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Les propriétés extraordinaires des nanoparticules
d’or et/ou d’argent en ont fait des objets courtisés
par les scientifiques toutes disciplines confondues.
Lintensité de leur couleur ainsi que leur grande
sensibilité optique au milieu environnant en font
de puissants transducteurs pour les biocapteurs ;
que ce soit grace a des spectrophotomeétres ou sim-
plement par observation a Uceil nu. Elles assurent
la lecture de la reconnaissance moléculaire via des
scénarios variés alliant simplicité et faible coiit.

Article publié en accés libre sous les conditions définies par la licence Creative Commons Attribution License CC-BY (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0), qui autorise sans

restrictions Uutilisation, la diffusion, et la reproduction sur quelque support que ce soit, sous réserve de citation correcte de la publication originale.

es colloides de métaux
nobles comme lor,
l'argent et leurs alliages
exercent une fascination
certaine du fait de leur
couleur intense balayant
tout le spectre visible et le proche in-
frarouge. Cette propriété optique est
due au phénomene de résonance de
plasmons de surface localisés (LSPR)
quiinduit, entre autres conséquences,
deux caractéristiques spectrales
remarquables : d'une part, une ab-
sorptivité élevée avec un coefficient
d’extinction molaire au minimum
10000 fois supérieur a ceux des pig-
ments organiques (1x10° L.mol*.cm

pour la chlorophylle contre ca. 1x10°
pour des nanosphéres dor de 13 nm).
Cette propriété permet de détecter
ces nanoparticules a des concen-
trations ultra-faibles, ce qui rend
possible, moyennant une associa-
tion a des biorécepteurs, la lecture
visuelle de la présence d’'une cible
sans nécessité de passer par un la-
boratoire d’analyse. Cette propriété
est d’ailleurs actuellement mise a
profit dans les tests antigéniques et
sérologiques rapides destinés au dia-
gnostic du COVID-19. D’autre part, la
position de la bande LSPR des nano-
particules métalliques est sensible a
divers parametres qui permettent de

Texploiter pour concevoir des dispo-
sitifs analytiques de formats variés
tels que les biocapteurs. Les biocap-
teurs sont des outils analytiques as-
sociant intimement un biorécepteur
a un transducteur qui convertit la
reconnaissance moléculaire entre le
biorécepteur et la cible en un signal
physique quantifiable, généralement
de nature électrique ou optique. Le
choix du biorécepteur dépend évi-
demmentdelanature chimique de la
cible. Pour des cibles de type protéine,
le biorécepteur est préférentiellement
un anticorps ; pour des petites molé-
cules, il peut étre une enzyme, un an-
ticorps ou un aptamere. Enfin
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sila cible estun acide nucléique (ADN
or ARN), le biorécepteur sera une
séquence dADN complémentaire.
L’association des nanoparticules
plasmoniques aux biorécepteurs nest
pastriviale, laliaison doit étre forte et
stable pour assurer le bon fonction-
nement du biocapteur, mais elle doit
également préserver la structure,
souvent fragile, ainsi que lorientation
du biorécepteur, toutes deux primor-
diales pour qu’il assure sa fonction de
reconnaissance moléculaire.

La synthese de nanoparticules plas-
moniques de forme sphérique est
extrémement aisée a réaliser et se
déroule souvent en une étape unique
en partant du précurseur métallique
et d’agents assurant le double rdle de
réducteur et de stabilisant, comme
montré sur la figure la. Michael
Faraday en 1857 a été l'auteur de la
premiére description scientifique-
ment documentée d’'une synthese
de nanospheres colloidales d'or a
partir d'un sel dor et de phosphore
blanc. Plus d'un siécle plus tard, John
Turkevich en 1951 décrivit la synthese
a partir de sel dor et d’ions citrate
dont le ratio permettait de moduler

(A)

Citrate
Ascorbate

Reducti 1
AUSt OF AZ' et ° or 0
Au Ag

nanosphere

Galvanic
e replacement
" D —
Au 3+
Ag Au

nanosphere nanoshell

(8)

Seed formation
AU 7 — Au seeds
NaBH,

Nanorod Growth

Au* + CTAB + Ascorbic ACIH  m—

AgNO, ﬁ“

40 www.photoniques.com 1 Photoniques 106

La reconnaissance moléculaire est définie comme étant la sélection
spécifique et mutuelle entre deux espéces moléculaires dans un
environnement complexe contenant plusieurs espéces apparentées.
Les deux partenaires se reconnaissent et s’associent avec une grande
affinité. Elle trouve son origine dans les travaux d’Emil Fischer qui a
introduit en 1894 le concept trés expressif « clé-serrure » et elle est
largement utilisée dans les biocapteurs d’affinité a travers notamment
les interactions anticorps/antigénes, I’hybridation de brins d’ADN
complémentaires, ou encore simplement la reconnaissance entre la

biotine et ’avidine.

