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Un nanopore artificiel est une ouverture de taille nanométrique faite dans un film mince synthétique 

(polymère ou inorganique). Aujourd’hui, la technologie du nanopore unique pour la détection de 

macromolécule, ou de nanoparticule est considérée comme l’une des avancées majeures dans le milieu 

des nanotechnologies depuis une vingtaine d’années. Parmi les applications potentielles le séquençage 

d’acide désoxyribonucléique (ADN) est la plus notable. Le succès dans ce domaine repose sur 

l’apparente simplicité des méthodes expérimentales. En effet, la détection de macromolécule est basée 

sur le principe du compteur Coulter. L’expérience consiste à enregistrer le courant induit par le transport 

ionique à travers un pore. La macromolécule est détectée grâce aux modifications de courant induites 

par son passage à travers le pore. Cette méthode d’analyse en temps réel permet d’entrevoir une large 

gamme d’application dans le domaine du diagnostic précoce dès lors qu’il sera possible de pouvoir 

discriminer avec un minimum d’erreur des cibles (protéines, amyloïdes, anticorps etc...) d’un mélange 

complexe (le sang) en un minimum d’étape de préparation (extraction simple du sérum par 

centrifugation). Bien que l’idée paraisse relativement simple, il est indispensable d’approfondir les 

recherches pluridisciplinaires dans les domaines de la biologie, la chimie et la physique. 

Le terme de nanopore s’inspire des canaux biologiques qui se situent dans la membrane cellulaire, et 

qui permettent le transport d’ions ou de molécules entre les milieux intra- et extra-cellulaires. Ces canaux 

protéiques jouent un rôle important dans de nombreux processus physiologiques puisqu’ils permettent 

le contrôle du flux d’ions et de molécules grâce à leurs sélectivités ou à leurs propriétés 

d’ouverture/fermeture, en réponse à un stimulus. Les nanopores uniques artificiels sont apparus il y a 

quinze ans, avec la capacité de fabriquer un nanopore unique dans des matériaux inorganiques ou 

polyméres. Ils présentent de nombreux avantages par rapport aux biologiques, tels que la robustesse, le 

contrôle du nombre de pores, et une longue durée de vie (plusieurs jours ou semaines). Toutefois, 

comparés à leurs homologues biologiques, les limitations des nanopores solides sont leur manque de 

sélectivité et de réponse aux stimuli extérieurs tels que le pH, la force ionique, les inhibiteurs, et les 

anticorps. Ainsi des améliorations en ce qui concerne les nanopores doivent être apportés. Leur 

fonctionnalisation de surface est une solution qui permet d’améliorer à la fois leur propriété de transport 

sélective afin d’obtenir des membranes à hautes performances ainsi que leur capacité de détection de 

biomolécules pour la réalisation de biocapteurs permettant la détection de molécules (cibles) à faible 

concentration (fmol L-1), en temps réel et/ou à l’échelle de la molécule unique. Bien que la plupart des 

recherches se soient focalisées sur le séquençage d’ADN, d’autres applications sont aussi étudiées, tels 

que la détection de protéines, d’amyloïdes ou la conception de membranes pour la séparation ionique 

ou  stimuli-répondantes. Plusieurs défis doivent être relevés pour améliorer les propriétés des 

nanopores : 

-  Eviter l’adsorption non-spécifique de biomolécules (en particulier les protéines) est 

indispensable pour développer des biocapteurs. 
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- Développer les systèmes nanopores stimuli-répondants, particulièrement intéressants pour de 

nombreuses applications comme la délivrance de médicaments ou la fabrication de plateforme 

de relargage contrôlés. 

