la pyridine sur des électrodes rugueuses 
d’argent32. Initialement, il attribua ce phénomène à une augmentation de la surface spécifique 
de l'électrode due à la rugosité mais cette hypothèse ne permettait pas d’expliquer l'ampleur 
de l’augmentation du signal. Ce ne fût que quelques années plus tard, en 1977, que l’origine 
de ce phénomène fut reliée aux plasmons de surface33–36. Le mécanisme d’exaltation du SERS 
est encore débattu mais repose sur deux effets principaux : les processus électromagnétiques 
et chimiques. 

a) Le processus électromagnétique 

Dans le cas de nanostructures métalliques, le champ électromagnétique local peut être 
exalté par l'intermédiaire de l'excitation des plasmons avec un LASER. Un premier processus 
vient de l’interaction électromagnétique entre la lumière et les nanoparticules et va 
provoquer une forte exaltation locale du champ. Aux points chauds, l’exaltation du champ est 
de l’ordre de 102 à 103 ce qui fait que le signal Raman de la molécule proche de ces points 
chauds va être fortement exalté. Ce signal Raman exalté peut ensuite interagir avec la 
nanoparticule, induisant une exaltation supplémentaire du signal Raman. Ce deuxième 
processus est appelé processus de re-radiation. Le facteur d'exaltation G peut alors être 
estimé à partir de l'Équation 3. 

G(𝜆0, 𝜆𝑅) = 𝑀𝑙𝑜𝑐
2 (𝜆0). 𝑀𝑟𝑎𝑑

2 (𝜆𝑅)   

Équation 3 : Calcul du facteur d'exaltation d'une molécule 

 Dans l’Équation 3, 𝛌𝟎 représente la longueur d’onde incidente, 𝛌𝐑 la longueur d’onde 

Raman, 𝐌𝐥𝐨𝐜 le facteur d’exaltation local à 𝛌𝟎, 𝐌𝐫𝐚𝐝 le facteur d’exaltation de re-radiation à 

𝛌𝐑. Si on considère 𝛌𝟎 et 𝛌𝐑 proches alors 𝐌𝐥𝐨𝐜 ≈ 𝐌𝐫𝐚𝐝 et on peut réduire l’équation à G ≈ M4. 
En revanche si  𝛌𝟎 et 𝛌𝐑 sont éloignés de plusieurs dizaines de nanomètres on ne peut plus les 
considérer comme égaux. L'exaltation maximale n'est plus alors obtenue pour une résonance 
plasmon proche de la longueur d'onde d'excitation mais pour des règles d'optimisation 
précises dépendantes de la longueur d'onde d'excitation et de la forme des nanostructures. 
Ainsi pour des nanoparticules cylindriques ou triangulaires, il a été montré que le plasmon 
doit se situer entre les deux longueurs d'onde 𝛌𝟎 et 𝛌𝐑pour que G soit maximal (étude faite 
avec la molécule BPE37 pour un LASER à λ0=633 nm et λR=685 nm). 

 L’exaltation peut être si forte que dans certains cas, la sensibilité de la molécule unique 
a pu être atteinte38,39. La contribution électromagnétique est estimée à 108. 

b) Le processus chimique 
On débat encore aujourd’hui de la contribution de l'effet chimique en SERS et son 

interprétation n’est toujours pas complètement établie. Toutefois, il est communément admis 
que si une molécule s’adsorbe à la surface d'une nanostructure métallique, sa configuration 
électronique sera modifiée soit par la création de complexes métal-molécule, soit par 
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transfert de charge entre la molécule et le métal. Dans les deux cas, cela va induire un 
changement de la polarisabilité de la molécule40,41. Cette modification peut se traduire par 
une exaltation du signal Raman. Si la surface sur laquelle s’adsorbe la molécule a des défauts 
comme des atomes isolés, des lacunes d’atomes ou des marches ou encore des 
décrochements, Figure 7, cela peut augmenter cet effet chimique42. 

 

Figure 7 : Exemples de défauts 

La littérature conclut sur le fait que la contribution chimique à l’intensité du signal, de 
l’ordre 10², est beaucoup plus faible que la contribution électromagnétique de l’ordre 108 et 
peut être négligée41. 

 Capteurs SERS 
Grâce à sa haute sensibilité allant jusqu'à la molécule unique, le SERS peut-être utilisé 

pour détecter et observer de très faible quantité de molécules et donc permettre le 
développement de capteurs ultra-sensibles pouvant atteindre des concentrations de l'ordre 
du pM. En fonctionnalisant les nanostructures d'or avec un biorécepteur, il est également 
possible de former un biocapteur permettant non seulement la détection mais également 
l'observation de l'interaction moléculaire biorécepteur-analyte. En calibrant le signal SERS 
avec des concentrations connues, une mesure quantitative de la quantité de molécules dans 
une solution peut être effectuée. 

Ces avantages permettent d’obtenir des capteurs performants et rapides. Le laboratoire 
CSPBAT a été impliqué dans plusieurs projets de recherche ayant pour objectif de concevoir 
et de valider ce genre de capteurs SERS pour différentes applications. 

Par exemple dans le projet européen Nanoantenna (2009-2013), l'objectif était de 
développer un biocapteur SERS pour détecter des protéines à des concentrations de l'ordre 
du pM. Pour obtenir une sélectivité élevée, des aptamères ont été utilisés comme 
biorécepteurs et des nanostructures d'or comme transducteurs plasmoniques. 

Tout d’abord, les nanostructures ont été optimisées pour atteindre le signal SERS le plus 
élevé. Il a ensuite été montré43 que l’utilisation de nanostructures conçu par lithographie 
électronique couplée avec des aptamères permettaient la détection de la superoxyde 
dismutase 2 (MnSOD, un biomarqueur du cancer du foie) à des concentrations de l'ordre du 
nM aussi bien dans une solution pure que dans un fluide biologique (sérum, salive, ...). Ce 
projet a apporté la preuve de concept d'un tel biocapteur. Des mesures plus récentes ont 
montré que ce capteur avait la possibilité de réduire la limite de détection à des 
concentrations de l'ordre du pM, permettant une amélioration significative par rapport aux 
méthodes cliniques actuelles (Elisa notamment)44. 
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Dans le cadre du ANR Piranex (2013-2017), l'objectif était de proposer un système 
bimodal couplant les méthodes de détection par imagerie SPR (SPR imaging, SPRi) et par SERS 
dans un même instrument. La SPRi permet ainsi la détection et la quantification en temps réel 
des cibles à détecter alors que le SERS permet leur identification. Le projet s'est alors focalisé 
sur la conception d'un substrat plasmonique unique permettant l'excitation simultanée de 
plasmons de surface propagatifs (PSP) et localisés (PSL). L'option choisie fut l’étude théorique 
et expérimentale des propriétés optiques de substrats constitués de nanostructures d’or (pour 
les PSL) déposées à la surface d'un film d'or (pour les PSP). Après une fonctionnalisation avec 
des aptamères, ce type de substrats a pu être utilisé comme biopuces. 

Dans ce projet une étude45 a notamment été réalisée sur la détection de l'ochratoxine A 
(OTA, un contaminant en agro-alimentaire) par SERS. Pour cette étude, les échantillons SERS 
sont des surfaces rugueuses de 6 nm d’or. Ces surfaces ont été fonctionnalisées avec un 
aptamère spécifique de l'OTA. Avec ce type d’échantillon, il a été possible d’atteindre une 
concentration limite de l’ordre du pM. Pour obtenir ce résultat, des méthodes statistiques 
multivariées comme la méthode par analyse par composantes principales (Principal 
Component Analysis, PCA) ou la méthode des moindres carrés (Partial Least Square, PLS) ont 
été utilisées. Elles permettent une analyse fine des variations spectrales du signal SERS en 
fonction des conditions expérimentales de manière supervisée (PLS, prise en compte de la 
concentration) ou non (PCA). Ces méthodes ont permis de séparer les différentes 
concentrations sur une large gamme (de 10 pM à 1 µM) et de proposer un modèle prédictif 
des concentrations basé notamment sur les variations des bandes de l'aptamère. La sélectivité 
du capteur a également été démontrée sur d'autres molécules comme la BSA ou la toxine 
DON.  
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 La microbalance à quartz 

a microbalance à quartz fonctionne sur le principe de l’effet piézoélectrique. Donc 
je vais commencer cette partie par présenter l’effet piézoélectrique puis je passerai 
ensuite au fonctionnement de la microbalance à quartz. Je vais finir par montrer 

des exemples de capteur réalisé avec la microbalance à quartz. 

 L’effet piézoélectrique 

L’effet piézoélectrique est une propriété spécifique de certains matériaux qui consiste en 
la faculté de se polariser électriquement sous une contrainte mécanique (effet piézoélectrique 
direct) ou de se déformer sous une contrainte électrique (effet piézoélectrique indirect). Cet 
effet est utilisé de façon indirecte dans les montres à quartz. 

Au début du XVIIIe siècle, des travaux précurseurs ont été réalisés sur l’étude de l’effet 
pyroélectrique qui consiste au changement de la polarisation d’un quartz sous échauffement. 
en 1817, René Just Haüy a étudié en détail l’effet pyroélectrique et Antoine Becquerel reprit 
son étude sur plusieurs matériaux et mesura l’électricité créée par ce phénomène pour 
chaque matériaux 1823 et 182746,47. 

L’effet piézoélectrique fut découvert en 1880 par Pierre et Jacques Curie. En combinant 
leurs savoirs sur la pyroélectricité et la cristallographie, ils prédirent et démontrèrent l’effet 
piézoélectrique dans le sens direct sur des cristaux de quartz. L’effet indirect fut prédit par 
Gabriel Lippmann48 en 1881 via des calculs thermodynamiques et prouvé par les Curie 
immédiatement49. Mais c’est cette même année que Wilhelm Hankel un scientifique allemand 
qui proposa le terme piézoélectricité venant du grec « piezin » pour appuyer/presser. 

En pratique, l’effet piézoélectrique fut utilisé par les frères Curie pour construire la 
balance à quartz piézoélectrique. Pierre et Marie Curie s’en serviront en 1900 pour mesurer 
la radioactivité des sels d’uranium, radium et de polonium. En 1929, Cady démontre que l’effet 
piézoélectrique inverse permet d’obtenir des matériaux avec des oscillations particulièrement 
stables. Lorsque l’on applique en continu cet effet indirect sur un quartz, on peut entretenir 
l’oscillation qui, en régime permanent reste à une fréquence très précise. Ceci donne 
naissance à la microbalance à quartz. 

 La microbalance à cristal quartz (QCM) 

Lors de la Seconde Guerre mondiale, des résonateurs à quartz étaient utilisés pour 
avoir une fréquence stable pour les communications radios et on accordait la fréquence en 
faisant une marque au crayon sur une des électrodes50. Lors du marquage au crayon, une 
partie du carbone de la mine se déposait à la surface et cela induisait un changement de 
fréquence du quartz. Cet effet fut modélisé par Sauerbrey ce qui a donné l'équation portant 
son nom (Équation 4). 

∆𝑓 =
−2𝑓²

𝐴𝜌𝑐
∆𝑚 

Équation 4 : équation de Sauerbrey 

L 



Chapitre 1 : Introduction C) La Microbalance à Quartz 

17 

 Cette équation relie la différence de masse à la différence de fréquence. Ici ρ = 2650 
kg.m-3 est la masse volumique du quartz, c est la célérité d’une onde acoustique dans le quartz, 
A et l’aire du recouvrement par les électrodes et f est la fréquence de résonance. Cette 
équation est utilisée pour suivre le dépôt sous vide de couches fines de matériaux sur des 
surfaces dans les évaporateurs. Cette nouvelle utilisation des résonateurs est appelée 
microbalance à cristal de quartz (QCM). Cette technique permet de mesurer des écarts en 
masse de l’ordre du ng.cm-2. De plus, si on regarde la dissipation, capacité du quartz à s’arrêter 
s’il n’y a plus de tension, on peut avoir accès aux interactions entre le fluide et la surface 
(couche dure ou couche molle). 

 

Figure 8 : a) Schéma d'une QCM, b) représentation de la fréquence 

La QCM est une microbalance piézoélectrique dans laquelle on utilise un quartz 
comme surface piézoélectrique, sur lequel les deux faces sont recouvertes d’électrodes. Cette 
technique a pour principe de faire osciller un quartz en appliquant une tension entre les deux 
électrodes (Figure 8 a), cette oscillation va avoir une fréquence bien précise. Lorsque l’on va 
adsorber des molécules sur la surface du quartz, on va alors ralentir la fréquence de résonance 
du quartz (Figure 8 b). Si on se place dans des conditions où le changement de milieu n’est 
pas trop important, on peut relier la différence de fréquence à la masse de molécules 
adsorbées à la surface via l’équation de Sauerbrey (Équation 5) dans laquelle on suppose que 
la masse ajoutée et beaucoup plus faible que celle du quartz. On peut modifier cette équation 
pour obtenir l’Équation 5. 

∆𝒎 = − 
𝑪 ∆𝒇

𝒏
 

Équation 5 : Équation de Sauerbrey simplifiée, C=17.7ngHz-1 pour un cristal de quartz à 5MHz, n= 1,3,5,7, … le 
rang de l'harmonique 

Dans cette équation on fait apparaître une constante C qui réunit tous les paramètres 
constants de l’Équation 4, f, c, ρ et A. La valeur de la constante C dépend du type d’électrode 
sur le quartz utilisé, ici les électrodes sont en or. Pour mon travail, j’ai utilisé des quartz 
recouverts d’électrodes d’or. Je prendrai donc cette formule pour les calculs liés aux 
expériences QCM. 

Cette technique nous permet de suivre l’adsorption de molécules sur la surface de 
l’électrode en temps réel et nous permet d’avoir accès à certains paramètres cinétiques et 
thermodynamiques comme les coefficients d’adsorption. De plus, on peut avoir accès à la 
quantité de molécules adsorbées ainsi qu’à la rigidité de la couche. 
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 Des exemples de capteurs QCM 

Il y a plusieurs façons d’utiliser la QCM pour obtenir un biocapteur, on peut soit l’utiliser 
directement soit l’utiliser avec un biorécepteur. 

Par exemple, un immunocapteur direct51 a été conçu pour la détection et la 
quantification rapides de l'entérotoxine A staphylococcique (SEA) dans des solutions 
tamponnées en utilisant une microbalance à cristal de quartz à dissipation (QCM-D) comme 
méthode de transduction. La couche de détection comprenant l'anticorps anti-SEA a été 
construite par chimisorption d'une monocouche auto-assemblée de cystéamine sur les 
électrodes en or placées sur les cristaux de quartz, puis par activation des groupes amino de 
surface avec l'agent de réticulation 1,4- phénylène diisothiocyanate (PDITC) et liaison 
covalente de la protéine de liaison. Quatre anticorps anti-SEA ont été sélectionnés pour 
constituer le dispositif de détection le plus sensible. Avec la couche de détection optimisée, 
une courbe standard pour le test direct de la SEA a été établie à partir des réponses QCM-D 
dans une plage de travail de 50-2000 ng mL-1 avec une limite de détection de 20 ng mL-1. En 
utilisant un test de type sandwich, la réponse était environ deux fois plus élevée et, par 
conséquent, la concentration mesurable la plus basse est descendue à 7 ng ml-1 pour une 
durée totale de dosage plus longue. La comparaison des anticorps de capture provenant de 
différentes sources a mis en évidence la supériorité de l'anticorps polyclonal anti-SEA de lapin 
pour la liaison d'une grande quantité de protéines cibles et inversement la très faible capacité 
des deux anticorps monoclonaux. La saturation du capteur correspond à 75 % de l’occupation 
totale des sites de liaison à la surface par les molécules SEA. Le format de l’analyse sandwich 
a donné une amplification de la réponse et la quantité de seconds anticorps liés était égale à 
230 ng cm-2 à la saturation du capteur. Une monocouche compacte de molécules d'IgG 
correspond à une densité de surface allant de 200 (orientation latérale) à 370 (orientation 
finale) ng cm -2. La densité de la deuxième couche d'anticorps semble se situer entre ces deux 
configurations, ce qui correspond à l'orientation attendue lorsqu'un deuxième anticorps se lie 
à un antigène. En résumé, l’immunocapteur piézoélectrique pour la détection et la 
quantification de l’entérotoxine A staphylococcique dans la plage des faibles concentrations 
dans les 15 minutes, permet d’obtenir de bonne performance de biocapteur. La configuration 
optimisée du capteur immunitaire associe une monocouche d’amino-thiol auto-assemblée et 
l’immobilisation d’un anticorps polyclonal anti-SEA via la protéine A. La construction d’un tel 
système assure un contrôle de la densité et de l’orientation des anticorps, permettant ainsi 
de détecter et de quantifier les cibles. Ces systèmes ont un potentiel considérable pour la 
détection rapide et fiable de cibles à l'état de traces dans divers milieux. 

On peut aussi utiliser la QCM avec un transducteur comme des nanoparticules52. On peut 
déposer des nanoparticules d'or (AuNP) sur des puces de capteur à cristal de quartz afin de 
mettre au point des biocapteurs piézoélectriques à entérotoxine A (SEA) staphylococcique à 
réponse amplifiée. Les nanoparticules ont été assemblées sur des puces de capteurs à cristaux 
de quartz revêtus d'or ou de silicium par un processus de chimisorption sur des monocouches 
auto-assemblées à terminaison thiol et amine. L'objectif de cette nanostructuration était de 
modifier la topographie de la surface et d'améliorer l'accessibilité des sites de liaison à la 
surface. Des biointerfaces, comprenant un anticorps polyclonal contre l'entérotoxine A 
staphylococcique (SEA), ont ensuite été développées sur ces capteurs recouverts de 
nanoparticules d'or et leur capacité à capturer une SEA a été contrôlée en temps réel avec une 
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microbalance à cristal de quartz avec mesure de la dissipation. Il a été découvert que la densité 
de surface de l'anticorps de capture était similaire pour les capteurs nanostructurés et plans. 
La réponse du capteur lors de la liaison de la SEA à l'anticorps, était significativement plus 
élevée pour les capteurs nanostructurés que pour les capteurs plans. De plus, la limite de 
détection était plus basse pour les capteurs nanostructurés : 8 ng/mL contre 20 ng/mL pour 
les capteurs plans. Ceci a été rationalisé par une accessibilité éventuellement meilleure des 
sites de liaison à l'antigène plutôt que par une conséquence d'une augmentation spécifique 
de la surface.  

Avant l'immobilisation de nanoparticules les substrats de silicium et d'or ont été 
fonctionnalisés afin de générer des couches terminées par une amine. À ceci on a rajouté un 
thiol à terminaison acide pour former de multiples points d'ancrage pour fixer les 
nanoparticules. Les caractérisations spectroscopiques des couches fonctionnalisées ont 
montré des différences dans la réactivité de l'or et du silicium. Par conséquent, pour obtenir 
des densités et des dispersions similaires sur les substrats plans, des nanoparticules d’or ont 
été déposées selon différentes méthodes sur les substrats. Des interfaces de détection 
comprenant des anticorps anti-SEA immobilisés par affinité pour la protéine A ont été 
construites sur ces capteurs nanostructurés et les puces résultantes ont été utilisées comme 
transducteurs piézoélectriques pour capturer et détecter les SEA dans un milieu tampon. Il est 
apparu que, bien que le nombre de sites de liaison tel que déterminé à partir des mesures de 
QCM soit le même pour les capteurs plans et revêtus de nanoparticules d'or, la détection était 
significativement améliorée avec les capteurs nanostructurés. Cette amélioration est 
probablement due à une meilleure activité des anticorps lorsqu'ils sont liés à des 
nanoparticules, résultant d'une meilleure accessibilité des sites de liaison à l'antigène. 
L'amplification de la réponse du capteur a été obtenue en appliquant l'anticorps polyclonal 
anti-SEA après l'étape de capture de l'analyte, ce qui a permis de réduire la limite de détection 
jusqu'à 1 ng / mL. 

Pour cette étude, j’ai utilisé des cristaux de quartz avec des nanostructures et je me suis 
ainsi placé dans le cas du deuxième exemple. 