la taille des particules. Les nanopar-
ticules dor synthétisées par cette voie
ontune bande LSPR située autour de
520 nm et présentent donc la célebre
couleur rouge rubis. Les nanoparti-
cules d’argent préparées par cette
méme voie absorbent plus bas en lon-
gueur donde, vers 400 nm, elles sont
donc jaunes. En combinant les deux
métaux dans une méme particule via
des alliages Au/Ag ou des structures
coeur-coquille, 'absorbance obtenue,
et ainsi la couleur de la solution col-
loidale, sont modulables entre ces

nanosphere Incident Light

Figure 1.
Synthése et signature LSPR de nanoparticules
sphériques (A) et de nanobatonnets (B).

deux longueurs donde limites. Les
nanocoquilles creuses d’or, synthéti-
sées par remplacement galvanique a
partir notamment de nanoparticules
d'argent (Fig. 1a), permettent de loca-
liser la bande LSPR a des longueurs
d'onde proches de I'IR, difficilement
atteignables avec des nanoparticules
sphériques. Pour atteindre des lon-
gueurs d'onde plus élevées, il faut
recourir aux particules anisotropes,
telles que les nanobatonnets d'or
(Fig. 1b). La synthese de particules
anisotropes ne peut se dérouler en
une seule étape et nécessite une
phase de nucléation et une seconde
de croissance dans des directions
définies. La signature LSPR des
batonnets présente deux maxima
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correspondant aux oscillations trans-
versales et longitudinales (Fig. 1b).
La bande LSPR longitudinale est la
plus intense et la plus intéressante
des deux, sa position dépend du
rapport d’aspect des batonnets et
peut étre déplacée assez loin dans
le proche IR, zone particulierement
prisée pour les applications in vivo
puisque correspondant aux fenétres
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(a) Mécanismes de bioconjugaison, les différents
types de biorécepteurs sont schématisés dans
l'encart. (b) Principe des tests rapides basés sur
des anticorps couplés aux nanoparticules d'or.

biologiques, i.e. régions spectrales
pour lesquelles les tissus sont rela-
tivement transparents.

La bioconjugaison désigne 'associa-
tion des nanoparticules métalliques
a des biomolécules en vue de leur
utilisation pour des applications bio-
logiques [1]. Pour les nanoparticules
sphériques, cette étape est relative-
ment aisée puisque les ligands utili-
sés lors de la synthese sont labiles et
faciles a déplacer par des molécules
soufrées, afin de bénéficier de la forte
affinité Soufre-Or. Elle est plus com-
plexe pour les particules anisotropes
puisque les ligands type CTAB
(Bromure de cétrimonium) sont for-
tement attachés ala surface et génent
Pacces aux atomes d'or superficiels, la
croissance d’'une couche doxyde, du
type silice, est souvent adoptée pour
pallier cette problématique.

La bioconjugaison peut étre ré-
alisée en une étape, par physisorp-
tion, ou a travers la formation de
liaisons covalentes comme illustré
sur la figure 2a. Une fois opérée, il
est nécessaire de stabiliser la

ETUDE DE CAS

Tout a commenceé avec
deux seaux d’eau...

En 1870, un scientifique du nom de John Tyndall a essayé de contréler
la lumiére en utilisant deux seaux d’eau, illustrant la réflexion interne
totale a un public fasciné. Aujourd’hui, les chercheurs disposent
d’outils plus avancés. Lorsqu’ils fabriquent et analysent des prototypes
de guides d’ondes optiques, les ingénieurs actuels utilisent des logiciels
de simulation numérique pour accélérer le processus de conception.
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suspension colloidale par des grou-
pements du type polyéthylene glycol
ou par des protéines comme l'albu-
mine de sérum bovin, 'agrégation,
particulierement favorisée dans
les milieux complexes, demeure le
principal frein posé par ces systémes.
Néanmoins, lorsque les bioconju-
gués sont stabilisés, ils peuvent étre
stockés sans altération de leur activi-
té biologique pendant plusieurs mois
etutilisés typiquement dans des tests
rapides, basés sur l'apparition de leur
couleur sur une bande, comme illus-
tré sur la figure 2b.

Ceterme générique définitles biocap-
teurs dont la réponse se traduit par
un changement de la position de la
bande LSPR, mesurable par un spec-
trophotometre [2] (Fig. 3). Cette varia-
tion étant induite par le changement
de l'indice de réfraction du milieu
environnant lors de la modification
de I'état de surface des nanoparti-
cules / nanostructures, ces systemes
sont aussi appelés biocapteurs ré-
fractométriques. La profondeur de
pénétration du champ évanescent
dans la couche diélectrique étant
du méme ordre de grandeur que les

(A)

LSPR signal
LSPR signal

biomolécules, soit quelques dizaines
de nm, il est possible de détecter des
petites molécules avec une excel-
lente sensibilité sans interférence
de lamasse (bulk). L'instrumentation
associée est aussi peu sophistiquée.
Elle requiert une source lumineuse
(visible - proche IR), la lumiére
transmise étant mesurée par un
spectrophotometre.