Cette thèse s’intéresse à la conception et au développement de nanopores biomimétiques uniques 

synthétiques. Nos objectifs au cours de cette thèse ont été de fonctionnaliser des nanopores synthétiques 

uniques pour (i) limiter et éviter l’adsorption non-spécifique, (ii) obtenir des pores multifonctionnels 

répondant à plusieurs stimuli et réversibles, (iii) étudier l’influence de la modification de la surface sur 

le transport de macromolécules  

 
Figure 1: Synoptiques des objectifs attendus au cours de cette thèse 
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Ce manuscrit est organisé en cinq chapitres. Dans le premier chapitre, nous rappelons des généralités 

sur les nanopores. Est décrit ensuite le principe de la conduction ionique à travers un nanopore solide, 

ainsi que les bases fondamentales sur la détection de macromolécules à travers un nanopore synthétique. 

Puis sont décrites différentes techniques de modification et fonctionnalisation de surface. Nous donnons 

pour finir des exemples de nanopores biomimétiques et stimuli répondants. 

Le deuxième chapitre est consacré à la partie expérimentale, les différents matériaux et méthodes utilisés 

au cours de cette thèse. Nous décrivons les méthodes d’obtention d’un nanopore unique ainsi que les 

techniques de caractérisation, et les principes de mesure électrique. 

Le chapitre trois est consacré aux résultats et discussions concernant la fonctionnalisation de nanopores 

pour mimer des canaux biologiques stimuli-répondants. Nous décrivons deux méthodes de 

fonctionnalisation, utilisant des complexes avidine-biotine. La première est irréversible car utilisant des 

liaisons covalentes et la seconde est réversible grâce à des complexes polyélectrolyte-biotine. 

Le quatrième chapitre présente la détection de molécule à l’échelle unique par la technique de pulsation 

résistive. Le passage de brins de polynucléotides ou d’ADN à travers des nanopores ayant subi des 

modifications de surface est étudié. Nous nous sommes intéressés à l’influence de l’état de surface et de 

sa charge sur la capture de polynucléotides. 

Enfin dans le dernier chapitre, nous discuterons comment nous avons tenté de combiner les propriétés 

pour empêcher l’adsorption non-spécifique tout en étudiant le passage de longs fibrilles d’amyloïde de 

lysozyme. 

 

En conclusion, nous rassemblons l’essentiel de nos résultats et suggérons quelques perspectives 

concernant la suite des travaux. 
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Chapitre 1. 

Etude bibliographique 
 

 

 
Le travail réalisé au cours de cette thèse fait appel à des connaissances diverses. Ce premier chapitre a pour 

objectif d’introduire certaines notions fondamentales qui seront utiles dans les chapitres suivants. Il comporte 

cinq parties. 

Tout d’abord nous allons décrire les différents types de nanopores et la fabrication des nanopores solides. 

Ensuite nous nous intéresserons à la conduction ionique à travers un nanopore, et  nous décrirons les principes 

de détection de molécule à l’échelle unique par nanopore. Puis nous passerons en revue différentes techniques 

pour modifier et fonctionnaliser la surface. Nous présenterons quelques exemples de nanopores biomimétiques 

et stimuli-répondants.  
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1. Les nanopores 
Un nanopore est défini comme un pore ayant un diamètre de un à plusieurs centaines de nanomètres. Ce 

terme a été employé en premier pour les canaux biologiques. Ces derniers jouent un rôle crucial dans 

presque tous les mécanismes du vivant. Depuis plusieurs années, un intérêt croissant s’est développé 

pour fabriquer leurs analogues synthétiques. Dans cette thèse, nous nous sommes intéressés aux 

nanopores uniques « solides ». Ils ont l’avantage d’être un système optimal pour étudier les propriétés 

de transport de différents électrolytes simples ou complexes, et permettent de détecter le passage d’une 

molécule à l’échelle unique. 