 



Chapitre 1 : Introduction D) Les Intérêts d’un Couplage QCM/SERS 

20 

 Les intérêts d’un couplage QCM/SERS 

e projet de thèse d'inscrit dans le cadre du projet ANR Franco-Autrichien 
NANOBIOSENSOR, qui a pour but de concevoir un biocapteur QCM/SERS pour 
capter des molécules de faibles poids moléculaires. Le développement de 

transducteurs nanostructurés pourrais nous permettre d’avoir une meilleur reproductibilité 
et fiabilité des mesures. En effet, l'utilisation des nanostructures doit nous permettre 
d’obtenir le signal SERS des molécules attachées à la surface et de les identifier. De plus, 
coupler ces nanostructures avec un quartz de QCM doit nous permettre de quantifier le 
nombre de molécules déposées à la surface. Nous serions donc en mesure d'observer, 
d'identifier et de quantifier les analytes à détecter. 

Dans ce contexte, ce couplage a deux objectifs distincts : (i) améliorer la 
compréhension des interactions moléculaires entre une cible (la streptomycine dans notre 
cas) et son biorécepteur (un aptamère ici) et (ii) coupler ces deux méthodes pour développer 
un capteur permettant la détection d'analytes de petites tailles. 

Ce couplage a été envisagé car cette combinaison peut améliorer les performances des 
deux techniques. Premièrement, la méthode QCM fournit une détection rapide de toutes les 
interactions entre le biorécepteur et la cible choisie, ouvrant la voie à une étude détaillée du 
mécanisme d’interaction au niveau moléculaire de manière quantitative. Deuxièmement, le 
SERS peut nous donner accès à l’identification des analytes ainsi qu'à toute modification 
structurale lié à l’interaction avec le biorécepteur. En combinant les techniques vibrationnelles 
et piézoélectriques dans une même configuration, nous pouvons proposer un biocapteur 
rapide, fiable, spécifique et très sensible. 

Dans ce manuscrit, je vais dans un premier temps présenter l’optimisation des 
transducteurs permettant le couplage QCM/SERS (nanocylindres d’or sur surfaces d’or) 
(Chapitre 2:). Dans ce chapitre, je présenterai les résultats de l’étude plasmonique et de 
l’étude du signal SERS de ces transducteurs. Dans un deuxième temps, je détaillerai 
l'optimisation du protocole mise au point pour la QCM pour la détection de la streptomycine 
(Chapitre 3:). Enfin, je terminerai par le couplage direct des deux techniques (Chapitre 4:). 

 

C 
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50nm pour une excitation à 638 nm En noir les courbes de tendance pour la bandes à 
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es substrats plasmoniques composés de nanostructures métalliques déposés sur un 
film métallique d’épaisseur nanométrique présentent des propriétés particulières53. 
En effet si les nanostructures sont déposées en réseau sur une surface de nouveaux 

vecteurs d’onde relier aux paramètres du réseau (période, forme) vont être créés. Ces 
vecteurs d'onde peuvent être utilisés pour exciter les modes plasmons à l'intérieur du film. 
Ces modes sont appelés modes de Bragg et correspondent à l'excitation résonante de 
plasmons de surface délocalisés à l’intérieur du film11,52–55 par l'intermédiaire du réseau de 
nanostructures. Une telle configuration présente certains avantages et confère au substrat 
certaines propriétés plasmoniques spécifiques, comme démontré précédemment dans 
d’autres études56–61. Il a été démontré que ce type de substrat améliore la résolution spatiale 
en imagerie par résonance plasmonique de surface (SPRI)56 et permet d’obtenir une intensité 
Raman plus élevée par rapport à celle mesurée avec des nanostructures sur des substrats 
diélectriques comme l’ITO ou le verre57–60. Mon travail sur ces substrats s'est fait dans la 
continuité de ces études dans le but de les approfondir tout en conservant certains 
paramètres expérimentaux comme l’utilisation de nanocylindres et une périodicité du réseau 
de 400 nm. 

Pour ce projet, je souhaite déposer des nanostructures sur des quartz de QCM qui sont 
recouverts d’un film d'or. Pour cette raison, il est intéressant de réaliser une étude 
plasmonique sur des échantillons de nanostructures d’or sur surface d’or. Les quartz de QCM 
ont un coût assez élevé, j’ai donc décidé de commencer cette étude des substrats 
plasmoniques avec des échantillons déposés sur verre. 

 L’optimisation de la préparation 

n vue d’optimiser les substrats de nanocylindres d’or sur surface d’or j’ai tout 
d’abord commencé par optimiser les conditions de préparation de lithographie 
électronique avec des nanocylindres d’or sur une surface d’ITO d’une épaisseur 

de 160 nm. J’ai ensuite fait varier le diamètre des nanocylindres pour sélectionner le diamètre 
optimal pour notre système. 

 La lithographie électronique 
Pour réaliser les nanostructures j’ai utilisé la méthode de lithographie électronique 

(Figure 9). Avant tout, il est nécessaire de nettoyer les échantillons sur lesquels seront 
déposées les nanostructures. Pour cela il faut plonger pendant 5 min les échantillons dans de 
l’acétone puis pendant 5 min dans l’éthanol et enfin pendant 5 min dans de l’eau ultra pure. 

La première étape est de recouvrir la surface d'ITO d'un film mince de 150 nm de 
polyméthacrylate de méthyle (PMMA) à 60 g.mol-1 par induction centrifuge (spincoater) pour 
obtenir une surface homogène (Figure 9 1). Ensuite, l’échantillon est inséré dans un 
microscope électronique à balayage (MEB). Le faisceau d'électrons sera utilisé pour exposer 
la couche de PMMA en suivant les motifs d'un masque reproduisant les nanostructures 
souhaitées (Figure 9 2). Par la suite, on insère l’échantillon dans une solution de 
méthylisobutylcétone/isopropanol (MIBK/IPA) avec un rapport de 1:3 qui va permettre 
d'éliminer les zones du PMMA qui ont été exposées au faisceau d’électrons. Il se forme alors 
des trous dans le PMMA de la taille et de la forme des nanostructures désirées formant un 
masque à la surface de l'ITO (Figure 9 3). L’échantillon est ensuite placé dans un évaporateur 
pour métalliser le substrat d’une épaisseur définie est ainsi remplir les zones évidées dans le 
PMMA pour former les nanostructures (Figure 9 4). La dernière étape est le lift-off qui 

L 
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consiste à plonger l’échantillon dans une solution d’acétone pour enlever la couche de PMMA 
de la surface pour ne garder que les nanostructures à la surface d'ITO (Figure 9 5)). 

 

Figure 9 : Schéma du processus de lithographie électronique 

 Cette technique permet d’obtenir des structures avec des tailles contrôlés et avec la 
forme souhaitée. 

 La sélection de la dose 
Pour nanostructurer la surface j’ai utilisé la lithographie électronique sur une surface 

d’ITO de 160 nm. J’ai conçu un échantillon type pour pouvoir étudier différents paramètres. 
J’ai conçu l’échantillon pour pouvoir trouver la dose adaptée pour la conception de mes 
échantillons. De plus, j’ai décidé de faire varier le diamètre des nanocylindres et j’ai fait varier 
la période du réseau. 

 

Figure 10 : schéma de nanostructures d'or sur ITO 
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 Pour ce premier échantillon (Figure 10) j’ai produit des réseaux carrés de 
nanocylindres dont les diamètres varient entre 80 et 250 nm. J’ai aussi fait varier la périodicité 
entre 350 et 500nm et j’ai modifié la dose du faisceau d’électrons entre 100 et 250 µC.cm-2. 
Toutes ces structures ont été produites sur le même échantillon avec une hauteur de 
nanocylindres de 50nm. Grâce à cet échantillon j’ai pu décider de la dose à utiliser pour obtenir 
des nanostructures sur une surface d’or en examinant l’effet de la dose sur les images MEB. 
J’ai pu me rendre compte que pour les plus petites doses les nanostructures n'étaient pas 
correctement imprimées pour les grands diamètres. J’ai pu repérer le même problème pour 
les fortes doses mais cette fois-ci avec les petits diamètres. Lors de mon investigation j’ai pu 
voir que pour une dose de 210 µC.cm-2, on pouvait obtenir des structures bien résolues, Figure 
11. 

 

Figure 11 : Image MEB pour la dose de 210 µC.cm-2 a) diamètre 200 nm b) diamètre 250 nm, avec une échelle 
de 200 nm 

 Il est possible d’avoir un aperçu des motifs avec les images MEB, sur la Figure 11, et 
ainsi voir que pour cette dose les structures sont bien définies et ont un diamètre proche de 
celui attendu. 

Dose (x100 µC.cm-2) 1.3 1.6 1.8 2 2.1 2.2 2.5 

Moyenne de l’écart 
relatif (%) 

0.210 0.152 0.135 0.118 0.110 0.132 0.128 

Tableau 1 : Moyenne des écarts types pour les différentes doses 

 Sur le Tableau 1, j’ai calculé l’écart relatif sur le diamètre en calculant : 

é𝑐𝑎𝑟𝑡 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑓 =
|𝑑𝑖𝑎𝑚è𝑡𝑟𝑒 𝑚𝑒𝑠𝑢𝑟é − 𝑑𝑖𝑎𝑚è𝑡𝑟𝑒 𝑎𝑡𝑡𝑒𝑛𝑑𝑢|

𝑑𝑖𝑎𝑚è𝑡𝑟𝑒 𝑣𝑜𝑢𝑙𝑢
 

Équation 6 : Formule de l’écart relatif 

On peut voir que la dose avec le plus petit écart relatif est celle de 210 µC.cm-2. Cette 
étude a été faite pour plusieurs périodes et plusieurs diamètres et donc j’ai sélectionné cette 
dose pour la lithographie sur l’ITO. Dans mon cas, je vais faire des nanostructures sur des 
surfaces d’or. Or, les surfaces d’or sont plus conductrices que celles d’ITO donc les 
nanostructures seront mieux résolues sur les surfaces d’or que sur les surfaces d’ITO. 

 L’étude plasmonique et SERS des réseaux de nanocylindres d’or sur ITO. 
Je me suis centré sur la dose 210 µC.cm-2 et j’ai effectué des spectres d’absorbance et 

SERS pour pouvoir comparer aux nanostructures d’or sur surface d’or. 
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Figure 12 : spectres d'extinction des réseaux de nanocylindres pour différents diamètres (voulus) pour une 
période de 400 nm 

Sur la Figure 12, on peut observer les différents modes actifs pour ce type 
d’échantillon. Il est possible de voir proche de 575 nm une bande très fine et un creux 
prononcé proche de 600 nm liés à la périodicité des réseaux qui ne vas pas bouger pour toutes 
les mesures. En effet lorsque les nanostructures sont ordonnées il va y avoir l’apparition d’une 
anomalie de Wood plasmon directement reliée à la périodicité du réseau. Une autre 
résonance de plasmons de surface localisé (PSL) est observable entre 650 et 850 nm dont la 
position se décale vers les hautes longueurs d’onde avec l’augmentation du diamètre. 

 J’ai ensuite utilisé ces échantillons pour réaliser une étude SERS pour une période de 
400 nm, une dose de 210 µC.cm-2 et des diamètres allant de 80 à 250 nm. La surface a été 
fonctionnalisée en la plongeant dans une solution de 1,2-Bis(4-pyridyl) éthylène (BPE) à 2 mM 
pendant 2h. Pour cette étude SERS, j’ai utilisé deux longueurs d’onde d'excitation différentes, 
633 (Hélium/Néon) et 785 nm, pour étudier l’effet des différentes bandes plasmoniques sur 
le signal SERS. Les deux LASERs n’ayant pas la même puissance, il ne m'a pas été possible de 
conclure sur l’impact de la longueur d’onde sur le signal SERS, mais cela me permet d'observer 
l'effet du diamètre sur la variation du signal SERS. 

 

Figure 13 : a) Spectre SERS de la BPE pour le diamètre 250 nm (période de 400 nm) à 785 nm, b) intensité du 
signal SERS en fonction des différents diamètres, en bleu avec un LASER à 633 nm et en vert avec un laser à 

785 nm. Les données en vert clair et en bleu clair correspondent à la bandes Raman à 1620 cm-1 et les 
données en vert foncé et en bleu foncé correspondent à la bandes Raman à 1202 cm-1. Le signal des deux 

courbes vertes a été multiplié par 50. 
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 Sur la Figure 13 a), on peut voir le spectre SERS de la BPE sous l’excitation d’un LASER 
à 785 nm pour le diamètre de 250 nm. Il y a deux bandes importantes que j'ai étudiées : la 
première est celle à 1202 cm-1 et la deuxième est la double bande à 1620 cm-1. Pour étudier 
l’influence du diamètre sur le signal SERS, j'ai calculé l'intensité SERS pour chaque diamètre 
(Figure 13 b). Les symboles carrés représentent l'intensité SERS pour les deux longueurs 
d’onde pour la bande à 1202 cm-1 et les triangles pour la double bande à 1620 cm-1. On peut 
ainsi constater que dans le cas du laser à 633 nm, le signal SERS atteint un maximum pour les 
diamètres entre 110 et 130 nm ce qui est attendu car les résonances de PSL sont situées entre 
la longueur d’onde d’excitation et la position de la bande Raman62–64. Dans le cas du LASER à 
785 nm, on peut remarquer que le maximum est déplacé aux alentours du diamètre de 200 
nm car en augmentant le diamètre la résonance va se déplacer vers les hautes longueurs 
d’onde. Au sein du laboratoire CSPBAT, une étude similaire sur ce type d’échantillons avait 
déjà été effectuée et mon étude reproduit parfaitement les résultats de cette étude65. 

 Cette étude m’a permis de sélectionner la dose pour la lithographie et d'effectuer des 
premières études plasmons et SERS de mes échantillons. J’ai ensuite poursuivi mes travaux 
avec des échantillons nanostructurés sur surface d’or. 
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 Réseaux de nanocylindres d’or sur un film d'or 

ans le cadre du couplage QCM/SERS, j'ai étudié les propriétés plasmoniques et 
SERS de réseaux de nanocylindres d’or déposés sur un film d’or d'épaisseur 
contrôlée. J’ai fait varier la hauteur et le diamètre des plots d’or et l'épaisseur 

du film d'or pour étudier l'influence de ces paramètres sur la position de la résonance PSL et 
le signal SERS. Pour m'aider à mieux comprendre les signaux, j'ai réalisé des échantillons avec 
une périodicité constante de 400 nm. 

 

 J'ai vérifié les dimensions des nanocylindres par microscopie électronique à balayage 
(MEB), Figure 14. Les plots ont bien une forme cylindrique et sont bien définis avec les 
diamètres souhaités. 

 

 Sur la Figure 15 j’ai indiqué tous les paramètres modifiés pendant cette étude. La 
hauteur des plots a été fixée à 40 et 50 nm. J'ai aussi fait varier l’épaisseur du film entre 20 et 
50 nm par pas de 10 nm et enfin, j'ai fait varier les diamètres des nanocylindres entre 80 et 
250 nm par pas de 10 nm. Ces échantillons ont été fabriqués par lithographie électronique 
comme pour les échantillons sur surface de verre et avant le dépôt d’or. Je n’ai pas déposé de 
couche de chrome entre le verre et l'or ce qui permet d’avoir un signal sans atténuation dû à 
la forte absorption du Cr. Sur chaque échantillon, il y a deux fois les mêmes structures pour 
reproduire les mesures deux fois. 

D 

Figure 14 : Image MEB de réseaux de nanocylindres de hauteur 50 nm et de diamètre 80 nm (a) 
et 250 nm (b) pour une épaisseur de film d'or de 50 nm, échelle = 100 nm 

 

Figure 15 : Schéma des échantillons de nanostructures d’or sur surface d’or avec 
une épaisseur allant de 20 à 50 nm 
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 Propriétés plasmoniques 

’ai tout d’abord étudié les propriétés plasmoniques de ces échantillons en faisant 
des mesures de résonance plasmon en transmission. La connaissance de ces 
propriétés est importante pour comprendre les phénomènes mis en jeu avec ce type 

d’échantillons. 

 Le dispositif expérimental 
Les spectres d'extinction ont été enregistrés avec un spectromètre Raman confocal 

XploRA (Horiba Scientifics, Figure 16 a), après avoir retiré les filtres edge. L'échantillon est 
éclairé en transmission à l'aide d'une lampe blanche non polarisée. La lumière transmise a été 
collectée avec un objectif à faible grossissement (10 ×, ouverture numérique (ON) de 0,25) 
pour collecter principalement la lumière transmise. Un spectre de référence a été enregistré 
sur le film mince d'or à l'extérieur des nanocylindres et le spectre d'extinction est calculé 
comme le rapport entre le spectre en transmission et le spectre de référence. Grâce à ce 
montage, j'ai aussi pu incliner l’échantillon pour modifier l’angle d’illumination, Figure 16 b, 
entre 0° et 51°. 

 

Figure 16 : a) Photographie du spectromètre XploRA b) schéma de principe du spectromètre XploRA et de la 
mesure par spectroscopie d'extinction (incidence normale et inclinée) 

 Des calculs numériques ont été réalisés par Priyamvada Venugopalan à l'institut 
autrichien de Technologie (Austrian Institute of Technolgy, AIT) pour m’aider à confirmer nos 
attributions. Pour cela, une méthode tridimensionnelle de Finite Difference Time Domain (3D-
FDTD) a été utilisée via un logiciel commercial (Lumerical Inc.) pour calculer les sections 
efficaces d'extinction et les distributions de champ électrique au voisinage des nanocylindres 
d'or sur le film mince d'or. Le réseau de nanocylindres a été défini pour les calculs avec des 
coordonnées cartésiennes (axe x et y dans le plan et avec l’axe z perpendiculaire au plan des 
réseaux correspondant à la hauteur des nanocylindres). Les mailles sont des cubes de 2×2×2 
nm3. Des tests de convergence ont permis de conclure que ce maillage était suffisant pour 
obtenir des résultats pertinents. Des couches PML (absorption totale) ont été utilisées comme 
conditions aux limites dans la direction des z afin d'éviter les réflexions et des conditions aux 
limites périodiques de Bloch ont été utilisées pour les axes x et y. L'indice de réfraction des 

J 
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milieux diélectriques a été fixé à 1,00 pour l'air et à 1,50 pour le substrat de verre. Les champs 
électromagnétiques à proximité des nanocylindres ont été calculés en supposant une 
illumination en ondes planes, avec des longueurs d’onde variant entre 500 nm et 900 nm. Les 
calculs FDTD ont été effectués pour une polarisation le long de l’axe des réseaux de 
nanocylindres et les constantes optiques de l'or ont été tirées de la littérature66. 

 Plasmons de surface 
J’ai réalisé les mesures d’extinctions pour deux hauteurs de cylindres différentes, 40 et 

50 nm. J’ai aussi relié les phénomènes physiques aux bandes observées lors des mesures. 

a) Les mesures d’extinction pour la hauteur de nanocylindre de 50 nm 
J’ai réalisé dans un premier temps les mesures d’extinctions sur chaque échantillon en 

incidence normale, puis j’ai incliné les échantillons avec des angles compris entre 0 et 51° pour 
permettre l’identification des modes. 

 

Figure 17 : Spectres d’extinction de réseaux de nanocylindres avec une épaisseur de film d’or de 20 nm et 
une hauteur de cylindres de 50 nm 

Sur la Figure 17, j’ai regroupé les spectres d’extinction des réseaux de nanocylindres 
pour une épaisseur de film d’or de 20 nm et une hauteur de cylindres de 50 nm. On peut 
remarquer qu’il y a deux bandes présentent sur les spectres, en particulier une bande entre 
650 et 680 nm.  On peut noter que l’intensité des bandes augmente avec l’augmentation du 
diamètre. On peut aussi remarquer que lorsque l’on modifie le diamètre les bandes restent 
pratiquement fixes. 



Chapitre 2 : Optimisation des Substrats Plasmoniques C) Propriétés Plasmoniques 

37 

 

Figure 18 : Spectres d'extinction pour une hauteur de cylindres de 50 nm, pour différents diamètres (250 nm 
courbe en noir, 230 nm courbe en rouge, 210 nm courbe en bleu, 190 nm courbe en vert, 170 nm courbe en 

rose) et différentes épaisseurs de film d’or : a) 20 nm, b) 30 nm, c) 40 nm et d) 50 nm. 

Sur la Figure 18, il est possible de remarquer que quelle que soit l'épaisseur, le signal 
augmente avec le diamètre et que la position des bandes se décale légèrement lorsque le 
diamètre augmente. De plus, lorsque l’on augmente l’épaisseur on peut voir que l’intensité 
du signal diminue fortement. Ce phénomène est particulièrement visible pour la bande à 660 
nm qui diminue fortement pour les grandes épaisseurs.  