En 1998, P. Englebienne a décritle
tout premier exemple de détection
d’interaction biomoléculaire entre
un anticorps et sa cible sur la base
de la variation de l'indice de réfrac-
tion au voisinage de nanoparticules
d'or comme schématisé dans la fi-
gure 3a [3]. Selon le méme principe,
nous avons mis au point un biocap-
teur basé sur des nanoparticules d'or
sphériques de 15 nm de diameétre
congu pour détecter l'enterotoxine
A de S. aureus responsable d’intoxi-
cations alimentaires avec une sensi-
bilité de l'ordre du ng/mL [4].

Figure 3.

(a) Principe des biocapteurs LSPR. (b) Lecture
visuelle de la reconnaissance [5]. (c) Dispositif
commercialisé par la société Insplorion pour la

lecture LSPR.

(B)

Lorsque la lumiere diffractée par
les particules est mesurée par un mi-
croscope a champ sombre, le seuil de
détection peut étre abaissé aléchelle
delananoparticule unique. Clest ain-
si que la détection de l'interaction
entre une protéine et son ligand a
été réalisée avec des nanobatonnets
dor des 2008 par Chilkoti [6]. Cette
avancée a ouvert la voie vers la mi-
niaturisation des dispositifs en y as-
sociant la microfluidique, permettant
des analyses multiples simultanées
de plusieurs especes.

Anoter que le déplacement de 1a po-
sition delabande LSPR avecl'indice de
réfraction est faible et donc la plupart
du temps indétectable par 'ceil hu-
main. Toutefois, en modulant de ma-
niére intelligente la position initiale
delabande LSPR, il est possible de dé-
tecter a Loeil nu des déplacements de
quelques nanometres. Par exemple,
aux alentours de 500 nm, se produit
la transition du turquoise au vert. Sur
cette base, nous avons construit un
biocapteur opérant en phase liquide
sous forme de nanoparticules coeur-
coquille argent - or (Ag@Au) de
32+ 7nm de diametre sur lesquelles
ont été chimisorbés des anticorps di-
rigés contre l'enterotoxine A (Fig. 3b).
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La bande LSPR du bioconjugué ini-
tialement a 495 nm se déplace de
7 nm en présence de toxine ce qui
induit un changement de couleur de
l'orange au rouge détectable a I'ceil
nu. A contrario, I'ajout de toxine a
des nanoparticules coeur coquille
or —argent (Au@Ag) recouvertes d'an-
ticorps et présentant une bande LSPR
a 521 nm conduit aussi au méme dé-
placement sans détection visuelle [5].
Enfin, malgré la sensibilité remar-
quable atteinte par ces systemes en
solution, une transposition sur sup-
port solide avec des substrats nanos-
tructurés s’avere préférable au vu de
la complexité de manipulation des
solutions colloidales. De nombreux
dispositifs commerciaux sont actuel-
lement développés a cette fin, clest le
cas notamment du dispositif X-Nano
commercialisé par la société suédoise
Insplorion qui permet le suivi ciné-
tique des interactions biomoléculaires
sur des nanostructures dor immobili-
sées sur des puces en verre (Fig. 3c).

BIOCAPTEURS
COLORIMETRIQUES VISUELS
Dans cette catégorie entrent les sys-
temes analytiques a base de nanopar-
ticules métalliques dont le principe
de détection est basé sur un change-
ment de couleur détectable a I'ceil [7].
Deux mécanismes principaux le
régissent : (1) un changement de la
distance inter-particules (par agré-
gation, réticulation ou dispersion) ;
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Figure 4.
Mécanismes associés aux biocapteurs colorimétriques.

(2) un changement de taille, de forme
ou de composition des particules ré-
sultant de leur croissance ou de leur
abrasion « etching » (Fig. 4).
L'agrégation peut étre induite par
la reconnaissance entre le biorécep-
teur etla cible, typiquement pour les
aptameres dont le détachement des
nanoparticules au profit de la cible
déstabilise la suspension colloidale,
ce qui va induire de facto un déplace-
ment bathochrome de la bande LSPR
d au couplage des modes plasmons
qui se traduit, pour des particules dor
sphériques, par un changement du
rouge au bleu-violet (Fig. 4c). La dis-
tance inter-particules peut aussi étre
réduite selon un mécanisme de réti-
culation induit par la reconnaissance
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peut raisonnablement prévoir que
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veront une place de choix dans le dé-
veloppement de tests de diagnostic
au chevet du patient (point-of-care
testing, POCT). ©®
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