1.1. Nanopores en biologie 

1.1.1. Canaux ioniques 

Les canaux ioniques sont majoritairement formés par des auto-assemblages de protéines pour former un 

pore dans les membranes cellulaires. Ils  sont omniprésents et jouent un rôle vital dans presque tous les 

processus physiologiques ayant lieu dans les organismes vivants. Les canaux ioniques sont des éléments 

pouvant être excitables, présents dans les membranes des cellules nerveuses, des muscles ou d’autres 

tissus. Ils produisent et transmettent des signaux électriques dans les cellules vivantes. Ils sont signes de 

vie, car les fonctions physiologiques telles que le stockage d’énergie, la transduction de signal dans les 

nerfs et les muscles pour communiquer à travers le système cellulaire dépendent fortement de la 

régulation et du transport des ions à travers les barrières des cellules.1 Les canaux ioniques biologiques 

stimulables s’ouvrent et se ferment en réponse à des stimuli externes, tel que le pH, la force ionique, la 

lumière, une différence de potentiel transmembranaire, etc... Leurs ouvertures/fermetures peuvent être 

étudiées par trois méthodes de mesures électriques : le courant ionique transitoire, les fluctuations de 

courant ionique, et les blocages de courant, qui sont dus aux changements de conformations à l’intérieur 

du pore. Les premiers à avoir étudié ces phénomènes furent Hodgkin et Huxley 2 en prenant comme 

modèle le potentiel d’action mesuré dans un axone géant de calmar. Ce modèle montre les changements 

de perméabilité en fonction du voltage pour différents ions. Il a été montré que les canaux ioniques ont 

un comportement permsélectif en ce qui concerne le transport d’ions (ex., Na+, K+, Ca2+ ou Cl ̄ ).3-6 Ils 

peuvent également faciliter le flux d’eau et d’autres molécules organiques telles que des médicaments, 

des nutriments ou des toxines à travers les membranes biologiques. Une autre catégorie de pore 

protéique comprend, des antibiotiques peptidiques tels que la gramicidine (Figure 2e) et l’alamethicine. 
7,8 

1.1.2. Alpha-hémolysine, aérolysine, OmpG, MspA 

Parmi les différents canaux biologiques, l’α-hémolysine (αHL) est le plus largement et fréquemment 

utilisé dans les analyses nanopores. L’α-hémolysine (Figure 2a) est une toxine sécrété par le 

Staphylococcus aureus. C’est un pore protéique de structure heptaédrique, qui est formé de l’auto-
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assemblage de sept monomères identiques.9 Le pore d’αHL a été utilisé en tant que capteur hautement 

sensible pour la détection et le séquençage de molécules à l’échelle unique, i.e., ADN.10,11 Elle présente 

un vestibule et un tube constitué de feuillet β. La longueur de son canal est 10 nm, son diamètre est de 

2,6 nm. 

Un autre pore provenant d’une toxine, l’Aeromonas hydrophila, une bactérie Gram-négative, est 

l’aérolysine (Figure 2b). C’est un pore heptamèrique, il n’a pas de vestibule et sa charge nette est 

hautement négative, (Z = −52 e). La longueur du canal est 10 nm, et son diamètre est estimé entre 1 et 

1,7 nm.12  Elle a été utilisée pour étudier le repliement de petites protéines,13,14 et la structure de 

peptides.15 

D’autres pores biologiques utilisés à des fins de détection proviennent de porines.16 Un premier exemple 

est la porine OmpG (Figure 2c) qui est composée d’une seule chaine peptidique. Elle se trouve dans la 

membrane extérieure de la bactérie Gram-négative, son intérêt provient du fait qu’il est plus facile 

d’effectuer une mutation en un seul point, comparée à l’αHL qui est un multimère.  

La MspA (Figure 2d) est une autre porine provenant de Mycobacterium smegmatis.17 Le pore de MspA 

possède une courte et fine constriction dans son canal  qui permet le séquençage d’ADN. La longueur 

de son canal est 9,6 nm, elle possède un vestibule de 9 nm de diamètre et le diamètre de la constriction 

est 1,2 nm.18,19  

 
Figure 2: Exemples de différents canaux ioniques: a. α-hémolysine, b. aérolysine, c. OmpG, d. MspA, e. 

gramicidine A  

Les nanopores biologiques peuvent être insérés dans des bicouches lipidiques. Ils sont préparés de façon 

reproductible et ont donc prouvé leurs valeurs ajoutées pour nombres d’applications intéressantes en 
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nano/biotechnologie telles que pour la détection et la manipulation de molécule unique. Cependant, la 

fragilité des bicouches phospholipidiques, qui dépend de paramètres extérieurs tels que le pH, la 

température, la concentration en sel, etc… limitent leurs utilisations. De plus, dans la plupart des cas, 

les protéines doivent être produites à façon. Cette production est onéreuse, car elle ne peut pas être 

effectuée à grande échelle. C’est probablement pour cela que les nanopores synthétiques fabriqués dans 

des matériaux solides et peu couteux, intéressent tant les chercheurs. 