Afin d'attribuer les modes plasmon, j'ai utilisé un modèle analytique permettant de 
calculer la relation de dispersion des plasmons dans un film mince 

b) Identification des différents modes 
Pour identifier les modes plasmons, nous pouvons simuler les modes de la surface d’or 

à partir d'un modèle analytique de plasmon - polariton de surface (PPS). Les nanocylindres 
sont assimilées à des perturbations et les modes plasmons ont été calculés pour des films 
minces d’or d'indice de réfraction nm et d’épaisseur dm pris entre l’air d’indice na et le verre 
d’indice ng, Figure 19. La constante de propagation de polarisation transversale magnétique 
(TM) β est déterminé par la résolution de l’équation de dispersion suivante. 
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Équation 7 : Équation de dispersion 
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L’Équation 7, dérive des équations de Maxwell avec les conditions aux limites 
précisées précédemment. k0=2π/λ correspond au vecteur d’onde de la lumière dans le vide 
pour une longueur d’onde λ, κ=(β2-k0

2nm
2)1/2, γa=(β2-k0

2na
2)1/2, et γg=(β2-k0

2ng
2)1/2. 

Généralement, le film d’or est le support d'un mode TM0 correspondant au PPS à l’interface 
or-verre. Un mode similaire nommé TM1 peut également apparaître à l’interface or-air. Il y a 
alors possibilité de couplage entre le vecteur d'onde de l'excitation, les ordres de diffraction 
et les PPS lorsque ceux-ci vérifient l'accord de phase suivant : 

𝑘0
√(𝑛𝑎 sin(ϴ) sin(ϕ) + 𝑚

λ

Λ
)

2

+ (𝑛𝑎 sin(ϴ) cos(ϕ) + 𝑛
λ

Λ
)

2

= 𝑅𝑒{β} 

Équation 8 : Condition de couplage entre les courbes de dispersion et les ordres de diffraction 

Dans l’Équation 8, ϴ correspond à l’angle en coordonnées polaires, ϕ est l’angle 
azimutal, m et n sont les ordres de diffractions et Λ =400 nm correspond à la périodicité du 
réseau. Avec cette relation il est possible d’obtenir la longueur d’onde des différents ordres 
de diffractions que l’on obtient sur les spectres d’extinction, Figure 19. 

Sur la Figure 19 sont représentés avec la ligne en tiret les ordres (±1,0) et (0,±1) et la 
ligne pointillée l’ordre (±1, ±1). Ses ordres de diffraction vont intercepter le mode TM0 aux 
trois points de résonance A, B et C. En revanche, pour nos épaisseurs, ces ordres ne vont pas 
interceptés le mode TM1. Pour l'observer il faut incliner l’échantillon. La résonance A résulte 
des premiers ordres de diffraction (±1,0) et (0,±1) le long des axes du réseau et va apparaître 
autour de 700 nm (Figure 19). Les résonances B et C correspondent aux ordres de diffraction 
(±1, ±1) le long de la diagonale du réseau. 

 

Figure 19 : Courbes de dispersion calculées (Équation 7) pour différentes épaisseurs d’or, dm, pour les modes 
TM0 (en noir : 20 nm, en rouge : 30 nm et en vert : 40 nm) et TM1 (en rose). La ligne en tiret correspond aux 

ordres de diffraction (±1,0) et (0,±1) et la ligne pointillée aux ordres (±1, ±1) (Équation 8). La couleur du 
contour des points correspond à l’appariement entre les ordres de diffraction et les courbes de dispersions 

pour les résonances A, B et C. 
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On peut observer que lorsque l'épaisseur du film augmente les résonances B et C se 
rapprochent pour se confondre, Figure 20  

 

Figure 20 : Évolution de la position des bandes plasmons (données expérimentales : symboles pleins et 
données théoriques : symboles vides) pour différentes épaisseurs de film. 

 Comme on peut le voir sur la Figure 20, les valeurs expérimentales sont proches des 
valeurs théoriques. Cela nous permet de proposer l'attribution des modes comme indiquée 
sur la Figure 20 et l'ensemble des modes correspond bien aux résonances A, B et C provenant 
de l'accord de phase en incidence normale entre le mode TM0 et les ordres de diffraction. On 
peut observer l’apparition de la résonance C (ordre (±1, ±1) et carrés noirs sur la Figure 20) 
qu'à partir de l’épaisseur de 30 nm et sa position reste pratiquement constante avec 
l'épaisseur comme attendu. 

Connaissant l'origine des modes, je me suis intéressé à la distribution du champ 
électrique dans le substrat plasmonique à partir de simulation en FDTD. 

c) Étude de la distribution du champ électrique par FDTD 

 

Figure 21 : Distributions du champ électrique autour des nanostructures de 200 nm de diamètre et pour les 
épaisseurs d’or de 20, 30 et 40 nm calculées par FDTD pour les résonances A, B et C. Sur la gauche de chaque 

image est indiquée l’exaltation du champ électrique (amplitude du champ incident égale à 1) 
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On peut voir sur la Figure 21 la distribution du champ obtenu par la méthode FDTD. À 
l’exception du mode à 520 nm pour les épaisseurs de 30 et 40 nm, on peut noter une forte 
exaltation du champ électrique à l'intérieur du verre sous le film d'or, ce qui confirme notre 
attribution aux modes PPS excités à l'interface verre-or. L'exaltation du champ diminue 
lorsque l'épaisseur dy film augmente dans tous les cas. Deuxièmement, on peut observer que 
l’exaltation du champ est plus intense aux coins et sur les bords des nanocylindres quels que 
soient les modes excités et l’épaisseur. Cela signifie que dans tous les cas il a une forte 
exaltation du champ à la surface des nanostructures. Cela est d’une importance primordiale, 
car ce type de substrat pourrait être utilisé efficacement pour des applications de 
spectroscopies exaltées, telles que le SERS. 

 

Figure 22 : Distribution du champ autour des nanostructures de 100 à 250 nm de diamètre et pour les 
épaisseurs d’or de 20-40 nm calculée par FDTD pour la résonance A dont la position est indiquée en haut de 

chaque colonne. Sur la gauche est indiquée l’exaltation du champ pour un champ incident égal à 1 

De plus, sur la Figure 22, nous pouvons constater que le comportement précédent se 
reproduit pour tous les diamètres. Nous pouvons également observer que l’exaltation du 
champ à l'interface verre-or ou à la surface des nanocylindres augmentent avec le diamètre. 
Un chevauchement des champs entre les nanocylindres se produit également pour le plus 
grand diamètre (250 nm) ce qui indique l’existence d’un couplage entre les nanocylindres 
adjacents. 

J'ai ensuite effectué des mesures angulaires en inclinant l’échantillon afin de modifier 
le vecteur d’onde d’excitation et ainsi de modifier les conditions d'accord de phase données 
par l’Équation 8. 
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d) Étude angulaire  
Pour compléter l’étude plasmonique j’ai réalisé une étude angulaire sur les 

échantillons d’épaisseur 20 et 30 nm car ce sont les échantillons avec le plus fort signal. 

 

Figure 23 : Évolution du spectre d'extinction après avoir incliné l'échantillon entre 0 et 51° pour un diamètre 
de 250 nm et pour une épaisseur de a) 20 nm et b) 30 nm. c) et d) Évolution de la position expérimentale 

(symboles pleins) pour les différents angles et les deux épaisseurs de film 20 (c) et 30 (d) nm. Les carrés bleus 
représentent le mode {(-1,0) et (0,-1)} /TM0, les losanges bleu nuit le mode {(1,0) et (0,1)} /TM0, les triangles 
rouges le mode (-1,1) /TM0, les triangles roses le mode (-1,1) /TM0 pour c) et le mode (1,1) /TM0 pour d), les 
pentagones verts le mode (-1,0) ou (0,-1) /TM1, les gris et noirs sont des modes non attribués. Les symboles 

vides correspondent aux positions calculées analytiquement. Les carrés bleus représentent le mode {(-1,0) et 
(0,-1)} /TM0, les losanges bleu nuit le mode {(1,0) et (0,1)} /TM0, les triangles rouges le mode (-1,1) /TM0, les 

triangles roses foncés le mode (-1,1) /TM0 et les roses le mode (1,1) /TM0, les pentagones verts le mode (-
1,0) ou (0,-1) /TM1. 

Sur la Figure 23 , on peut voir le décalage des bandes lorsque l’on change l’angle 
d'incidence. Les résonances plasmons sont fortement décalées et plusieurs séparations de 
bandes se produisent lorsque l’on incline l’échantillon. On peut aussi remarquer l'apparition 
de nouvelles résonances. En effet, le vecteur d'onde incident n'étant plus perpendiculaire à 
l'interface, la composante angulaire du vecteur d'onde na.sin[θ].sin[φ], dans l'Équation 8, 
n'est plus nulle. Cela induit la division des 2 ordres de diffraction (0, ± 1) ou (± 1,0) et (± 1, ± 1) 
en cinq nouveaux ordres de diffraction : (0, + 1) ou (+1,0), (0, -1) ou (-1,0), (+ 1, + 1), (-1, -1) et 
(+ 1, -1) ou (-1, + 1). Ces ordres interceptent le mode TM1 à différentes longueurs d'onde par 
rapport à l'angle d'incidence normal. Par exemple, les modes (0, + 1) ou (+1,0) et (-1, -1) sont 
décalés vers le bleu alors que les modes (0, -1) ou (-1,0), (+1 , + 1) et (+ 1, -1) ou (-1, + 1) sont 
décalés vers le rouge, Figure 23 c) et d). Sur ces figures on peut voir la différence entre les 
positions théoriques de ces modes et les positions expérimentales. On peut observer un bon 
accord pour l’épaisseur de 30 nm (pentes de courbe identiques en fonction de l'angle et 
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positions de mode similaires). Des écarts plus importants sont observés pour l'épaisseur de 20 
nm. Ces écarts peuvent être dus à une influence plus grande des nanocylindres sur le PPS du 
film ou à un écart entre l’épaisseur de film demandée et l’épaisseur réelle, ce qui va avoir un 
effet important sur la position du PPS. En utilisant un tel modèle, presque tous les modes 
peuvent être attribués à un ordre de diffraction. Cependant certaines bandes (étoiles noir et 
gris sur les Figure 23c) et d)) ne correspondent à aucun ordre de diffraction. 

Avec de tel substrat plasmonique, nous sommes en mesure d’accorder la résonance 
plasmon sur une large gamme de longueurs d’onde dans le visible, de 500 nm à 900 nm, 
simplement en inclinant le substrat. Un tel comportement n'est pas réalisable avec un réseau 
de nanocylindres sur un substrat diélectrique, ce qui constitue un avantage certain. De plus, 
si nous excitons la surface avec un objectif à grande ouverture numérique (0,9 pour un objectif 
de microscope x 100, par exemple), un grand nombre d'angles incidents sont inclus à 
l'intérieur du cône d'éclairage (de 0° à près de 65° pour une ouverture numérique de 0,9). 
Ainsi, quelle que soit la longueur d'onde d'excitation, un accord de phase doit toujours se 
produire entre le vecteur d'onde d'excitation et l'un des modes PPS. En conséquence, 
l'excitation de l'un des modes PSP devrait toujours se produire, induisant une exaltation 
importante du champ à la surface du substrat. Cette propriété est très importante dans le cas 
des spectroscopies exaltées et suggère qu'un seul substrat pourrait être optimisé afin de 
fournir une exaltation du signal spectroscopique à toutes les longueurs d'onde d'excitation et 
donc une exaltation indépendante de la longueur d'onde. 

 

Figure 24 : Courbes de dispersion expérimentales en pointillé et théoriques en trait plein pour différentes 
épaisseurs, 20 nm en rouge et 30 nm en noir. a) constante de propagation en fonction de la longueur d’onde, 

b) pulsation en fonction du nombre d’onde 

Enfin, à partir des attributions des modes, nous sommes en mesure de déterminer 
pour chaque résonance le module du vecteur d'onde pour chaque mode et sa position en 
longueur d'onde. Nous pouvons alors reconstituer la relation de dispersion du plasmon à 
l'intérieur du film mince d'or comme indiqué sur la Figure 24. Si nous comparons nos relations 
expérimentales et les relations théoriques (calculées à partir de l'Équation 7), nous pouvons 
remarquer que nous retrouvons une forme similaire. Pour l’épaisseur de 30 nm, l’accord est 
presque parfait pour les longueurs d’onde supérieures à 700 nm (Figure 24), mais la courbe 
dévie fortement aux longueurs d’onde plus basses même si nous obtenons toujours un 
maximum comme pour la courbe théorique. Ce maximum se produit à une longueur d'onde 
supérieure et atteint une valeur plus élevée pour la constante de propagation. Pour l’épaisseur 
de 20 nm, on peut observer un comportement similaire même si l’écart est plus grand. La 
constante de propagation est surestimée par le modèle analytique pour les longueurs d’onde 
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inférieures à 600 nm. Nous supposons que ces écarts peuvent être dus à la présence des 
nanocylindres qui ne sont pas pris en compte dans le modèle. En effet, dans ce cas, l'indice de 
réfraction à l'interface air-or ne peut être égal à 1 et un indice de réfraction effectif doit être 
pris en compte. Pour aller plus loin, nous pouvons également déterminer que la déviation 
devient importante pour des longueurs d'onde inférieures à 700 nm. Autour de cette longueur 
d'onde, on peut observer un comportement étrange de la relation de dispersion avec un 
plateau pour les deux épaisseurs. La pente de la courbe au début et à la fin du plateau suggère 
également un effet d’anti-croisement, peut-être en raison du couplage entre les modes PPS 
et un mode lié aux nanocylindres ou au réseau. 

Cependant, en utilisant cette méthodologie, nous sommes capables de mesurer la 
courbe de dispersion de notre substrat plasmonique en fonction de l'épaisseur du film. 

e) Les échantillons avec une hauteur de nanocylindre de 40 nm 
Des spectres d’extinction ont été mesurés pour des échantillons avec une hauteur de 

cylindre de 40 nm (Figure 25). 

 

Figure 25 : spectres d'extinction pour une hauteur de cylindre de 40 nm, pour différents diamètres (250 nm 
courbe noire, 230 nm rouge, 210 nm bleue, 190 nm verte, 170 nm rose) et différentes épaisseurs de film d’or 

: a) 20 nm, b) 30 nm, c) 40 nm et d) 50 nm. 

Nous pouvons constater que comme pour les échantillons avec une hauteur de 50 nm, 
l’intensité du signal diminue lorsque l’on augmente l’épaisseur du film d’or, ce qui est 
particulièrement visible pour la bande aux alentours de 650 nm. 
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Figure 26 : Évolution de la position des bandes plasmons (nanocylindres avec une hauteur de 40 nm : 
symboles pleins et nanocylindres avec une hauteur de 50 nm : symboles vides) pour différentes épaisseurs 

de film 

 Sur la Figure 26, j’ai regroupé les résultats concernant l’évolution de la position des 
bandes plasmons pour les nanostructures avec une hauteur de 40 nm (symboles pleins) et 
pour celles de 50 nm de hauteur (symboles vides). L’évolution des bandes est similaire dans 
les deux cas mais les bandes sont légèrement décalées pour la hauteur de nanocylindres de 
40 nm. 

On peut en conclure que lorsque l’on varie la hauteur des nanocylindres, cela ne 
modifie pas les spectres d’extinction et que les modes plasmon sont faiblement dépendants 
de la hauteur des nanocylindres. C’est pour cela que j'ai décidé de conserver cette hauteur de 
50nm pour mon application biocapteur. 

f) Conclusion sur les propriétés plasmoniques 
Ici, j'ai étudié les propriétés optiques de substrats plasmoniques composés de réseaux 

de nanocylindres d'or déposés sur un film mince d'or en fonction de l'épaisseur du film. J'ai pu 
observer plusieurs résonances plasmons et effectuer leur attribution en considérant l'effet du 
reseau de nanocylindres et l'excitation des PPS du film par l'intermédiaire des différents 
ordres de diffraction définis par le réseau. En utilisant les conditions d'incidence adéquates 
(angle d'incidence, longueur d'onde d'excitation), plusieurs plasmons peuvent être excités 
simultanément et accordés sur une large plage de longueurs d'onde en tirant parti des 
propriétés des plasmons propagatifs.  

De plus, de tels modes produisent une exaltation importante du champ électrique à 
l'interface or-verre mais plus important encore à la surface des nanostructures contrairement 
aux modes PPS. Ainsi, ces substrats plasmoniques combinent à la fois les avantages des 
plasmons de surface propagatifs et des plasmons de surface localisés et pourraient avoir 
d'importantes applications en spectroscopies exaltées comme le SERS. 
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 Étude SERS 

our l’étude SERS, je présenterai dans un premier temps les résultats obtenus pour 
les hauteurs de nanocylindres de 50 nm et dans un deuxième temps ceux pour 
une hauteur de 40 nm. Pour cette étude, j’ai utilisé le même spectromètre XploRA 

que celui présenté à la section C) 1).  

 Efficacité SERS pour une hauteur de cylindre de 50 nm 

a) La molécule sonde 
Pour étudier le signal SERS, les échantillons ont été fonctionnalisés avec la molécule 4-

Aminothiophenol (MBAM). Ils ont été plongés dans une solution à 1 mM de MBAM pendant 
une journée pour obtenir une monocouche auto-assemblée. Un exemple de spectre obtenu 
est présenté sur la Figure 27 pour une épaisseur de film d'or de 20 nm.  

 

Figure 27 : Spectre SERS du 4—Aminothiophenol mesuré sur un réseau de nanocylindres de diamètre 250 nm 
et de hauteur 50 nm sur un film d'or de 20 nm d'épaisseur avec un LASER à 78 5nm. En insert : 

représentation chimique du 4—Aminothiophenol 

Le spectre SERS de la MBAM a deux bandes intenses à 1080 et 1580 cm-1. Ce sont donc 
sur ces deux bandes que je concentrerai mon étude pour comparer l'efficacité SERS de mes 
substrats. Ces bandes sont intenses car elles correspondent à la vibration du cycle aromatique. 
Le choix s’est aussi tout d’abord porté sur cette molécule car il est possible d’utiliser le 
groupement amine pour d’autres réactions et ainsi fonctionnaliser les surfaces avec d'autres 
molécules.  

Cette molécule sonde est adéquate pour des expériences avec un LASER à 785 nm. 
Mais si on utilise des LASER de plus basses longueurs d’onde les groupements amines entre 
deux molécules de MBAM adjacentes réagissent pour former une double liaison N=N 
induisant l’apparition de nouvelles bandes sur le spectre SERS (Figure 28). 

Sur la Figure 28 i), on peut voir le schéma réactionnel de la réaction de "dimérisation" 
du MBAM67. Lorsque l’on apporte assez d’énergie lors de l’illumination, la dimérisation va se 
produire. Sous illumination avec un LASER à 514 nm, on va fortement "dimériser" les amines 
et on voit apparaître de nouvelles bandes entre 1080 et 1580 cm-1. Les trois plus intenses sont 
situées à 1144, 1390 et 1435 cm-1, Figure 28 ii. Cette modification structurale de la molécule 
sonde sera donc dépendante de l'énergie du laser excitateur utilisé. Il sera donc possible de 
comparer les intensités SERS pour une même longueur d'onde en supposant que la quantité 
de dimères produits est constante sur toute la surface. Par contre, nous ne pourrons pas 
comparer les résultats SERS obtenus avec différents LASER. 

P 
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Figure 28 : i) Schéma réactionnel de la réaction entre deux MBAB pour former une double liaison N=N, tirée 
de 67 ii)Spectre SERS avec l’apparition des bandes liés à la formation d'un dimère de MBAM a) spectre Raman 

de la MBAM b) spectre SERS sous excitation à 514 nm sur des nanoparticules d’argent tirée de 68 

b) Étude SERS à 785 nm 
J’ai collecté le signal avec un objectif x 100 (ouverture numérique = 0.9). L’acquisition 

des spectres a été faite durant 20 s (deux accumulations) avec une puissance de LASER de 3.5 
mW à 785 nm. 

 

Figure 29 : spectres SERS mesurés à 785 nm pour les épaisseurs : a) 20 nm, b) 30 nm, c) 40 nm et d) 50 nm 
pour les diamètres de 250 nm (courbe noire), 230 nm (courbe rouge), 210 nm (courbe bleue), 190 nm (courbe 

verte), 170 nm (courbe rose) 

Sur la Figure 29, j’ai regroupé l'ensemble des spectres SERS collectés à 785 nm, 
correspondant au spectre du MBAM. On peut ainsi voir l’effet de l’épaisseur et du diamètre 
sur le signal SERS. En premier lieu, quand on passe de l’épaisseur de 20 nm à 50 nm, on peut 
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observer une diminution du signal SERS. Ceci rejoint les observations remarquées dans l’étude 
plasmonique, qui montrent que l'exaltation diminue lorsque l'épaisseur augmente. Par contre, 
quelle que soit l'épaisseur, le signal SERS semble augmenter avec le diamètre des 
nanocylindres.  