1.2. Les nanopores solides 
En s’inspirant des structures, propriétés, et modes de fonctionnement des pores biologiques, de 

nombreux chercheurs essayent toujours de comprendre les mécanismes d’ouverture/fermeture et de 

permsélectivité caractéristiques des membranes biologiques. Pour ce faire, des nanopores artificiels sont 

fabriqués dans de nombreux matériaux organiques ou inorganiques.20-23 Les nanopores solides tout 

comme ceux biologiques sont des ouvertures de tailles nanométriques, qui sont formées dans des films 

minces synthétiques de quelques nanomètres à plusieurs micromètres d’épaisseur. Les nanopores 

synthétiques ont de nombreux avantages comparés aux biologiques tels que leur stabilité, des 

dimensions modifiables (taille et forme), la possibilité de les intégrer dans des systèmes nano-fluidiques, 

leurs facilité d’utilisation et leur coût. Ils peuvent également posséder des propriétés telles que des 

ouvertures/fermetures induites par des stimuli, et des permsélectivités semblables à celle des pores 

biologiques. Ils ont à l’échelle de la membrane (multipores), des applications telles que la délivrance de 

médicaments, l’hémodialyse, la régénération de tissus et la bio-capture.23-27 La polyvalence des 

technologies nanopores permet d’obtenir des biocapteurs fiables, avec des prix abordables, qui peuvent 

être produits en série avec des capacités de détection à l’échelle de la molécule unique. De plus, cette 

technologie permet une analyse en parallèle, et de haute précision, de brins d’ADN, de protéines ou de 

nanoparticules. Ce chapitre se concentre sur le développement de nanopore dans des membranes 

synthétiques et les avantages et les challenges associés à cette technologie.  

1.2.1. Matériaux pour la fabrication de nanopores 

En fonction des conditions nécessaires pour chaque application spécifique, divers matériaux peuvent 

être sélectionnés pour préparer des nanopores: 

- nitrure de silicium (SiN),28  

- dioxyde de silicium (SiO2),29  

- oxyde d’aluminium (Al2O3),30  

- nitrure de bore,(BN)31  

- graphène,32,33  

- membranes polymères.(PET, PVDF, PC, PI, etc…)34  

Les nanopores obtenus dans des semi-conducteurs, tels que les nitrures de silicium ont été largement 

étudiés en visant des applications de séquençages d’ADN.20,22,35,36  
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Les films polymères en polyéthylène téréphtalate (PET), polyimide (PI), polycarbonate (PC), etc... sont 

utilisés pour préparer de nombreuses formes de nanopores grâce à l’utilisation de la technique de la trace 

attaquée.37-41  

Les matériaux composites ont la possibilité de combiner les avantages des différents matériaux. Par 

exemple, un pore asymétrique métal-polymère est stable, il possède des propriétés chimiques et 

structurales permettant des modifications grâce à des molécules fonctionnelles pour obtenir un système 

nanopore complexe.42-44 Les systèmes hybrides biologiques/solides ont un fort potentiel pour des 

applications en biotechnologie.8,45-51   

 

En fonction du matériau, différentes méthodes de fabrication des nanopores sont utilisées comme : 

- la technique de la trace attaquée,34  

- la pulvérisation cathodique basée sur un faisceau d’électron,29  

- la sonde ionique focalisée,28  

- la technique de l’ablation par laser,52  

- la lithographie par faisceau d’électron,53  

- la microscopie par ion d’hélium,54  

- ou encore le claquage diélectrique.55,56  

Avec le développement des technologies de micro-fabrication, les nanopores peuvent être produit en 

séries. 