Pour confirmer ces observations, j’ai mesuré l'intensité intégrée des bandes principales 
de la MBAM à 1580 et 1080 cm-1 pour les différents diamètres et les différentes épaisseurs. 

 

Figure 30 : Intensité intégrée des bandes à 1080 cm-1 (carrés noirs) et à 1580 cm-1 (ronds rouges) en fonction 
du diamètre pour les épaisseurs de film de a) 20 nm, b) 30 nm, c) 40 nm et d) 50 nm pour une excitation à 

785 nm 

Sur la Figure 30, sont représentées les intensités des deux bandes en fonction du 
diamètre pour les quatre épaisseurs. Ces résultats confirment que l'augmentation de 
l’épaisseur du film d’or provoque une diminution du signal SERS. Pour les épaisseurs de 20 et 
30 nm, le signal SERS augmente avec l'augmentation du diamètre. Dans le cas des épaisseurs 
de 50 et 40 nm, les intensités sont plus faibles et leur variation n'est pas monotone. Il est donc 
difficile de conclure pour ces deux derniers cas. 

c) Étude SERS à 660 nm 
Au vu des résultats précédents, je me suis concentré sur les épaisseurs de 20 et 30 nm 

pour avoir les résultats les plus exploitables possible. Nous avons collecté le signal avec un 
objectif x 100 (ouverture numérique de 0.9). L’acquisition des spectres a été faite durant 20 s 
(deux accumulations) avec une puissance de LASER à 5 mW. 

Sur la Figure 31, on peut voir les spectres SERS pour les épaisseurs de 20 et 30 nm ainsi 
que l‘intensité du signal pour les bandes à 1080 et 1580 cm-1 en fonction du diamètre. On peut 
voir en Figure 31 a) et b) que l'intensité de ces deux dernières bandes a diminué par rapport 
à l'intensité des bandes due à la "dimérisation" de la MBAM. En effet, l’énergie fournie par le 
LASER est plus grande et va donc provoquer la dimérisation. De plus, on peut noter que 
l’intensité du signal SERS est plus grande pour l’épaisseur de 30 nm que pour celle de 20 nm 
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(Figure 31). Cela peut s’expliquer par le fait que la position de la résonance plasmon est plus 
proche de la longueur d'onde excitatrice à 660 nm pour l’épaisseur de 30 nm. 

 

Figure 31 : spectres SERS à 660 nm pour les épaisseurs de a) 20 nm et b) 30 nm pour différents diamètres 
(250 nm : courbe noire, 230 nm : courbe rouge, 210 nm : courbe bleue, 190 : courbe verte et 170 : courbe 

rose). Intensité SERS pour les bandes à 1080 cm-1 (carrés noirs) et à 1580 cm-1 (ronds rouges) pour une 
épaisseur de c) 20 nm et d) 30 nm 

d) Conclusion 
Les bandes liées à la dimérisation sont présentes sur les mesures avec un LASER à 660 

nm donc on peut difficilement comparer les résultats obtenus pour le LASER à 785 nm. Dans 
mon cas, nous avons décidé d'utiliser la longueur d'onde de 785 nm pour effectuer les mesures 
SERS sur le couplage QCM/SERS. En effet, c’est la seule présente sur le spectroscope Raman 
permettant la mesure du signal SERS dans la cellule fluidique de la microbalance à quartz. 
Donc en me concentrant sur cette longueur d'onde, je peux déterminer les nanostructures 
optimales pour le couplage : nanocylindres ayant un diamètre de 250 nm sur un film d'or 
d'épaisseur 20 nm. 

Par la suite j'ai modifié la hauteur des nanocylindres pour regarder l'influence de 
ce paramètre sur le signal SERS. 

 Efficacité SERS pour une hauteur de cylindre de 40 nm 
Pour cette hauteur, j’ai eu l’opportunité de faire l'étude SERS à trois longueurs d’onde 

différentes 532, 638 et 785 nm. Et j’ai utilisé un x100 (ouverture numérique de 0.9) pour 
toutes les mesures. 

a) La molécule sonde 
Pour faire ce type d’échantillon, j’ai utilisé une nouvelle molécule sonde pour éviter le 

phénomène de dimérisation à la surface qui ne me permettait pas de comparer l’influence de 
la longueur d'onde d'excitation sur le signal SERS. J’ai donc décidé de changer le groupement 
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amine par un groupement acide carboxylique. J’ai choisi comme candidat l'acide 4-
mercaptobenzoïque (MBA). Cette molécule n’étant pas très différente du MBAM cela permet 
de conserver les mêmes bandes principales sur le spectre SERS, Figure 32. Cependant comme 
le groupement en position 4 du cycle (COOH au lieu de NH2) est différent, les bandes sont 
légèrement décalées à 1070 et 1590 cm-1. 

 

Figure 32 : a) Spectre SERS de l’acide 4-mercaptobenzoïque (MBA) sur des nanocylindres de diamètres 250 
nm sur surface de 20 nm d’or avec en bleu un LASER à 532 nm, en vert un LASER à 638 nm, en rouge un 

LASER à 785 nm. En b) la représentation de la MBA 

 Lorsque la longueur d’onde du LASER va être modifiée les spectres SERS vont être 
différents car en fonction de la longueur d’onde différents modes plasmoniques vont être mis 
en jeu lors du SERS. Ainsi il est possible de voir que pour le LASER avec une longueur d’onde 
de 532 nm la bande à 1070 cm-1 baisse en intensité  

b) Étude SERS à 785 nm 
Sur la Figure 33, sont représentées les intensités SERS pour les deux bandes principales 

à 1070 cm-1 (ronds noirs) et à 1590 cm-1 (carrés rouges). On peut observer qu’à la longueur 
d’onde de 785 nm plus le diamètre augmente plus le signal SERS est intense comme pour une 
hauteur de nanocylindres de 50 nm. Il est notable que quelque soit la bande sélectionnée, 
l'intensité SERS suit le même comportement. 

 

Tableau 2 : paramètres des courbes de tendance de la Figure 33 
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Figure 33 : Intensité SERS des bandes à 1070 cm-1 (ronds noirs) et à 1590 cm-1 (carrés rouges) en fonction du 
diamètre pour les épaisseurs de film de a) 20 nm, b) 30 nm, c) 40 nm et d) 50 nm pour une excitation à 

785nm. En noir les courbes de tendance pour la bande à 1070 cm-1 et en rouge la bande à 1590 cm-1 

Sur la Figure 33 et le Erreur ! Source du renvoi introuvable., j’ai déconvolué l
’augmentation de l’intensité en fonction du diamètre en utilisant une exponentielle 
croissante. Lorsque l’épaisseur du film d'or augmente il est possible d’observer une diminution 
de la pente de la courbe exponentielle. Dans le cas de l’épaisseur de 50 nm, le signal est 
quasiment constant lorsque l’on change le diamètre. L'intensité SERS diminue lorsque 
l'épaisseur du film augmente. Ce résultat confirme bien les observations faites dans le cas de 
la hauteur de nanocylindres de 50nm et est cohérent avec l’étude plasmonique. En effet, nous 
avons montré que les modes plasmon excités étaient les modes localisés à l'interface verre/or. 
En augmentant l'épaisseur du film, on peut donc supposer que l'exaltation du champ à 
l'interface air/or sera donc moins importante, l'intensité du plasmon décroissant avec la 
distance à l'interface verre/or. 

c) Étude SERS à 638 nm 
L’acquisition a été faite durant 10 s (deux accumulations) avec une puissance de LASER 

de 1.4 mW à 638 nm. 
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Figure 34 : Intensité SERS des bandes à 1070 cm-1 (ronds noirs) et à 1590 cm-1 (carrés rouges) en fonction du 
diamètre pour les épaisseurs de film de a) 20 nm, b) 30 nm, c) 40 nm et d) 50 nm pour une excitation à 638 

nm En noir les courbes de tendance pour la bandes à 1070 cm-1 et en rouge la bande à 1590 cm-1 

 

Tableau 3 : paramètres des courbes de tendance de la Figure 34 

L’évolution de l'intensité SERS en fonction du diamètre est identique quelle que soit 
l’épaisseur de film, Figure 34. Il est possible d’observer qu’à la longueur d’onde de 638 nm 
plus le diamètre augmente plus le signal SERS est intense comme pour une hauteur de 
nanocylindres de 50 nm. 

Sur la Figure 34 et sur le Tableau 3, j’ai calculé, comme dans le cas de la Figure 33, la 

courbe de tendance d’l’évolution de l’intensité en prenant comme modèle une exponentielle 

courbe de tendance de l’évolution de l’intensité en prenant comme modèle une exponentielle 

croissante. Il est possible de voir que pour les épaisseurs de 20, 30 et 40 nm les évolutions de 
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l’intensité du signal SERS sont similaires. Mais au contraire du cas précédent pour l’épaisseur 

de 50 nm, il y a des variations du signal avec le diamètre. 

d) Le SERS à 532 nm 
L’acquisition a été faite durant 10 s (deux accumulations) avec une puissance de LASER 

à 5.6 mW de 532 nm. 

 

Figure 35 : Intensité SERS des bandes à 1070 cm-1 (ronds noirs) et à 1590 cm-1 (carrés rouges) en fonction du 
diamètre pour les épaisseurs de film de a) 20 nm, b) 30 nm, c) 40 nm et d) 50 nm pour une excitation à 532 

nm 

Sur la Figure 35, il est possible de voir que le signal SERS pour la bande à 1070 cm-1 est 

plus faible pour une irradiation avec un LASER à 532 nm. Il est possible d’observer ce 

phénomène pour tous les diamètres (Figure 35). Pour les deux bandes Raman, l'intensité SERS 

augmente jusqu’à ce que le diamètre soit autour de 170 nm pour devenir constant (Figure 

35). 

La raison vient du fait que le mode plasmon que l’on excite à cette longueur d’onde est 

peu modifié avec le diamètre. 
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Figure 36 : Rapport d'intensité du signal SERS de la bande à 1590 cm-1 sur la bande à 1070 cm-1 pour une 
excitation à 532 nm et pour différents diamètres et différentes épaisseurs en rouge 20 nm, en noir 30 nm en 

bleu 40 nm et en orange 50 nm. 

Sur la Figure 36, il est possible que pour les épaisseurs de 20, 30 40 nm le rapport des 

deux bandes est constant est vaut environ 6. Par contre pour l’épaisseur de 50 nm le rapport 

est constant mais il est plus grand que précédemment et est proche de 9. Le rapport constant 

nous permet de constater que malgré la faible intensité de la bande à 1070 cm-1 il n’y a pas eu 

de problème lors de la fonctionnalisation. De plus la faible intensité n’est donc pas liée à la 

molécule. 

 

Tableau 4 : Paramètres des courbes de tendance de la Figure 35 

 Sur la Figure 35 et le Tableau 4 j’ai calculé la courbe de tendance sous la forme d’une 
fonction logarithme. Il est possible de voir que les courbes de tendance sont similaires et 
augmentent moins que pour les autres longueurs d’onde. 

e) Influence de la longueur d'onde d'excitation sur le signal SERS 
Comme les positions des bandes Raman de la MBA ne sont pas modifiées lors du 

changement de LASER il est alors possible de comparer les différents LASER entre eux. De plus, 

cela m'a permis de déterminer un facteur d’exaltation relatif entre les différents échantillons 

et les différentes longueurs d’ondes d’excitation. 

Pour comparer les intensités SERS obtenues aux différentes longueurs d'onde et pour 

s'affranchir des paramètres de mesure de l'instrument, nous avons comparé ces intensités par 
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rapport à un spectre Raman mesurer sur un matériau de référence. Ce matériau est une lame 

de silicium dont le spectre Raman a été collecté dans les mêmes conditions expérimentales 

que celles utilisées en SERS. Les intensités SERS ont ensuite été normalisées par rapport à 

l'intensité du silicium ce qui nous permet de comparer l’efficacité relative des différentes 

longueurs d’ondes (Figure 37). 

 

Figure 37 : Intensité SERS normalisée des bandes à 1590 cm-1 en fonction du diamètre pour les épaisseurs de 
film de a) 20 nm, b) 30 nm, c) 40 nm et d) 50 nm pour les trois longueurs d'onde d'excitation : 532 nm (points 

rouges), 638 nm (points bleus) et 785 nm (points noirs). La normalisation a été effectuée par rapport à 
l'intensité Raman du silicium mesurée aux trois mêmes longueurs d'onde. 

 Quelle que soit l’épaisseur du film d'or, l’excitation à 638 nm fournit le signal plus 

important par rapport aux deux autres longueurs d’onde. Bien que dans l’étude plasmonique 

on ne voit pas de bande à 785 nm les intensités SERS pour les épaisseurs de 20 et 30 nm sont 

proches de celles mesurées à 638 nm. Ceci peut être expliqué par le fait que lors de la mesure 

SERS le cône d'excitation va inclure de nombreux angles incidents d’illumination et induire 

l'excitation de plusieurs modes plasmons. 
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Figure 38 : Évolution de la position expérimentale (symboles pleins) pour les différents angles et les deux 
épaisseurs de film 20 (a) et 30 (b) nm. Les carrés bleus représentent le mode {(-1,0) et (0,-1)} /TM0, les 

losanges bleu nuit le mode {(1,0) et (0,1)} /TM0, les triangles rouges le mode (-1,1) /TM0, les triangles roses 
le mode (-1,1) /TM0 pour c) et le mode (1,1) /TM0 pour d), les pentagones verts le mode (-1,0) ou (0,-1) 
/TM1, les gris et noirs sont des modes non attribués. Les symboles vides correspondent aux positions 

calculées analytiquement. Les carrés bleus représentent le mode {(-1,0) et (0,-1)} /TM0, les losanges bleu 
nuit le mode {(1,0) et (0,1)} /TM0, les triangles rouges le mode (-1,1) /TM0, les triangles rose foncé le mode (-

1,1) /TM0 et les roses le mode (1,1) /TM0, les pentagones verts le mode (-1,0) ou (0,-1) /TM1. En lignes 
pointillées sont représentées les longueurs d’onde des LASER utilisés en rouge pour le 785 nm, en vert le 638 

nm et en bleu le 532 nm. 

 La Figure 38 est tirée de la Figure 23 c) et d), sur laquelle j’ai ajouté les longueurs 

d’ondes des LASER pour voir leur recouvrement avec les bandes plasmons. En effet dans le cas 

du LASER à 638 nm, la longueur d’onde d’excitation intercepte des bandes plasmons à 

différents angles d’où l’exaltation importante pour cette longueur d’onde. Dans le cas du 

LASER à 785 nm, il y a aussi un recouvrement mais il commence pour des angles plus 

importants que pour le cas à 638 nm. En revanche pour le cas à 532 nm, il n’y a presqu’aucun 

recouvrement ce qui explique la faible intensité des mesures SERS. 

Dans cette étude, il est possible de voir que lorsque l’épaisseur du film diminue le signal 
augmente jusqu’à atteindre un maximum pour les plus faibles épaisseurs (20 et 30 nm). 
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 Conclusion 

ors de cette étude, il a été possible de faire varier les réponse plasmonique et SERS 
en changeant plusieurs paramètres comme l’épaisseur du film d'or, le diamètre et 
la hauteur des nanocylindres, la longueur d’onde excitatrice ou la molécule cible. 

L’étude plasmonique a montré qu’il était possible d’accorder la réponse plasmonique pour 
optimiser les échantillons à une longueur d’onde précise.  

De plus avec les calculs effectués par les partenaires autrichiens, il m’a été possible 
d’expliciter les différents phénomènes présents. Par ailleurs, la distribution du champ 
électrique autour des nanostructures calculée m’a permis de mieux connaître les zones des 
nanostructures où le champ est intense.  

L’étude angulaire a permis de voir le décalage des différentes bandes plasmons et m’a 
permis de comparer l’efficacité SERS pour les différents LASER. 

L’étude SERS a été effectuée sur les échantillons avec plusieurs longueurs d’onde pour 
observer les différents phénomènes présents dans l’étude plasmonique. Il a été possible de 
voir que le signal SERS augmente lorsque le diamètre augmente et diminue lorsque l’épaisseur 
augmente. En effet, cette évolution est attendue car l’augmentation du diamètre va modifier 
l’emplacement de certaines bandes plasmons et seront ainsi plus efficaces en SERS. 

Globalement, lorsque le changement d’épaisseur affecte seulement l’intensité du signal 
et non l’évolution de signal. Dans la dernière partie de l’étude SERS il a été possible de 
comparer l’exaltation liée aux différents LASERs. C’est le LASER à 638 nm qui permet d’obtenir 
le meilleur signal SERS car il coïncide avec beaucoup de bandes plasmoniques présentes à 
différents angles d'excitation. Ensuite le LASER à 785 nm permet d’obtenir malgré tout une 
bonne exaltation mais moins importante que pour celle à 638 nm. 

Pour la suite de ce projet j’ai utilisé un LASER à 785 nm car c’est le seul LASER commun aux 
deux laboratoires français (CSPBAT et LRS) et j’ai fixé les différents paramètres pour les 
nanostructures. Comme les nanostructures seront déposées sur des quartz de QCM je n’ai pas 
eu à décider de l'épaisseur du film d'or. Par contre, j’ai utilisé des nanocylindres avec une 
hauteur de 50 nm, une périodicité de 400 nm et un diamètre de 250 nm pour les transposer 
sur les quartz de QCM et ainsi passer à l’optimisation du transducteur en QCM. Ces 
nanostructures me permettent d’obtenir un bon signal SERS et sont transposables facilement 
sur les quartz recouverts d’or. 

 

L 
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ans le chapitre précédent, j’ai montré comment le transducteur plasmonique 
pouvait être optimisé en fonction de ses paramètres géométriques (tailles des 
nanostructures et épaisseur du film mince) en vue de son intégration sur des 

cristaux de quartz en QCM. Je vais maintenant présenter la molécule cible et l’aptamère que 
j’ai utilisés pour tester et valider les deux méthodes de transduction du biocapteur (SERS et 
QCM) séparément (les résultats du couplage seront présentés dans le Chapitre 4:). 

 La streptomycine et son aptamère 

es animaux élevés dans le but d'une production alimentaire (pour leur lait ou leur 
viande) peuvent être exposés à divers antibiotiques en cas d’infections ou de 
maladies. Par conséquent, un de ses agents thérapeutiques peut être présent dans 

les aliments produits à partir d'animaux traités et donc devenir dangereux pour la santé des 
consommateurs en produisant une résistance à ces antibiotiques69–71. Parmi ces antibiotiques, 
la streptomycine (MW : 583.6 g.mol-1) associée à la pénicilline a été couramment utilisée par 
les vétérinaires pour traiter les infections chez les bovins comme la mammite, l'inflammation 
des pies de la vache. Bien que cet antibiotique ne soit pas utilisé pour traiter les humains, il 
est ainsi possible de retrouver de la streptomycine dans les produits d’origine bovine, ce qui 
peut avoir de graves conséquences sur la santé humaine (insuffisance rénale, problème 
d’oreille interne, éruptions cutanées, …). La surveillance et la détection de cet antibiotique 
dans la chaîne alimentaire sont donc indispensables avant son entrée sur le marché et sa 
commercialisation72–74. L’agence européenne pour l'évaluation des médicaments (AmEA) et la 
commission de régulation européenne (Règlement n ° 37/2010) ont mis en vigueur une limite 
maximale de sécurité pour la streptomycine de 200 μg.kg-1 pour le lait et de 500 μg.kg-1 pour 
la viande75,76. 

 Il existe déjà plusieurs méthodes pour détecter la présence de streptomycine comme 
par exemple, des méthodes microbiologiques, photométriques ou séparatives comme la 
chromatographie en phase liquide à haute performance (HPLC). Malheureusement, les 
méthodes microbiologiques sont lentes (entre plusieurs heures à plusieurs jours). Ce temps 
d’expérimentation va ralentir la prise en charge du problème et rallonger le traitement 
associé. De plus, ces techniques ont une reproductibilité, une fiabilité (il peut y avoir des faux 
positifs) et une sensibilité assez faible et une LOD d’environ une centaine de µM. Les autres 
techniques de caractérisation comme l’HPLC sont généralement très coûteuses et demandent 
un personnel très qualifié69,77,78. 

 Ainsi, il est important de trouver une méthode simple (pour être accessible), rapide 
(diminuer le temps avant le traitement et du traitement), sensible, à faible coût et portable 
(pour pouvoir utiliser le capteur facilement sur site). Les biocapteurs optiques sont alors de 
bons candidats (voir chapitre 1 A). 

 

Figure 39 : Représentation de la molécule d'Adénine (A), de Cytosine (C), de Guanine (G) et de Thymine (T) 
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 Dans le cas de la streptomycine, il est possible d’utiliser un aptamère comme 
biorécepteur. Les aptamères sont des oligonucléotides synthétiques le plus souvent d’acides 
désoxyribonucléiques (ADN). Les bases utilisées sont l’adénine (A), la cytosine (C), la guanine 
(G) et la thymine (T) (Figure 39). Un aptamère est composé d'un simple brin d'ADN ayant une 
séquence spécifique. Cette séquence lui confère une conformation présentant une forte 
affinité avec l'analyte à détecter. Les séquences sont définies à partir de la méthode SELEX. Le 
principe est d'isoler et de sélectionner in vitro les oligonucléotides qui se lient avec la plus 
haute affinité à une cible donnée. Ceci se fait à partir de banques combinatoires d’un grand 
nombre de séquences aléatoires et d'une méthode de sélection itérative appelée évolution 
systématique de ligands par enrichissement exponentiel. Ensuite, il faut séparer les 
différentes séquences ayant réagi avec la cible par chromatographie d’affinité en gel natif, par 
séparation sur membrane ou avec des billes magnétiques. L’étape suivante est de séparer les 
oligonucléotides de la cible et de les amplifier par clonage ou par réaction en chaîne par 
polymérase. Ces étapes sont renouvelées plusieurs fois jusqu’à l'obtention des 
oligonucléotides ayant la plus grande affinité pour la cible. Les propriétés particulières et leur 
capacité de repliement en trois dimensions leur permet d’avoir une sélectivité, une spécificité 
et une affinité très élevées71,77,79. En effet, un aptamère a l’avantage de pouvoir être spécifique 
d’une molécule particulière (plus de 90 %) et très peu pour des molécules ayant presque les 
mêmes caractéristiques chimiques (moins de 5 %). Les aptamères sont plus avantageux par 
rapport aux anticorps notamment, car ils ont une meilleure stabilité (se détériorent peu avec 
le temps, et peuvent être conservés plusieurs mois), une plus grande pureté (>85 %), des 
modifications de chaîne ou de terminaison plus facile, une plus grande facilité de stockage 
(congélateur sous forme d’aliquots ou sous forme solide), aucune variation d'un lot à l'autre, 
… Ces avantages ont permis aux aptamères d’être de plus en plus utilisés. 

 

Figure 40 : a) Structure de la streptomycine b) structure de l’aptamère c) visualisation de l’interaction entre 
l’aptamère et la streptomycine 

 On peut voir sur la Figure 40 a), que la structure de la streptomycine comporte 
plusieurs groupements chimiques, notamment des groupements amine et des cycles 
aromatiques procurant à la molécule une section efficace importante et pouvant donner un 
signal Raman intéressant. Sur la Figure 40 b), on peut également voir la structure de 
l’aptamère que j'ai utilisé pour capturer la streptomycine. Sa séquence a été définie à la suite 
d'une étude sur trois structures différentes78. Dans cette étude, une constante de dissociation 
de 132.3 nM a été calculée pour cet aptamère. Une étude de la spécificité a été réalisée 
montrant une spécificité de plus de 90 % pour la streptomycine et a une très faible spécificité 
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pour les autres molécules proches (gentamycine 10 %, amikacine 20 %, chlorphéniramine 5 
%, clindamycine 5 % et ampiciline 1 %)78. La Figure 40 c) montre une étude théorique de la 
conformation de l'aptamère lors de son interaction avec la streptomycine qui se lierait alors à 
l’aptamère par l'intermédiaire des bases A14, G16, A17, T18 et C19. 

 Pour concevoir le biocapteur, l’aptamère doit être accroché à la surface d’or. Pour cela, 
j'ai choisi de greffer un groupement thiol en position 5’ à l'extrémité de la séquence de 
l'aptamère. Ce groupement m'a permis d’obtenir une couche d'aptamères à la surface des 
nanostructures et de la surface d’or du quartz de QCM. 

 Pour assurer la reconnaissance entre la streptomycine et l'aptamère, j’ai utilisé un 
tampon spécifique composé des éléments suivants : 5 mM de MgCl2 + 0.1 M de NaCl + 20 mM 
de TrisHCl. 
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 Développement du transducteur bimodal 

our réaliser les expériences QCM et SERS j’ai dû concevoir un transducteur type 
pouvant être utilisé aussi bien en QCM qu'en SERS. Ce transducteur a ensuite été 
reproduit plusieurs fois pour déterminer ses propriétés et estimer la 

reproductibilité de la méthode de préparation, l'objectif étant dans un premier temps de 
démontrer qu'un tel transducteur permettait la détection de molécules par QCM et par SERS. 

 Les instruments de mesure 

 

Figure 41 : a) Qsense Analyser b) Pompe péristaltique : Ismatec IPC-N 4 

Pour effectuer les mesures en QCM j’ai utilisé différents instruments présentés sur la 
Figure 41 a). Le Qsense A Analyser m'a permis d'effectuer des expériences de QCM avec 4 
quartz différents et 4 voies d'injection fluidique différentes. Pour injecter les solutions 
d’aptamères et de streptomycine sur les transducteurs, cet instrument est équipé d'une 
pompe péristaltique permettant d’avoir un flux entre 5 et 200 µL.min-1 (Figure 41 b). Pour 
une mesure en QCM, on place entre un dans la cellule QCM. Puis le quartz est stimulé pour 
vibrer à sa fréquence fondamentale (5 Mhz) ainsi qu’à plusieurs harmoniques. L’étape 
suivante est de faire passer un flux d’air pour stabiliser les fréquences des harmoniques. Au 
bout de deux heures un flux de tampon permet de restabiliser les fréquences. Au bout d’une 
heure, on peut injecter dans le système la molécule à accrocher à la surface du quartz de QCM. 
Après chaque injection d'intérêt, il est nécessaire de nettoyer la surface avec une solution 
tampon pour éliminer les molécules non adsorbées sur la surface. 

Pendant et après les mesures QCM il est possible de suivre les différentes harmoniques 
des quartz. Pour calculer les décalages en fréquences il est préférable de choisir une 
harmonique supérieure à 5. Pour pouvoir comparer une suite de mesures il faut toujours 
suivre la même harmonique. 

Ce type d’expérience m'a permis d’obtenir plusieurs informations. La différence de 
fréquences d'oscillation du quartz avant et après l’injection de molécules d'intérêt m'a permis 
de mesurer la masse de molécules adsorbées ou accrochées à la surface de l'or. On peut aussi 
en étudiant la courbe de dissipation déterminer si la couche déposée à la surface dissipe vite 
son énergie ou non. La dissipation est reliée aux propriétés viscoélastiques de la couche àa la 
surface su quartz. Lorsque l’on considère à la fois les écarts en fréquence et en dissipation, la 
mesure se nomme QCM-D. 

 Le transducteur 
Sur la Figure 42, je présente le transducteur type sur lequel j’ai réalisé mon étude. Il 

consiste en un échantillon de cristal de quartz classique de 1.4 cm de diamètre recouvert d'une 
couche d'or servant d'électrode pour la mesure QCM que je nanostructure par lithographie 
électronique en suivant le protocole du Chapitre 3:. 

P 
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Figure 42 : a) Schéma des quartz nanostructurés b) image MEB avec une échelle de 1 µm 

Les nanostructures choisies utilisent les paramètres définis au Chapitre 2, soit des 
réseaux de nanocylindres de 250 nm de diamètre et de 50 nm de hauteur avec une périodicité 
de 400 nm sur une zone de 80X80 µm². De plus pour pouvoir effectuer plusieurs mesures dans 
des conditions identiques j’ai reproduit 9 fois le même motif au centre du quartz. 

 Nettoyage des quartz 
Les transducteurs de quartz nanostructurés étant longs et coûteux à préparer j’ai dû 

adapter une technique de nettoyage pour me permettre de réutiliser les mêmes 
transducteurs plusieurs fois. 

 

Figure 43 : Spectres SERS avant (spectre noir) et après (spectre rouge) lavage 

Pour nettoyer les quartz je commence tout d’abord par préparer une solution de 
dodécylsulfate de sodium (Sodium Dodecyl Sulfate, SDS) à 2 %. 1 g de SDS est alors dissout 
dans 50 mL d’eau ultra pure. Pendant l’homogénéisation de la solution je dépose les quartz 
sous ozonateur pendant 20 min ce qui me permet d'éliminer les groupements chimiques 
organiques sur la surface. Par la suite, les quartz sont plongés dans la solution de SDS préparée 
préalablement pendant 4h et à température ambiante. Cette étape permet d’enlever tous les 
résidus organiques restants à la surface. Pour finir, je rince les quartz avec de l’eau ultra pure 
puis je les sèche avec un flux d’azote (Figure 43). 

Ainsi après ce lavage la présence de composés organiques est réduite au maximum et 
il est possible de réutiliser les échantillons avec le minimum de pollution à la surface. 
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 Etude de l'efficacité SERS avec une molécule sonde 

our vérifier que les transducteurs bimodaux étaient opérationnels en SERS, je les 
ai fonctionnalisés avec du MBA. Pour fonctionnaliser la surface, le transducteur a 
été immergé dans une solution de MBA (3 mM) pendant une journée sous 

agitation magnétique pour garder la solution homogène. 

 

Figure 44 : En dégradé de rose, spectres SERS sur la surface d'or plane (intensité multipliée par 5), en noir 
spectre SERS pour des nanostructures sur une surface d'or (intensité multipliée par 0.5) et en dégradé de 

bleu spectres SERS sur les nanostructures sur quartz pour la molécule de MBA 

Sur la Figure 44, il est possible de voir deux types de mesures. En dégradé de rose, on 
peut voir les mesures SERS en trois points différents de la surface d'or plane loin des 
nanostructures. Sur ces zones, aucun signal provenant de la molécule de MBA n'est visible. 
Les bandes observables en dessous de 500 cm-1 proviennent de la surface de quartz et ne sont 
pas attribuables à la molécule de MBA déposée dessus. Les spectres en dégradé de bleu sont 
les spectres acquis sur les nanostructures en neuf points différents. En comparant les spectres 
bleus et le spectre noir (spectre SERS obtenu sur des nanostructures déposées sur un film d'or 
d'épaisseur ...), il est possible de voir que les bandes Raman sont les identiques (mêmes 
positions et mêmes intensités relatives) et correspondent donc bien à la molécule de MBA. 
On peut également constater que l'intensité sur les quartz est plus faible d'un ordre de 
grandeur environ. Ceci peut s'expliquer par le fait que l'épaisseur du fil d'or sur la puce QCM 
n'est pas contrôlée et donc n'est pas optimale pour l'exaltation du signal Raman. 

 Position de la 
bande à 1076 cm-1  

Intensité de la 
bande à 1076 cm-1  

Position de la 
bande à 1587cm-1  

Intensité de la 
bande à 1587 cm-1  

Moyenn

e (cm-1) 
1076.0 9113 1587.72 4257 

Écart 
type 

(cm-1) 
0.7 1652 0.8 710 

Tableau 5 : Moyennes et écarts types de la position et de l’intensité SERS sur les neuf zones pour les bandes 
à 1076 et 1587 cm-1 de la molécule de MBA 
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J’ai calculé la moyenne et l’écart type pour les bandes principales du MBA que j’ai 
regroupés dans le Tableau 5. Ces données nous montrent que la réponse SERS est 
pratiquement constante en position ou en intensité. Il est donc possible de collecter le spectre 
SERS en n’importe quels points de la surface nanostructurée et le signal sera constant. De plus 
les nanostructures nous permettent d’exalter le signal Raman pour obtenir un signal 
exploitable des molécules déposées sur la surface du transducteur. 

Cette étude démontre que les transducteurs nanostructurés permettent d’acquérir un 
signal SERS suffisamment intense pour identifier les molécules. J'ai donc continué de travailler 
avec ces échantillons pour étudier la détection de la streptomycine avec son aptamère. 
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 Validation du transducteur en QCM et en SERS 

our valider le transducteur bimodal et par conséquent notre méthodologie, j’ai 
accroché l’aptamère modifié par un thiol (Mw=7222.8g.mol-1) à la surface d'or 
pour obtenir un biocapteur. L'accroche de l’aptamère à la surface a été faite après 

des injections de solutions contenant une concentration de 2.3 et 5.6 µM d'aptamères sous 
flux (50µL/min). 

 Les mesures de QCM-D 

a) L’accroche de l’aptamère 

 
Figure 45 : Suivi de l'accroche de l'aptamère par QCM-D. En noir les courbes d’écart en fréquences et en 

rouge celles de dissipations pour l’harmonique 9. a) Quartz QCM avec nanostructures pour une 
concentration en aptamères de 2.3µM b) Quartz QCM sans nanostructures pour une concentration en 

aptamères de 2.3µM c) Quartz QCM avec nanostructures pour une concentration en aptamères de 5.6µM d) 
Quartz QCM sans nanostructures pour une concentration en aptamères de 5.6µM. Indiqué en traits pointillés 

verts les injections de d’aptamère à2.3 et 5.6 µM et en traits pointillés bleus les injections de tampons. 

 Sur la Figure 45, sont présentées les mesures QCM-D pour deux concentrations 
différentes en aptamères : 2.3µM (a et b) et 5.6µM (c et d) et pour des quartz avec des 
nanostructures (a et c) et sans nanostructures (b et d). Durant ces mesures j’ai fait deux 
injections : une à 12 min avec de l’aptamère et une autre à 63 min avec le tampon. J'ai pu 
observer sur les différentes mesures que la présence de nanostructures ne perturbe pas les 
mesures en QCM-D. On observe le même décalage en fréquence et la même dissipation avec 
ou sans nanostructures. La présence de nanostructures à la surface va juste décaler vers de 
plus basses fréquences les fréquences harmoniques. La deuxième chose notable est 
l'observation d'une faible augmentation de la dissipation lorsque l’aptamère est accroché à la 
surface. Ceci est lié au fait que l’aptamère rend la surface moins rigide et va par conséquent 
décaler le temps de dissipation. On peut alors utiliser l’équation de Sauerbrey (Chapitre 1 

P 
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équation 5) et ainsi calculer la masse d’aptamères déposée sur la surface. Les résultats 
obtenus sont les suivants en fonction de la présence des nanostructures ou non et de la 
concentration de la solution : a) 20.21 ng.cm-2 b) 23.48 ng.cm-2 c) 22.32 ng.cm-2 d) 24.31 
ng.cm-2. On peut constater que lorsque l’on augmente la concentration en aptamères, le 
nombre d’aptamères accrochés à la surface augmente légèrement (10 % pour une 
concentration double). Ce résultat était attendu car d’après la référence (78) l’accroche à la 
surface atteint un palier de saturation à partir de 3 µM. J'ai donc décidé de conserver une 
concentration de 5 µM pour les fonctionnalisations suivantes ce qui permettra de saturer la 
surface en aptamères. Comme la différence de fréquence entre le cas avec et sans 
nanostructures est faible il est possible d’utiliser le cas sans nanostructures pour le comparer 
avec les échantillons avec nanostructures lorsque l’on change les différents paramètres. 

 Pour donner plus de flexibilité à l'aptamère et le rendre plus accessible à la 
streptomycine, j’ai ajouté un brin de 14 thymines (T) à son extrémité 5’ (Mw=11481 g.mol-1). 
Ce brin joue alors le rôle d’espaceur et permet ainsi d'éloigner l’aptamère de la surface d'or. 
J'ai alors effectué de nouvelles mesures en QCM-D pour ce 2e aptamère (Figure 46). Pour 
faire ces mesures j'ai utilisé un flux de 50 µL/min. 

 

Figure 46 : Mesure QCM-D de l'accroche de l'aptamère sur les surfaces d'or. En noir : les courbes d’écart en 
fréquences et en rouge celles de dissipations pour l’harmonique 9 pour une concentration d’aptamère de 

5µM. a) et b) Quartz de QCM avec nanostructures et c) Quartz de QCM plane sans nanostructure. Indiqué en 
traits pointillés verts les injections d’aptamère à 5 µM et en traits pointillés bleus les injections de solution 

tampon. 

 Pour les mesures de QCM-D de la Figure 46, il y a deux types d’échantillons en a) et b) 
les échantillons sont nanostructurés et en c) la surface est plane sans nanostructures. Durant 
cette mesure j’ai réalisé deux injections : pour la première, l’injection de l’aptamère s'est 
déroulée pendant une durée de 20 min alors que pour la deuxième du tampon a été injecté 
pendant 75 min. En comparant l’écart de fréquence avec la mesure précédente (Figure 45) il 
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est possible de remarquer que le déplacement de fréquences dans le dernier cas (Figure 46) 
est plus important. Ceci est dû au fait que l’aptamère est plus long avec l’espaceur et donc 
plus lourd induisant un décalage en fréquences plus grand. Comme pour les mesures 
précédentes de la Figure 45, il n’y a pas de différence entre les échantillons avec et sans 
nanostructures. La différence de l’écart en fréquences entre les deux cas avec les 
nanostructures (Figure 46a et b) est due au fait que dans le cas a) le quartz est neuf alors que 
dans le cas b) le quartz a été réutilisé après avoir été lavé. En mesurant les différences de 
fréquence il est possible de calculer la masse d’aptamères adsorbée à la surface. Pour a) la 
masse ajoutée est de 55.54 ng.cm-2 alors qu'elle est de 42.28 ng.cm-2 pour b) et de 40.63 
ng.cm-2 pour c). 

b) Détection de la streptomycine 
Pour tester la détection de la streptomycine, j’ai effectué plusieurs injections de 

streptomycines à des concentrations croissantes.  

 

Figure 47 : Mesures QCM-D de la détection de la streptomycine. En noir les écarts en fréquences et en rouge 
courbes de dissipations pour l’harmonique 9 pour une concentration d’aptamère avec espaceur de 5 µM et 

pour différentes concentrations de streptomycine. a) et b) avec des nanostructures et c) sans nanostructures. 
Indiqué en traits pointillés verts les injections de streptomycine en nM et en traits pointillés bleus les 

injections de tampons. 

 Sur la Figure 47, j’ai regroupé les mesures pour deux biopuces QCM nanostructurées 
(Figure 47 a) et b)) et une avec une surface plane sans nanostructure (Figure 47 c). Ce sont 
les mêmes quartz que ceux utilisés pour les expériences QCM présentées à la Figure 46. Les 
mesures du quartz b) ont été faites avec un quartz nettoyé grâce au protocole décrit à la 
section B-3 et réutilisé. J’ai effectué plusieurs injections à différentes concentrations de 
streptomycine : 30 min concentration de 6nM, 60min concentration de 12.5 nM, 110 min 
concentration de 25 nM, 137 min concentration de 100 nM, 180 min concentration de 200 
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nM, 213 min concentration de 400 nM. 

En comparant les mesures obtenues dans les cas a) et b), pourtant ayant des 
protocoles identiques, il est possible de remarquer qu’elles sont totalement différentes. Il est 
possible d’expliquer ceci par le fait que l’une des biopuces était utilisée pour la première fois 
alors que la seconde avait été nettoyée en utilisant le protocole décrit à la section B-3. Il est 
possible de voir un décalage entre le cas avec et sans nanostructures mais il ne vient pas de la 
quantité d’aptamères à la surface. Pour comprendre ce phénomène j’ai calculé le 
déplacement théorique de la fréquence QCM en cas de capture de la streptomycine par 
l’aptamère. Si on considère un écart de fréquences de 21Hz dans le cas des Figure 46 b) et c), 
cela permet d’obtenir une masse d'aptamère de 41 ng et soit des taux de recouvrement 
surfacique de 3.7 pmol.cm-2 pour b) et de 3.5 pmol.cm-2 pour c). Si on prend pour valeur 
moyenne 3.5 pmol.cm-2 d'aptamères sur la surface d'or, on peut alors estimer le taux de 
recouvrement de la streptomycine dans le cas où il y aurait une streptomycine pour un 
aptamère (saturation de l'ensemble des sites des aptamères). Dans ce cas, cela correspondrait 
à une masse de streptomycine de 2.04 ng soit un déplacement en fréquence de l'ordre de 1.0 
Hz. Or lors des mesures (Figure 46), les déplacements sont de plusieurs Hz. Ceci indique que 
soit l’aptamère adsorbe plusieurs molécules de streptomycine, soit la streptomycine 
n’interagit pas uniquement avec l’aptamère mais aussi avec la surface. En effet les 
groupements amines de la streptomycine peuvent interagir avec la surface d’or.  

 Pour empêcher cette interaction j’ai changé mon protocole de fonctionnalisation et 
ajouté une étape de blocage après l’étape d’adsorption de l’aptamère à la surface. 

c) Blocage de la surface  
Pour protéger la surface de l‘adsorption de la streptomycine ou de tout autre 

contaminant lors de la mesure de détection, un polyéthylène glycol (PEG) avec 8 groupements 
d’éthylène glycol, une terminaison OH à une extrémité et un groupement thiol à l'autre 
extrémité (masse molaire : 386.5 g.mol-1) (Figure 48) a été greffé sur la surface d'or. 

 

Figure 48 : Structure du PEG contenant 8 groupements éthylène glycol, une terminaison OH et une 
terminaison SH 

 Ce PEG thiol permet d’obtenir une monocouche auto-assemblée de PEG pour remplir 
les zones de la surface d'or sans aptamère. J’ai choisi un groupement terminal OH pour éviter 
toute interaction entre le PEG et la streptomycine. Le PEG convient bien pour éviter toute 
interaction de la streptomycine avec la surface et ainsi ne garder que l’interaction entre la 
streptomycine et l’aptamère. 
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Figure 49 : Mesures QCM-D de l'accroche de l'aptamère. Courbes noires : écart en fréquences et courbes 

rouge : courbes de dissipations pour l’harmonique 9 pour une concentration d’aptamère avec espaceur de T 
de 5 µM pour une biopuce QCM nanostructurée a) et sans nanostructure b). Indiqué en pointillé vert les 

injections d’aptamère à 5 µM et en bleu les injections de tampons. 

 J’ai donc fonctionnalisé deux nouveaux quartz avec l’aptamère : un nanostructuré et 
un avec une surface d'or plane (Figure 49). L’écart de fréquence après accroche de l'aptamère 
est de 18Hz après rinçage au tampon. Par la suite j’ai fonctionnalisé les surfaces avec le PEG-
Thiol. Pour cela j’ai immergé ma surface dans une solution d’eau ultra pure contenant 3 mM 
de PEG durant 2h après fonctionnalisation par l’aptamère. J’ai rincé la surface avec de l’eau 
ultra pure puis je l'ai séchée avec un flux d’azote. Cette fonctionnalisation n’a pas été faite 
dans un solvant trop agressif comme de l’éthanol pour ne pas endommager la surface déjà 
fonctionnalisée. 

 J’ai ensuite injecté différentes concentrations de streptomycine et suivi l’évolution de 
la variation de fréquence en QCM-D. 

 
Figure 50 : Mesures QCM-D de détection de la streptomycine. Courbes noires : écart en fréquences et 
courbes rouge : courbes de dissipations pour l’harmonique 9 pour une concentration d’aptamère avec 

espaceur de T de 5µM et pour différentes concentrations de streptomycine. a) Biopuce QCM 
nanostructurées et avec le PEG et b) biopuce QCM sans nanostructure et sans le PEG. Indiqué en pointillé 

vert les injections de streptomycine en nM et en bleu les injections de tampons. 

Sur la Figure 50, j’ai regroupé les mesures de détection de la streptomycine pour une 
biopuce QCM nanostructurée et bloquée avec le PEG (Figure 50 a) et une biopuce QCM sans 
nanostructure et sans blocage avec le PEG (Figure 50 b). J’ai effectué plusieurs injections à 
différentes concentrations de streptomycine : 15 min concentration de 50 nM, 53 min 
concentration de 100 nM, 93 min concentration de 200 nM, 145 min concentration de 400 
nM, 200 min concentration de 600 nM, 263min concentration de 800 nM, 321 min 
concentration de 1000 nM. 
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Il est possible de voir que la streptomycine est plus adsorbée dans le cas sans PEG que 
dans le cas avec PEG. Cela confirme le fait que le PEG protège bien la surface d'or de l'accroche 
de la streptomycine.  

Cette expérience démontre que l’ajout de PEG nous permet bien de protéger la surface 
non recouverte par l’aptamère. J’ai alors quantifié la quantité de PEG accroché sur la surface 
pour ainsi avoir un système totalement connu. 

d) La quantification du PEG à la Surface 
Pour quantifier la quantité de PEG à la surface par rapport au nombre d’aptamères j’ai 

utilisé des quartz nanostructurés que j’ai nettoyé avec le protocole présenté à la section 
Chapitre 3:B)3). 

 
Figure 51 : Mesures QCM-D de l'accroche de l'aptamère et du PEG. Courbe noire : écart en fréquences et 

courbe rouge : courbes de dissipations pour l’harmonique 9 pour une concentration d’aptamère avec 
espaceur de T de 5 µM et pour une concentration de PEG de 50 µM pour une biopuce QCM nanostructurées. 
Indiqué en trait pointillé vert les injections d’aptamère à 5 µM et de PEG à 50 µM et en trait pointillé bleu les 

injections de tampons. 

 Pour la Figure 51, j’ai effectué les injections suivantes : 17 min injection de l’aptamère, 
avec une concentration de 5 µM, 73 min injection du tampon (rinçage de la surface), 103 min 
injection de PEG à 50 µM, 141 min injection du tampon (rinçage de la surface).  

Dans cette mesure, le décalage en fréquence pour l'accroche de l'aptamère est de 12 
Hz ce qui représente une quantité de 23.6 ng.cm-2 et donc de 2.10 pmol.cm-2 (soit un aptamère 
pour une surface d'environ 9x9 nm2). Puis le décalage lors de l’adsorption du PEG est de 6.7 
Hz ce qui représente une quantité de 13.2 ng.cm-2 et donc de 34.1 pmol.cm-2. De plus il est 
possible de remarquer que la dissipation augmente avec l’accroche de l’aptamère et du PEG 
ce qui indique que la couche formée est souple et mais plus de temps à dissiper son énergie. 

Sur la Figure 52, j’ai reproduit avec un modèle 3D l’agencement possible entre 
l’aptamère en orange et le PEG en vert sur la surface. D’après les calculs de concentration 
surfacique il y a un aptamère tous les 9 nm et un PEG tous les 2 nm. Et il y a sur la surface 17 
fois plus de molécules de PEG que d’aptamère, ce qui justifie l’utilisation du PEG pour bloquer 
la surface. 
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Figure 52 : schéma de la disposition supposée de l’aptamère avec l’espaceur et du PEG 

e) Détection de la streptomycine 
Sur les Figure 53 a) et b), sont présentés les résultats QCM-D pour les différentes 
concentrations de streptomycine. Pour la figure 56 a) : 19 min concentration de 50 µM, 50 
min injection du tampon et pour la Figure 53 b) : 3 min concentration de 100 nM, 80 min 
concentration de 200 nM, 171 min concentration de 400 nM, 254 min concentration de 600 
nM. 

 

Figure 53 : Mesures QCM-D de détection de la streptomycine. Courbes noires : écart en fréquences et 
courbes rouge : courbes de dissipation pour l’harmonique 9 pour une concentration d’aptamère avec 
espaceur de T de 5µM avec une biopuce QCM nanostructurées et une couche de blocage de PEG pour 

différentes concentrations de streptomycine. a) concentration de 50 nM et b) concentrations de 100 à 800 
nM. Indiqué en pointillé vert les injections de streptomycine en nM et en bleu les injections de tampons. 

 Concentration 
de streptomycine 

(nM) 

Δf 
(Hz) 

Δm 
(ng.cm-2) 

Δn 
(pmol.cm-2) 

50 0.09 0.18 0.30 

100 0.22 0.43 0.74 

200 0.30 0.59 1.01 

400 0.35 0.69 1.18 

600 0.51 1.0 1.72 
Tableau 6 : décalage en fréquence mesuré pour des concentrations de streptomycine de 50 à 600 nM et 

conversion en taux de recouvrement massique et en molaire 

 Dans le Tableau 6, j’ai regroupé les mesures obtenues pour les différentes 
concentrations de streptomycine. À partir des résultats de la Figure 51 j’ai estimé la quantité 
d'aptamère sur la surface à 2.1 pmol.cm-2. Pour une concentration de streptomycine de 600 
nM, la quantité de streptomycine déposée sur la surface est estimée à 1.72 pmol.cm-2. 
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Figure 54 : a) Evolution du décalage en fréquence mesuré par QCM-D en fonction de la concentration en 
streptomycine (points noirs : mesures expérimentales, courbe rouge : modèle de l’isotherme de Langmuir) b) 

tableau indiquant la formule du modèle de l'isotherme de Langmuir utilisé ainsi que les paramètres de 
déconvolution obtenus. 

 D’après la Figure 54, le comportement du décalage en fréquences suit un modèle 
d’isotherme de Langmuir ce qui correspond à ce que l’on attendait pour ce système. 

Après injection de la concentration de streptomycine de 600 nM, j’ai injecté une 
concentration de 800 nM mais je n’ai pas observé de décalage en fréquence supplémentaire, 
indiquant que les molécules de streptomycine supplémentaires n'interagissent pas avec 
l'aptamère et que la couche d'aptamères est saturée. En faisant le rapport des taux de 
recouvrements en aptamère et en streptomycine, il est possible de déterminer que 82 % des 
aptamères sont en interaction avec une molécule de streptomycine. 

 En parallèle de l’étude QCM-D, j’ai fait des mesures SERS sur les différentes biopuces 
QCM nanostructurées. Les mesures QCM et SERS ont été faites successivement et non 
simultanément. 

 Les mesures de SERS 
our vérifier l’effet des nanostructures présentes sur les quartz de QCM, j’ai 
réalisé une étude SERS des molécules déposées à leur surface. Toutes les 
mesures ont été effectuées sur les échantillons après avoir réalisé les mesures 

en QCM-D.  

a) Matériels et méthodes 
Pour réaliser les mesures SERS j’ai utilisé deux instruments de mesures : le même 

appareil que pour l’étude SERS du Chapitre 2 (Xplora, Horiba Scientifics) et un autre appareil 
que j’utiliserai également pour le couplage final entre le SERS et la QCM-D (Chapitre 4:). Ce 
dernier appareil est un spectroscope Raman Analyzer RXN1 microprobe (Kaiser Optical 
System) équipé d’une diode laser à 785 nm. Cet instrument permet de collecter des spectres 
sur une gamme spectrale entre 100 et 3450 cm-1 avec une résolution spectrale de 4 cm-1. Pour 
les mesures en SERS j’ai utilisé un objectif X 50 (ON=0.55). 

Etant donné que j’ai par la suite utilisé ce deuxième instrument pour effectuer le 
couplage entre la QCM et le SERS, j’ai effectué une grande partie des mesures avec cet 
appareil dans cette partie. 

P 
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b) Mesures SERS après l’accroche de l’aptamère 
Après avoir fonctionnalisé la surface des quartz avec l’aptamère (Figure 45) j’ai 

effectué des mesures SERS sur les surfaces pour voir si les nanostructures permettaient 
d’acquérir un signal SERS de la couche d’aptamères avec le spectroscope Raman XploRa. Ces 
mesures ont été prises avec un objectif X 80 (ON=0.80) pendant 30 s avec une puissance LASER 
de 20 mW. 

 

Figure 55 : Spectre SERS de l’aptamère sans espaceur (concentration de dépôt de 5 µM) sous excitation à 785 
nm 

Sur le spectre de la Figure 55, il est possible de voir le spectre SERS de l’aptamère sur 
l’une des 9 zones nanostructurées. Ici je ne montre qu’un seul spectre car j’ai indiqué 
précédemment (Chapitre 3:C) que quelle que soit la zone nanostructurée étudiée, le signal 
est identique. Le spectre SERS possède plusieurs bandes assez intenses vers 800, 990, 1072 et 
1447 cm-1. Ces bandes sont liées aux bases A, T, G et C et la bande à 1072 cm-1 correspond à 
l’étirement symétrique de 𝑃𝑂2

− qui forme le squelette de l'ADN et relie les différentes bases 
entre elles. 

c) L’effet de l’ajout du PEG 
Comme dit précédemment (Chapitre 3:D)1)c)), j’ai utilisé une molécule de PEG pour 

bloquer la surface. J’ai déterminé l’impact de l’ajout du PEG sur le signal SERS. Pour cela j’ai 
utilisé le second instrument de mesure avec un objectif X50 (temps d'accumulation : 50 s) avec 
une puissance de 20 mW pour le LASER à 785 nm. 
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Figure 56 : Spectres SERS mesurés à 785 nm. Spectre rouge : aptamère seul, spectre noir : aptamère et PEG. 
Les deux mesures ont été normalisées par rapport à la bande Raman à 418 cm-1 

 Sur la Figure 56, je compare les spectres SERS de l’aptamère seul (spectre rouge) et de 
l’aptamère avec le PEG (spectre noir). Ces deux spectres ont été normalisés par rapport à la 
bande à 418 cm-1 pour pouvoir comparer le décalage potentiel des bandes après l’ajout du 
PEG. Sur cette figure, il est possible d’avoir une vue globale de la signature de l’aptamère 
coupler avec le PEG. Il est alors possible d’apercevoir que le signal SERS de l’aptamère est 
toujours présent et est peu changé par rapport au cas sans PEG. Pour voir le mouvement des 
bandes il faut faire des zooms sur les différentes gammes spectrales (Figure 57). 

 Sur la Figure 57 a), il est possible de voir le décalage des bandes à 420 cm-1 
correspondant à l’étirement symétrique ʋ2 𝑃𝑂4

3−, et à 470 cm-1 le mode attribué aux bases 
azotées. Sur la Figure 57 b) on observe une bande à 695 cm-1 correspondant au mode de 
respiration des bases G. Sur la Figure 57 c) la bande à 1000 cm-1 correspond à l’étirement des 
C-C des cycles aromatiques, celle à 1020cm-1 correspond aux amines primaires et tertiaires et 
celle à 1072 cm-1 correspond à l’étirement symétrique du groupement 𝑃𝑂2

−. Sur la Figure 57 
d) la bande à 1475 cm-1 est attribuée aux bases G et A et celle à 1575 cm-1 aux modes de 
respiration de A et G. Toutes ces bandes présentent des décalages vers les hautes fréquences 
de valeur variable après la fonctionnalisation avec le PEG vers les hautes fréquences. Par 
exemple la bande à 1000 cm-1 se décale d’environ 0.5 cm-1 alors que celles à 420 et 1072 cm-

1 se décalent de plus de 1 cm-1. Ces différents décalages de bandes peuvent être dus à 
l'interaction entre le PEG et l’aptamère. 
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Figure 57 : Spectres SERS mesurés à 785 nm. Spectre rouge : aptamère seul, spectre noir : aptamère et PEG 
Les spectres ont été normalisés par rapport à la bande à 418 cm-1. 

 Ces mesures nous ont permis de voir qu’avec la présence du PEG, le signal SERS de 
l’aptamère est peu modifié et garde ces principales bandes. Ceci indique que la structure de 
l'aptamère est très peu influencée par la présence des molécules de PEG à la surface. 

d) Interaction avec la streptomycine 
Après l’injection de la solution de streptomycine à 800 nM (Figure 53) je n’ai pas 

injecté de tampon pour pouvoir utiliser cet échantillon en SERS. Pour faire la différence entre 
le cas sans streptomycine et le cas avec streptomycine j’ai utilisé deux échantillons différents. 
Le premier échantillon provenant de la mesure présentée sur la Figure 51 où j’ai 
fonctionnalisé deux échantillons nanostructurés avec l’aptamère et le PEG. Puis j’ai utilisé l’un 
des deux échantillons pour effectuer la mesure présentée sur la Figure 53 avec les différentes 
concentrations de streptomycine. 

Ainsi, j’ai pu étudier deux surfaces nanostructurées pour lesquelles j'avais pu déposer 
de l'aptamère et de la streptomycine et quantifier leur masse à la surface en utilisant les 
mêmes solutions d'aptamères et de PEG et les mêmes conditions expérimentales. Mon 
objectif était alors de déterminer l’impact de la streptomycine sur le spectre SERS de 
l'aptamère. Pour faire ces mesures, j’ai utilisé le deuxième instrument de mesures avec un 
objectif X 100 (temps d'acquisition 30 s) avec un LASER à 785 nm (puissance de 20 mW). 
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Figure 58 : Spectres SERS à 785 nm. Spectre noir : aptamère et PEG, spectre rouge : aptamère, PEG et 

streptomycine déposée pour une concentration de 800 nM. Les deux spectres ont été corrigés de leur ligne 
de base. 

 Sur la Figure 58 il est possible d'observer les modifications spectrales provoquées par 
l’ajout de la streptomycine. La première chose que l’on peut observer est la différence 
d’intensité entre les deux spectres. L'interaction avec la streptomycine induit une 
augmentation significative de l'intensité SERS. Ceci peut être dû au changement d’orientation 
des aptamères après accroche de la streptomycine. Il est difficile de voir sur cette vue 
d’ensemble les décalages de chaque bande individuelle. C’est pour cela qu’il est nécessaire de 
faire des zooms sur différentes parties du spectre (Figure 59). 

 
Figure 59 : Spectres SERS à 785 nm. Spectre noir : aptamère et PEG, spectre rouge : aptamère, PEG et 

streptomycine déposée pour une concentration de 800 nM. Les deux spectres ont été corrigés de leur ligne 
de base. 

 Sur la Figure 59 j’ai regroupé les spectres zoomés pour les plages spectrales suivantes 
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: a) 450-700 cm-1 b) 750-950 cm-1 c) 950-1200 cm-1 d) 1200-1600 cm-1. J’ai mis des traits 
verticaux bleus pour montrer le décalage des bandes Raman. Pour observer les déplacements 
des bandes j’ai acquis 10 spectres sur des zones différentes de la surface nanostructurée. J’ai 
alors pu calculer les positions moyennes des bandes et les écarts types pour déterminer le 
déplacement de chaque bande (Tableau 7). 

Moyenne : 
Avec cible 

(cm-1) 

Écart 
type : 

Avec cible 
(cm-1) 

Moyenne 
Sans cible 

(cm-1) 

Écart 
type : 

Sans cible 
(cm-1) 

Écart 
entre les 
deux cas 

(cm-1) 

Attribution 

418.04 0.17 418.20 0.37 0.16 
Étirement symétrique 

de 𝑃𝑂2
− 

522.54 0.18 521.43 0.36 -1.11 Amine primaire 

602.27 0.75 601.27 0.46 -1.00 Nucléotide 

617.55 0.23 616.96 0.53 -0.59 
Torsion des C-C des 
cycles aromatiques 

686.81 0.39 686.06 0.30 -0.75 
Respiration du cycle 

aromatique de G 

812.52 0.19 812.70 0.26 0.18 Étirement des O-P-O 

998.33 0.08 997.96 0.33 -0.37 
Étirement des C-C 

aromatique 

1026.25 0.35 1025.31 0.40 -0.95 
Amine primaire et 

tertiaire 

1042.86 0.42 1039.17 0.32 -3.69 
Étirement symétrique de 

𝑃𝑂2
− 

1047.15 0.27    Étirement des C-N 

1073.64 0.17 1072.63 0.38 -1.01 
Étirement symétrique de 

𝑃𝑂2
− 

1096.71 0.15 1096.04 0.26 -0.67 ʋ C-N et 𝑃𝑂2
− 

1237.31 0.47 1236.69 0.53 -0.62 Amide tertiaire 

1572.03 0.40 1571.43 0.54 -0.60 N3 des G et A 

1584.78 0.17 1583.93 0.35 -0.85 Étirement des C-C 

Tableau 7 : récapitulatif des positions moyennes des bandes (colonnes 1 et 3) avec leur attribution (dernière 
colonne) avec (colonnes 1 et 2) et sans streptomycine (colonnes 3 et 4) 

 Dans le Tableau 7, j’ai regroupé la position des bandes Raman avant et après 
interaction avec la streptomycine ainsi que les déplacements des bandes. Dans les colonnes 
1 et 2 les mesures ont été faites sur l’échantillon avec la streptomycine. Pour les colonnes 3 
et 4 les mesures ont été faites sans streptomycine. La colonne 5 indique les déplacements dus 
à l’interaction entre l’aptamère et la streptomycine. Ces décalages peuvent être comparés aux 
écarts-types mesurés pour chaque bande (colonnes 2 et 4 du Tableau 7), ce qui me permet 
de déterminer si le décalage observé est dû à la streptomycine ou bien est simplement lié à 
une variation spectrale liée à la localisation. En effet comme les spectres SERS peuvent être 
dépendants de l’orientation de l’aptamère variable en fonction de la zone étudiée sur la 
surface, il peut y avoir un décalage Raman dû aux différentes orientations de l’aptamère sur 
les nanostructures sans impliquer une quelconque interaction avec la streptomycine. J’ai 
indiqué en vert les bandes pour lesquels le déplacement est supérieur à l’écart type et peut 
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donc être considéré comme significatif. De plus j’ai essayé d’attribuer chaque bande à un 
mode de vibration (dernière colonne du Tableau 7). 

 Il est possible de remarquer que la bande située à 1047 cm-1, indiquée en rouge dans 
le Tableau 7, disparait lorsque l'aptamère est en présence de la streptomycine. Ceci peut être 
dû au fait que lors de l’interaction avec la streptomycine les liaisons C-N bougent dans une 
position qu’il n’est pas possible d’observer en SERS. De plus il est possible de voir que la 
streptomycine semble avoir un effet sur les bases A et G. En effet comme indiqué au Chapitre 
3:A) et sur la Figure 40 c), des simulations78 ont mis en évidence que la streptomycine se 
lierait avec l’aptamère via les bases A14, G16, A17, T18 et C19. Dans cet aptamère il y a 3 A, 9 
C, 8 G, 3 T (en dehors de ceux de l'espaceur). Il est donc normal que l’interaction entre la 
streptomycine et la guanine soit visible. Cependant, l’interaction entre la cytosine et la 
streptomycine n’est pas visible et elle apparaît peut-être dans une partie du spectre peu 
visible. 
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 Conclusion 

ans cette étude, j’ai pu réaliser des mesures SERS et QCM-D séparément sur le 
même biocapteur et donc sur les mêmes surfaces couvertes d'aptamères et de 
streptomycines. Ce capteur est capable non seulement de détecter la présence 

de streptomycine mais également de quantifier la quantité d'aptamères ou de streptomycines 
à la surface du biocapteur. Les mesures SERS m'ont également permis d'observer l’interaction 
entre l’aptamère et la streptomycine et de déterminer le site d’interaction entre les deux 
molécules. 

 De plus, j’ai pu quantifier le nombre d’aptamères et de PEG à la surface et imaginer 
une disposition possible sur la surface de l’échantillon. 

 Maintenant que j’ai eût la possibilité de démontrer l'efficacité du capteur pour chaque 
méthode de détection (SERS et QCM) de manière découplée, je vais coupler les deux 
techniques pour obtenir des mesures simultanées et ainsi faire fonctionner le capteur dans 
les conditions voulues. 

  

D 
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ans les chapitres précédents j’ai présenté les différentes parties du capteur 
indépendamment les unes des autres et montré leurs performances 
individuelles. En mettant en commun les résultats des Chapitre 2: et Chapitre 3: 

j’ai pu mettre en place une stratégie pour coupler les deux méthodes de mesures : QCM et 
SERS, et me permettre de faire les deux mesures simultanément. 

 Matériels et méthodes 

our coupler les deux méthodes il est nécessaire de pouvoir effectuer les deux 
mesures en simultanée. Pour effectuer le couplage il est donc nécessaire 
d’adapter les méthodes de caractérisations pour pouvoir acquisitionner les deux 

mesures en même temps. 

 

Figure 60 : a) cellule QCM b) cellule QCM avec une fenêtre 

Sur la Figure 60 j’ai regroupé les deux types de cellules qu’il est possible d’utiliser pour 
faire des mesures QCM. En a), il est possible de voir une cellule sans ouverture qui est un 
problème pour le couplage car il n’est pas possible de faire des mesures SERS et QCM en 
simultanée. Pour résoudre ce problème il est possible d’utiliser la cellule b) qui a une fenêtre 
de quartz sur le dessus. Cette ouverture permet de laisser passer de la lumière pour permettre 
des réactions photoinduites. Dans mon cas, je vais utiliser cette ouverture pour focaliser un 
LASER sur la surface nanostructurée et effectuer des mesures SERS. Cette cellule a une 
distance de travail de 3.3 mm. Cette distance de travail est grande et nous empêche d’utiliser 
un objectif à fort grossissement (X100 par exemple) ayant une distance de travail plus courte. 
Je vais donc utiliser un objectif X50 (ON = 0.55). 

 

Figure 61 : a) Qsense Analyser b) Qsense Explorer 

Dans le Chapitre 3:B)2), j’ai présenté les différents instruments disponibles pour faire 
des mesures de QCM. J’ai notamment présenté le Qsense Analyser (Figure 61 a) qui permet 
de faire 4 mesures sur 4 quartz en simultanées. Cet instrument possède un couvercle 
encombrant et est assez encombrant donc j’ai changé d’instrument pour un plus petit le 
Qsense Explorer (Figure 61 b). Ce nouvel instrument et beaucoup plus petit et il est possible 

D 

P 
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d’enlever le petit couvercle qui est dessus et ainsi cela permet de pouvoir installer l’instrument 
sous le spectromètre Raman. 

De plus, pour faire un suivi en temps réel du signal SERS simultanément à la mesure 
QCM, il est préférable de ne pas modifier la zone d’étude en SERS sur le quartz de QCM. J’ai 
donc focalisé le LASER sur une des zones nanostructurées et fait les mesures SERS sur le même 
point durant toute la durée de l’expérience. C’est une raison supplémentaire pour utiliser le 
Qsense Explorer. 

 

Figure 62 : photo du montage QCM/SERS, a) système de contrôle de l’oscillation du quartz, b) pompe 
péristaltique, c) support escamotable, d) module QCM à une puce QCM avec la cellule à fenêtre e) 

spectromètre Raman 

Sur la Figure 62, il est possible de voir une photo du montage expérimental utilisé pour 
réaliser le couplage. L’instrument en a) est celui qui contrôle l’oscillation du quartz. En b) il est 
possible de voir la pompe péristaltique qui nous permet d’injecter les solutions avec un débit 
constant de 40 µL.min-1. Le module QCM avec une cellule à fenêtre (d) est disposé sur un 
support escamotable (c) permettant son positionnement précis sous le microscope du 
spectromètre Raman (e) équipé d’un LASER à 785 nm. Pour que les mesures puissent se faire 
en même temps j’ai enlevé le support du spectromètre Raman pour insérer le module QCM 
sur le support escamotable. Ce support me permet de déplacer le module dans les trois 
dimensions de l’espace et ainsi de focaliser le laser sur la surface nanostructurée. J’ai fixé le 
module une fois les réglages optiques effectués pour qu’il ne puisse pas dériver dans le temps. 
De plus le support escamotable est assez lourd pour empêcher tout mouvement intempestif 
pendant les mesures. 

Après avoir fixé le module QCM au support sous le spectromètre, j’utilise le microscope 
optique pour pouvoir trouver la zone nanostructurée. Une fois le laser focalisé sur cette zone 
je mets en place le protocole de la QCM décrit au chapitre précédent. 
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 Mesures couplées 

omme dit précédemment, j’ai effectué les mesures QCM et SERS en simultanée 
ce qui implique que j’ai illuminé la surface du quartz QCM avec un LASER de 
manière ponctuelle. L’un des premiers phénomènes que j’ai étudiés est l’effet de 

l’illumination des nanostructures par un LASER sur le signal QCM 

 L’effet du LASER sur la mesure QCM 
Pour voir cet effet, j’ai illuminé la surface pendant la stabilisation du quartz dans la 

solution tampon. 

 

Figure 63 : Influence de l'utilisation d'un LASER sur la mesure QCM 

 Sur la Figure 63, j’ai effectué 3 mesures SERS de 30 s avec le LASER à 785 nm pour une 
puissance de 10 mW. Lorsque j’illumine la surface avec le LASER je chauffe localement la 
surface du quartz. Or, la mesure QCM est très sensible au changement de températures d’où 
l’apparition de décalages en fréquence sous illumination laser. Il est possible de remarquer 
que malgré le décalage dû au laser, la mesure QCM n’est pas modifiée et revient à son niveau 
précédent l'illumination. Il est donc possible d’utiliser ses décalages comme repère temporel 
pour relier le spectre Raman aux mesures temporelles QCM. 

 J'ai donc gardé sur mes mesures QCM les décalages provoqués par l’illumination du 
LASER pour déterminer précisément les périodes où les spectres SERS ont été acquis. 

 Le spectre SERS de la surface avant la fonctionnalisation 
Avant de fonctionnaliser la surface des quartz, j’ai effectué un spectre SERS de la 

surface car pour cette mesure j’ai utilisé un quartz déjà utilisé plusieurs fois et que j’ai nettoyé 
grâce au protocole établi à la section Chapitre 3:B)3). J’ai illuminé la surface avec un LASER 
785 nm pendant 5s avec une puissance de 20 mW et avec un objectif X 50. 
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Figure 64 : spectre SERS de la surface avant fonctionnalisation 

 Grâce à la mesure SERS (Figure 64) sur la surface avant fonctionnalisation, j’ai pu 
observer la présence d’aptamères à la surface des quartz. En effet, après plusieurs lavages, 
tous les aptamères ne sont pas éliminés et certains résistent au processus. J’ai dû utiliser cet 
échantillon car c’était le dernier échantillon qui me restait. Mais cela ne m’a pas empêché de 
poursuivre les mesures et de déterminer la pertinence du couplage.  

 En effet, il est possible de comparer les résultats suivants avec le cas des mesures 
séparées présentées au Chapitre 3:. Ce quartz nanostructuré a donc été utilisé pour la suite 
de mon étude et a été fonctionnalisé avec l’aptamère puis le PEG. 

 Accroche de l’aptamère 
 J’ai tout d’abord fait une injection d’aptamère avec une concentration de 5 µM et un 
flux de 40µL/min. Durant toutes les mesures de cette expérience j’ai utilisé un tampon adapté 
à l’aptamère qui est constitué de 5 mM MgCl2 + 0.1 M NaCl + 20 mM TrisHCl. 

 

Figure 65 : Mesure QCM-D. Courbe noire : écart en fréquences et courbe rouge : courbe de dissipation pour 
l’harmonique 9 pour une concentration d’aptamère avec espaceur de 5 µM 

 Sur la Figure 65, il est possible d'observer les différents moments où j’ai effectué des 
mesures SERS mais cela ne modifie pas l’étude de la cinétique d'accroche. J’ai injecté à 30 min 
l’aptamère avec un espaceur avec une concentration de 5 µM puis j’ai injecté une solution 
tampon à 90 min. La fréquence se décale de 7.1 Hz suite à l'accroche de l’aptamère. A partir 
de ce décalage il est possible de déterminer la quantité d’aptamères à la surface, soit un 
recouvrement de 14 ng.cm-2 ce qui donne 1.22 pmol.cm-2. Dans le Chapitre 3:D)1)d), le 
déplacement de fréquence était de 12 Hz ce qui représente une quantité de 23.6 ng.cm-2 et 
donc de 2.10 pmol.cm-2. Donc lors de cette mesure il y avait deux fois plus d’aptamères qui 
s’était accrochés à la surface que dans la mesure de la Figure 65. 
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 J’ai mesuré plusieurs spectres SERS à différents temps d'acquisition : 27, 35, 37, 39, 40, 
46, 50, 55, 60, 66, 71, 77 et 83 min. 

 
Figure 66 : a) Spectres SERS mesurés lors de l'accroche des aptamères. Spectre noir : spectre mesuré après 27 
mn et spectre rouge : spectre mesuré après 83 mn b) Evolution de l'intensité SERS au cours de l'accroche de 
l’aptamère (points roses : bande à 1021 cm-1, points marrons : bande à 997 cm-1). Les points correspondent 

aux données expérimentales alors que les courbes en pointillés représentent les déconvolutions des données 
expérimentales par un modèle de Langmuir 

Équation : f(x) = (a*x)/(b+x)+c 

Bande 
(cm-1) 

Coefficient Valeur Écart type 
Coefficient de 
détermination 

997 

a 3272 2435 

0.899 b 1947 198 

c 2160 53 

1021 

a 2121 919 

0.929 b 132 87 

c 849 39 
Tableau 8 : Valeurs des coefficients obtenus après déconvolution des données expérimentales par une 

fonction isotherme de Langmuir Figure 66b) 

 Sur la Figure 66, j’ai présenté en a) le spectre initial à t=27 min (spectre noir) et le final 
à t=83 min (spectre rouge) de la mesure QCM. Sur la figure 6 b), il est possible de voir 
l’évolution de l'intensité SERS de deux bandes Raman (997 et 1021 cm-1) au cours du temps.  

J’ai déconvolué ces données à partir d'un modèle d’isotherme de Langmuir avec une 
constante, Tableau 8. J’ai ajouté une constante au modèle de l’isotherme de Langmuir car 
avant l’injection d’aptamère il y avait déjà de l’aptamère à la surface. L’isotherme de Langmuir 
décrit bien l’adsorption d’une molécule. Il est possible de voir que l'intensité des deux bandes 
Raman suit des évolutions similaires, Tableau 8. L’intensité des bandes Raman de l’aptamère 
augmente avec le temps à la suite de l'accroche progressive de l’aptamère sur la surface. 

Le rapport des intensités des bandes à 998, 1021 et 1073 cm-1 pour le spectre 
enregistré à 83 min et à 27 min est de 2. Ce rapport peut être rapproché de celui obtenu en 
QCM entre la quantité d’aptamères accrochés à la surface entre la mesure Chapitre 3:D)1)d) 
et en Chapitre 4:B)3).Ceci me permet d’associer les résultats du cas où les mesures ont été 
faites en séparément dans le Chapitre 3:D)1)d) et le cas où les mesures ont été faites en 
simultanée, Chapitre 4:B)3). 
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 Accroche du PEG 
 Par la suite, j’ai injecté la solution de PEG avec une concentration de 50 µM et un flux 
de 40 µL/min (temps = 5 min sur la Figure 67) puis j’ai injecté da solution tampon à partir de 
65 min 

 
Figure 67 : Mesure QCM-D. Courbe noire : écart en fréquences, courbe rouge : courbe de dissipation pour 

l’harmonique 9 pour une concentration de PEG de 50µM 

 Le décalage en fréquence est alors de 1.59 Hz, ce qui correspond à 3.1 ng.cm-2 soit 8.1 
pmol.cm-2. Dans le Chapitre 3:D)1)d), le déplacement de fréquence était de 12 Hz ce qui 
représente une quantité de 13.2 ng.cm-2 et donc de 34.1 pmol.cm-2. Donc durant cette mesure 
il y avait quatre fois plus de molécules de PEG qui s’était accrochées à la surface que pour la 
mesure présentée sur la Figure 67. Comme le PEG n’apparait pas dans le spectre SERS il n’est 
pas possible de dire s’il y avait déjà du PEG au début de cette mesure. 

 J’ai mesuré plusieurs spectres SERS à différents temps d'acquisition : 24, 27, 33, 38, 44, 
49, 55, 62, 67, 73 et 93 min. 

 
Figure 68 : a) Spectres SERS mesurés lors de l'accroche des aptamères.  Spectre noir : spectre mesuré après 
27 mn et spectre rouge : spectre mesuré après 83 mn b) Evolution de l'intensité SERS au cours de l'accroche 

de l’aptamère (Courbe et points verts : bande à 1021 cm-1, Courbe et points bleus : bande à 997 cm-1). Les 
points correspondent aux données expérimentales alors que les courbes en pointillés représentent les 

déconvolutions des données expérimentales par une droite 

Sur la Figure 68, j’ai présenté en a) le spectre initial à t=24 min (spectre noir) et final à 
t=93 min (spectre rouge) de la mesure QCM. Sur la Figure 68 b), il est possible de voir 
l’évolution de l'intensité SERS de deux bandes Raman de l'aptamère (997 et 1021 cm-1) au 
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cours du temps. L’intensité de ces bandes est constante avec le temps, ce qui signifie que le 
PEG ne modifie pas la couche d'aptamères et qu'il n'y a pas d'échange entre l'aptamère et le 
PEG. 

Pour continuer l’expérience j’ai laissé la puce de quartz incubée dans la cellule pendant 
toute une nuit et j’ai ainsi gardé la puce dans le tampon pour pouvoir continuer les mesures 
sans changer le milieu et l’organisation du biocapteur. 

 Détection de la streptomycine 
J’ai injecté plusieurs concentrations de streptomycine allant de 50 à 1000 nM. 

 

Figure 69 : Mesures QCM-D. Courbe noire : écart en fréquences, courbe rouge : courbe de dissipation pour 
l’harmonique 5 pour plusieurs concentrations de streptomycine de 50 à 1000 nM. a) 0 à 150 min, b) 130 à 

300 min, c) 300 à 470 min et d) 450 à 580 min 

Sur la Figure 69, j’ai découpé la mesure QCM en quatre parties pour qu’elle soit plus 
visible et que l’on puisse voir les différentes injections. J’ai injecté plusieurs concentrations de 
streptomycine suivies à chaque fois d'une injection de tampon. J’ai injecté la streptomycine à 
50 nM à 9 min, puis à 100 nM à 71 min, puis à 200 nM à 145 min, puis 400 nM à 220 min, puis 
600 nM à 304 min, puis à 800 nM à 387 min et à 1000 nM à 481 min. Après le lavage avec le 
tampon, l'écart en fréquence diminue pour rejoindre le niveau initial. J’ai donc mesuré le 
déplacement en fréquence avant l’injection du tampon, soit environ 45 min après chaque 
injection de streptomycine. Lorsque l’on regarde la courbe de dissipation, il est possible 
d'observer que la dissipation baisse lorsque l’on ajoute la streptomycine et remonte lors du 
lavage. Ceci peut s’expliquer par le fait que lorsque la streptomycine interagie avec l’aptamère 
en changeant sa conformation. La couche à la surface ainsi formée se rigidifie d’où la 
diminution de la dissipation. 
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Figure 70 : a) Evolution du décalage en fréquences pour différentes concentrations de streptomycine de 50 à 
1000 nM). Points noirs : données expérimentales, courbe rouge pointillée : déconvolution des données 
expérimentales calculée à partir d’une isotherme de Langmuir b) le tableau avec les paramètres de la 

déconvolution. 

 Sur la Figure 70, il est possible de voir que le décalage en fréquence atteint un palier 
à partir de la concentration de 600nM. D’après le modèle de Langmuir il est possible de 
calculer la constante de dissociation, kd=260 nM qui est proche de la constante de dissociation 
de 132.3 nM obtenue dans (78). La différence vient du fait que dans mon cas l’aptamère est 
attaché sur une surface et est entouré de molécules de PEG alors que dans l’article (78) 
l’aptamère est accroché sur des nanoparticules d’or. 

 En parallèle des mesures QCM, j’ai également effectué des mesures SERS. Pour réaliser 
ces mesures j’ai utilisé un objectif X50 (5s d'accumulation) avec une puissance de 20 mW. Je 
me suis alors focalisé sur trois données tirées des spectres SERS : (i) la position des bandes 
Raman principales, (ii) leur largeur à mi-hauteur et (iii) l'évolution temporelle de leur intensité. 

 Sur la Figure 71, j’ai regroupé les positions des bandes Raman qui se décalent suite à 
l’ajout de streptomycine : la bande à 419 cm-1 qui correspond au 𝑃𝑂4

3− qui relie les bases dans 
l’aptamère (Figure 71 a), la bande à 998 cm-1 correspondant à l’étirement de liaison C-C dans 
les cycles aromatiques (Figure 71 b), la bande à 1021 cm-1 qui correspond aux amines (Figure 
71 c), la bande à 1047 cm-1 qui correspond à l’étirement ʋ3 symétrique des 𝑃𝑂4

3− (Figure 71 
d), la bande à 1074 cm-1 qui correspond à l’étirement symétrique des 𝑃𝑂2

− (Figure 71 e) et la 
bande à 1573 cm-1 qui correspond aux N3 des G et A (Figure 71 f). 

 Il est possible d'observer que lorsque l’on ajoute de la streptomycine à différentes 
concentrations la position des bandes Raman va être décalée vers les basses fréquences alors 
que lors de l'injection du tampon, la position se redécale vers les hautes fréquences pour se 
rapprocher de sa position initiale. Pour les trois premières bandes (Figure 71 a à c), la position 
est pratiquement constante avec la concentration. Par contre, pour les trois dernières (Figure 
71 d à f), une tendance peut être remarquée. Plus la concentration de streptomycine est 
grande plus le décalage spectral est important. Il est possible d’expliquer ce phénomène par 
une augmentation des interactions entre l'aptamère et la streptomycine avec la concentration 
induisant par conséquent une plus grande modification de la structure de l'aptamère 
observable en SERS. 
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Figure 71 : Positions des bandes SERS situées à 419 cm-1 (a), 998 cm-1 (b), 1021 cm-1 (c), 1047 cm-1 (d), 1074 
cm-1 (e) et 1573 cm-1 (f). Les symboles blancs correspondent aux intensités mesurées aux injections de 

tampon, les noires à l’injection de 50nM de streptomycine, les rouges à l’injection de 100 nM de 
streptomycine, les verts à l’injection de 200nM de streptomycine, les bleus foncés à l’injection de 400 nM de 
streptomycine, les bleus clairs à l’injection de 600 nM de streptomycine, les roses à l’injection de 800 nM de 

streptomycine et les violets à l’injection de 1000 nM de streptomycine. 

 Je me suis ensuite intéressé à l’impact de la concentration sur la largeur à mi-hauteur 
des bandes (Figure 72). 
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Figure 72 : Largeurs à mi-hauteur des bandes SERS situées à 419 cm-1 (a), 998 cm-1 (b), 1021 cm-1 (c), 1047 cm-

1 (d), 1074 cm-1 (e) et 1573 cm-1(f).  Les symboles blancs correspondent aux largeurs mesurées aux injections 
de tampon, les noires à l’injection de 50 nM de streptomycine, les rouges à l’injection de 100 nM de 

streptomycine, les verts à l’injection de 200 nM de streptomycine, les bleus foncés à l’injection de 400 nM de 
streptomycine, les bleus clairs à l’injection de 600nM de streptomycine, les roses à l’injection de 800 nM de 

streptomycine et les violets à l’injection de 1000 nM de streptomycine. 

 Sur la Figure 72, comme dans le cas de la position, la largeur à mi-hauteur des 3 
premières bandes est pratiquement constante avec la concentration de streptomycine. À 
l'inverse, on observe une diminution de cette largeur dans le cas des trois dernières bandes 
pour lesquelles la position se décalait avec la concentration. Il y a donc une corrélation entre 
les évolutions de la position et de la largeur des bandes reflétant ainsi l'interaction 
aptamère/streptomycine. Cette diminution de la largeur pourrait être due à une réduction de 
la flexibilité de l'aptamère et donc de ses degrés de liberté lors de son interaction avec une 
molécule de streptomycine ceci est confirmé par les écarts de dissipation vue Figure 69. Il est 
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également possible d'identifier les groupements chimiques qui sont perturbés lors de 
l'interaction. 

 

Figure 73 : a) Evolution de (a) la position et (b) de la largeur à mi-hauteur de la bande à 1320 cm-1 pour 
différentes concentrations de streptomycine. Les symboles bleu clair correspondent aux mesures effectuées 
à l’injection de 600 nM de streptomycine, les roses à l’injection de 800 nM de streptomycine et les violets à 

l’injection de 1000 nM de streptomycine. 

 Sur la Figure 73, j’ai reporté l’évolution de la position et la largeur à mi-hauteur de la 
bande à 1320 cm-1. À partir de l’injection de 600 nM de streptomycine une nouvelle bande 
apparait sur le spectre SERS à 1320 cm-1. Cette bande correspond à la guanine. Il est possible 
que lorsque la streptomycine interagit avec l’aptamère, cette interaction implique la guanine 
à partir d'une certaine concentration. 

 Je me suis ensuite intéressé à regarder l'évolution des intensités SERS des différentes 
bandes au cours du temps et en fonction des différentes injections de streptomycine. 

 
Figure 74: Evolution de l'intensité des bandes SERS (points noirs : 419 cm-1, points rouges : 998 cm-1, points 

bleus : 1021 cm-1, points verts : 1047 cm-1, points roses : 1074 cm-1, points oranges : 1320 cm-1 et points gris : 
1573 cm-1). Indiqué en pointillé vert les injections de streptomycine en nM et en bleu les injections de 

tampons. a) toutes les bandes non normalisées b) Toutes les bandes sont normalisées par rapport à leurs 
valeurs à t=0 min, la bande à 1320 cm-1 a été enlevée 

 Sur la Figure 74, il est possible d'observer l'évolution de l'intensité des différentes 
bandes en fonction du temps. Ainsi lorsque la concentration injectée de streptomycine 
augmente, l'intensité SERS augmente légèrement jusqu'à 150 s puis diminue rapidement 
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jusqu'à 300 s pour ensuite atteindre un plateau, ceci quelle que soit la bande spectrale, sauf 
pour la bande à 1047 cm-1 qui varie plus que les autres. De plus à part pour la bande à 1047 
cm-1 toutes les bandes suivent la même variation en intensité par rapport à leur valeur initiale. 
Ceci peut être dû au fait que lors de l’expérience il y ait de petites variations de la focalisation 
(mouvement de la cellule sous le microscope) malgré le fait que je vérifie la mise au point 
après chaque spectre. 

 Conclusion sur le capteur couplé QCM/SERS 
Ce capteur m’a permis d’obtenir simultanément des mesures QCM et SERS. Avec ce 

capteur j’ai pu observer l’interaction entre la streptomycine et l’aptamère. 

 J'ai pu montrer qu'il est possible de relier les mesures SERS et QCM et ainsi d'expliquer 
les modifications des spectres SERS directement avec les mesures QCM en déterminant les 
molécules en présence lors de l'acquisition des spectres SERS. J’ai démontré que la présence 
de la streptomycine à différentes concentrations a un impact sur la position et la largeur à mi-
hauteur de certaines bandes SERS. De plus il est possible de rapprocher le déplacement 
observer en SERS avec l’allure des mesures de dissipations car il est possible de voir que la 
dissipation diminue lors de l’ajout de la streptomycine ce qui peut être relier au fait que lors 
de l’interaction entre l’aptamère et la streptomycine va rigidifier la surface. 

 Une des limitations actuelles de ce capteur réside dans le fait que les nanostructures 
ne sont localisées que sur une petite surface du quartz. En effet les nanostructures ne 
couvrent que 0.0576 % de la surface ce qui est très peu. S’il était possible de recouvrir toute 
la surface avec les nanostructures il serait possible d’avoir un plus grand taux d’adsorption 
d’aptamère et de streptomycine et il ne serait pas nécessaire de rechercher les nanostructures 
avec le microscope. Tout cela rendrait le capteur plus facile à utiliser et plus efficace. 

 Il serait donc intéressant d'utiliser une méthode permettant de nanostructurer toute 
la surface de la puce QCM 
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 La lithographie par interférence d’un LASER (LIL) 

our pouvoir produire les nanostructures sur une large surface et de manière 
reproductible, j’ai étudié une technique de lithographie qui consiste à structurer 
une surface en imprimant un motif sur une résine par l'intermédiaire des 

interférences optiques. Cette technique permet de structurer des matrices avec des objets 
dont les tailles sont de l’ordre de la centaine de nanomètres sans recourir à des masques 
complexes. 

 Le Principe 
Le principe de base est le même qu'en interférométrie : un motif d'interférences entre 

deux ou plusieurs ondes lumineuses cohérentes est créé et enregistré dans une couche de 
résine photosensible. Ce motif d'interférences consiste en une série de franges périodiques 
en deux dimensions représentant les minimas et les maximas d'intensité. Lors du traitement 
post-exposition, un motif d'intensité périodique apparaît sur la résine correspondant aux 
interférences. 

 

Figure 75 : Schéma d'une interférence à deux faisceaux 

Pour une interférence à deux faisceaux, l’espacement entre franges (périodicité des 
structures) est donné par l'Équation 9, où λ est la longueur d'onde et θ est l'angle entre les 
deux ondes interférentes. La période minimale réalisable est alors égale à la moitié de la 
longueur d'onde. 

𝑇 =
𝜆

2⁄

sin (𝛳
2⁄ )

 

Équation 9 : Espacement interfrange 

En utilisant cette méthode il est possible d’obtenir des nanostructures de tailles 
variables sur une surface de plusieurs cm² car l’illumination recouvre toute la surface. En effet 
cette méthode est utile dans le cas où il faut recouvrir toute la surface avec les mêmes 
structures. 

 Le protocole  
Durant ma thèse, je suis allé à l'Austrian Institute of Technology (AIT), nos partenaires 

dans le projet ANR Nanobiosensor, pour apprendre à utiliser cette technique. 

La première étape consiste à obtenir des surfaces de verres très propres car la moindre 
poussière peut détériorer les échantillons. Pour cela il faut alors baigner les échantillons dans 
un bain d’eau miliQ plusieurs fois et finir par un bain d’éthanol. 

P 
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Ensuite il faut déposer une couche métallique sur laquelle seront déposées nos 
structures. Dans notre cas, nous avons déposé 2 nm de chrome, pour que l’or puisse tenir sur 
la surface de verre, et 50nm d’or pour obtenir notre surface. 

Par la suite la résine est déposée à la surface de l'or par induction centrifuge ce qui 
permet d’obtenir une fine couche de 100 nm de résine à la surface. Ensuite l’échantillon est 
chauffé à 100° sur une plaque chauffante pendant 2min. L’échantillon ainsi préparé est 
disposé dans le montage optique de lithographie pour être illuminé pendant 6 min. Il est 
ensuite tourné de 90° pour être à nouveau illuminé pendant 6 min. 

Pour finir l’échantillon est immergé dans une solution de développeur AZ 303. Le 
développeur va éliminer la résine autour des zones éclairées lors de l'exposition aux franges 
d'interférences. La durée d'immersion va permettre de contrôler la taille des nanostructures. 
Puis l’échantillon va être inséré dans un système de gravure ionique pour graver la surface 
d’or et obtenir les nanostructures. La dernière étape consiste à insérer l’échantillon dans un 
réacteur à plasma pour éliminer les dernières traces de résin. 

 Les réalisations avec le LIL 
Avec notre partenaire autrichien, j'ai réalisé une étude plasmonique et SERS 

d'échantillons fabriqués par cette méthode, ce qui a donné lieu à l'article inclus par la suite80. 

Pour cette étude notre partenaire autrichien a réalisé plusieurs échantillons avec des 
réseaux de nanostructures de diamètres et de périodicités différentes pour étudier les 
paramètres déterminants dans la production des substrats. Ensuite, j’ai fonctionnalisé les 
réseaux avec de l’acide 4-mercaptobenzoïque et réalisé plusieurs cartographies SERS pour 
étudier leur homogénéité et leur reproductibilité. 

 Les mesures ont démontré que le signal SERS était bien homogène et reproductible 
pour des tailles de nanostructures supérieures à 100 nm. Pour des tailles inférieures, la 
reproductibilité et de l’homogénéité sont beaucoup moins bonnes avec une grande déviation 
du signal SERS sur les surfaces. 

 Pour notre système couplé QCM/SERS, cette méthode lithographique pourrait nous 
permettre de recouvrir toute la surface du quartz. Dans ce contexte, j’ai réalisé un test de 
production de nanostructures sur des surfaces de verres. J’ai essayé d’obtenir des surfaces 
ayant une réponse plasmonique aux alentours des 785 nm par cette méthode. 
Malheureusement je me suis confronté à un problème : pour pouvoir obtenir deux 
échantillons à cette longueur d’onde, j’ai dû produire 25 substrats. Sur l'ensemble des 
échantillons, la moitié n’a donné aucune réponse plasmonique car les nanostructures avaient 
disparu. Les autres donnaient des réponses plasmoniques à des longueurs d'onde plus élevées 
entre 850 et 900 nm. 

 Ainsi cette méthode consomme beaucoup trop de surfaces afin d'obtenir les 
nanostructures souhaitées, la grande majorité n'étant pas exploitable par la suite. Dans le cas 
du couplage QCM/SERS, les puces de quartz conçues pour fonctionner en QCM que je souhaite 
nanostructurer sont couteuses. Il n’est donc pas envisageable d’utiliser ce procédé pour 
concevoir nos transducteurs. 
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 Conclusion 

our conclure sur cette partie, j'ai apporté la preuve de concept du couplage 
QCM/SERS et démontré que le capteur QCM/SERS était fonctionnel. J'ai pu 
observer l’interaction entre la streptomycine et son aptamère. Cette étude a 

montré que lorsque la streptomycine interagit avec l’aptamère, la signature SERS de 
l’aptamère est modifiée. Ce capteur pourrait être utilisé pour détecter de la streptomycine 
mais il reste encore à effectuer des études de calibrage et de reproductibilité. J’ai pu capter 
une concentration de streptomycine allant de 50 nM à 1000 nM. 

De plus j’ai étudié une méthode permettant de réaliser des nanostructures sur de 
grandes surfaces mais elle n’a pu être exploitée dans notre cas à cause du coût des quartz de 
QCM utilisés pour notre capteur. Recouvrir totalement la surface de nanostructures n’est pas 
une nécessité car le capteur fonctionne avec de petites surfaces nanostructurées mais cela 
nous permettrait d’obtenir un signal SERS plus facilement et nous permettrait de capter plus 
de streptomycine. 

Il est possible de comparer ce capteur avec d’autres pour en évaluer l’efficacité. Dans 
une étude utilisant un aptamère pour détecter de la thrombine81 mais sans nanostructures. 
Dans cette étude, ils ont détecté avec la QCM des concentrations jusqu’à 1 nM de thrombine. 
En effet, ici il mesure la fluorescence et le potentiel électrochimique qui permet de descendre 
jusqu’à cette valeur. 

Dans une autre étude43, un capteur permet de détecter la MnSOD de manière sensible 
avec des nanostructures et des mesures SERS. Dans cette étude il est possible de voir des 
mouvements des bandes SERS avec l’accroche de la cible par l’aptamère et ils ont réussi à 
détecter des concentrations de 10 nM. 

Une étude basée sur la QCM pour la détection de l’immunoglobulines (IgE)82 a été 
effectué en recouvrant la surface avec l’aptamère spécifique. Dans ce cas, la limite de 
détection allant jusqu’à 2.5 µg/L donc environ 13 pM. Ici la limite est très basse mais il n’y a 
pas d’étude sur l’interaction entre l’aptamère et la cible. 

Au vu de ces études, il est possible de voir que en couplant les deux techniques j’ai pu 
atteindre des niveaux comparables à ce qu’il est possible d’avoir dans la littérature. Par contre 
le couplage permet de rajouter des informations supplémentaires sur l’interaction entre 
l’aptamère et la streptomycine. 

  

P 
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Conclusion 

ans ce manuscrit j’ai eu l’occasion de présenter mes travaux de thèses liés au 
couplage entre deux méthodes de détection : la QCM et le SERS. Il est 
intéressant de développer un capteur avec ce couplage pour obtenir les 

informations de ces deux techniques. Le SERS nous permet l’identification des interactions et 
la QCM nous permet d’obtenir une mesure quantitative des différentes molécules à la surface. 

Dans un premier temps, j’ai eu l’opportunité d’optimiser les substrats plasmoniques. 
En effet j’ai pu optimiser les conditions de préparation de lithographie électronique pour 
obtenir des échantillons sur lesquels j’ai fait varier le diamètre entre 80 et 250 nm. Cela m’a 
permis d’étudier le mouvement des bandes plasmoniques lorsque le diamètre est modifié. J’ai 
réussi à relier les bandes plasmoniques obtenues avec les différents phénomènes mis en jeu 
pour ce type d’échantillon dans le but d'optimiser la réponse des nanostructures et du 
substrat plasmonique en vue de son intégration dans le transducteur bimodal. Cette étude 
plasmonique a été suivi d’une étude SERS pour connaître la réponse des différentes 
nanostructures en fonction du diamètre. Cette étude m’a permis de voir que la réponse SERS 
est significative pour une excitation avec un LASER à 785 nm. J’ai aussi pu voir que j’obtenais 
la meilleure réponse SERS pour les structures avec un diamètre de 250 nm.  

J’ai donc pu sélectionner les paramètres de fabrication pour assembler le transducteur 
sur les quartz de QCM. J’ai donc choisi un diamètre de 250 nm une périodicité de 400 nm et 
une hauteur de nanocylindre de 50 nm. 

Pour concevoir le biocapteur j’ai recouvert 9 zones de ces nanostructures pour pouvoir 
vérifiés l’homogénéité de mes échantillons. J’ai optimisé le protocole de nettoyage ainsi que 
celui de fonctionnalisation pour ces échantillons particuliers. Ainsi j’ai fonctionnalisé la surface 
avec l’aptamère conçu pour capter la streptomycine. Puis j’ai bloqué la surface en utilisant un 
PEG thiol et ainsi pouvoir bloquer la surface. J’ai ensuite fait différentes injections 
streptomycine pour pouvoir mesurer la différence de fréquence lié à l’interaction de 
fréquences entre l’aptamère et la streptomycine. De cette étude j’ai pu imaginer une 
disposition du PEG et de l’aptamère à la surface. De plus j’ai pu confirmer que le capteur me 
permet de détecter l’arrivée de la streptomycine en faisant des mesures séparées. 

Cette étude m’a permis d’envisager de faire la mesure en simultanée afin de faire le 
lien entre les deux techniques. 

Lors de la mesure en simultanée j’ai pu voir que le capteur permet d’obtenir les 
mesures en parallèle et m’a permis de relier les deux techniques. Cette mesure en simultanée 
m’a permis de voir que la streptomycine change la conformation de l’aptamère car les bandes 
SERS ont bougé suite à l’interaction avec la streptomycine. Ceci a pu être confirmé avec la 
diminution de la dissipation lors des mesures de QCM-D qui montre que la streptomycine va 
rigidifier la couche à la surface en s’accrochant à l’aptamère. 

Cette thèse s’est reposée sur l’ANR Franco-Autrichienne NANOBIOSENSOR qui avait 
pour but de concevoir un capteur couplant le SERS et la QCM. Cet objectif a pu être atteint. 
Mais il est possible d’aller plus loin. 

Pour ce capteur conçu pour détecter la streptomycine, il reste encore des expériences 
à mettre en place. Par exemple il pourrait être fait des expériences supplémentaires en milieu 
simple pour pouvoir connaître la limite de détection du capteur. De plus il serait possible de 
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faire des mesures supplémentaires dans un milieu complexe pour déterminer la capacité de 
ce capteur à détecter un analyte dans une matrice complexe comme le lait. 

Une autre modification possible de ce capteur pourrait être de changer la cible du 
capteur et donc changer de biorécepteur. Il serait ainsi possible de réutiliser le système en 
optimisant à nouveau la conception du biocapteur. 

 

  



  

  



  

RÉSUMÉ 

Ce projet de thèse s'inscrit dans le cadre du projet ANR Franco-Autrichien 
NANOBIOSENSOR, qui a pour but de concevoir un biocapteur QCM/SERS pour capter des 
molécules de faibles poids moléculaires. Le développement de transducteurs nanostructurés 
m'a permis d'obtenir une meilleure reproductibilité et fiabilité des mesures. En effet, 
l'utilisation des nanostructures doit m'a permis d’acquérir le signal SERS des molécules 
attachées à la surface et de les identifier. De plus, en couplant ces nanostructures avec un 
quartz de QCM, j'ai pu quantifier le nombre de molécules déposées à la surface. Le couplage 
QCM/SERS ouvre donc la voie à l'observation, l'identification et la quantification des analytes 
à détecter. 

Dans ce contexte, ce couplage a deux objectifs distincts : (i) améliorer la 
compréhension des interactions moléculaires entre une cible et son biorécepteur ((la 
streptomycine et un aptamère pour cette thèse) et (ii) coupler ces deux méthodes pour 
développer un capteur permettant la détection d'analytes de faibles tailles. 
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Abstract 

Biodetection of small analytes with resonant nanostructures 

 This project is based on ANR project named Nanobiosensor, have for goal to make a 
QCM/SERS biosensor to sense small analytes. Development of transducer with nanostructures 
allow to obtain a better reproducibility and measurement reliability. Gold nanostructures 
allow me to acquire SERS measurement of molecule on the surface and identify it. Moreover, 
the nanostructures on quartz ship allow me to quantify how many molecules I have on the 
surface. The coupling of QCM/SERS allow me the access of identification, quantity and 
observation of small analyte. 

 This coupling has two main goal, the first is to improve the understanding of molecular 
interaction between streptomycin and the bioreceptor. And the second, the coupling of these 
two methods allow to develop a sensor to detect small analytes. 
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