1.2.1.1. Nanopores en polymères  

Les nanopores faits dans des films polymères, (polyéthylène téréphtalate (PET), polycarbonate (PC) et 

poly-imide (PI)) sont obtenus par la technique de la trace attaquée.57-59 Cette technologie permet 

d’obtenir des canaux extrêmement homogènes dans un matériau polymère. Elle se base sur les principes 

suivants, quand un ion lourd traverse le film, son énergie est dissipée le long de sa trajectoire, il crée une 

zone endommagée : la trace latente. Ensuite en utilisant la solution appropriée, la trace peut être révélée, 

ce qui permet la formation du pore. En ajustant les conditions de l’attaque chimique, tels que le temps 

d’attaque, la température, et la concentration en solution alcaline, nous pouvons contrôler la taille et la 

forme du pore. L'irradiation et l'attaque sont les deux étapes de synthèse des nanopores, mais seule 

l'étape de l'attaque en détermine la géométrie. (Figure 3) Si la solution de révélation est présente des 

deux côtés, l'attaque est dite symétrique, le nanopore sera cylindrique.  

Le principe de l'attaque réside dans le fait que la solution de révélation n'attaque pas le polymère à la 

même vitesse dans le volume et dans la trace, laissé par l'ion lourd. A ce niveau, le polymère sera 

d’autant plus fragilisé, que l’énergie de l’ion traversant le film est importante par rapport à l’épaisseur 

du film. Cela aura pour conséquence que la matière sera plus vite rongée. Pour ce type d’attaque, nous 

considérons un modèle à deux vitesses, v˫ est la vitesse dans le volume et v// dans la trace. La (Figure 4) 

décrit les relations entre R, le rayon du côté de l'attaque, l'angle α, v˫ et v//. 
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Figure 3 : Principe de la technique de la trace attaquée 

La forme géométrique de l’attaque chimique est donc un cône, de demi-angle α, déterminé, par le rapport 

entre v// et v˫. Plus la trace est fragilisée, plus v// est grand devant v˫, et plus le pore aura une forme 

cylindrique parfaite. 

 
Figure 4 : Schéma d’une coupe transversale du film polymère lors de l'attaque 

Il est également possible d’obtenir un nanopore conique, en effectuant l’attaque chimique seulement 

d’un côté du film, et en mettant une solution qui neutralise la première de l’autre côté du film. 

L’ouverture large est appelée « base », et la plus petite « tip ». Pour ralentir le processus d’attaque, un 

voltage peut être appliqué, qui permetde contrôler l’ouverture en mesurant le courant. Il est appliqué de 

telle manière que les ions négativement chargés sont attirés du coté tip.58 Les méthodes de préparation 

pour les nanopores fabriqués par la technique de la trace attaquée en polymères ont été étudiées et 

décrites en détails.37,39,41,58,60,61  

Surface avant attaque

Surface après attaque

R

α
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Des nanopores en forme de cigares ou semi-cigares peuvent également être produits grâce à l’utilisation 

de surfactants.39,62 Durant le processus d’attaque  du film (PET, PI, ou PC), des groupements 

carboxylates chargés sont créés à la surface interne du nanopore.60  

1.2.1.2. Nanopores en SiN et SiO2 

Les films en SiN et SiO2 ont été largement utilisés grâce à leur faible stress mécanique et leurs hautes 

stabilités chimiques.28,29,53 Ils sont souvent fabriqués par dépôt chimique de SiN ou SiO2, en phase 

vapeur à haute température (800°C), sur un substrat de silicium. La photolithographie et la gravure en 

solution (« reactive ion » ou « wet etching ») sont utilisées pour ouvrir une fenêtre de taille 

micrométrique sur le substrat. Ensuite un faisceau d’ions ou d’électrons est utilisé pour éjecter les atomes 

hors de la surface de SiN pour former un trou en son centre. (Figure 5) Le diamètre du nanopore peut 

être contrôlé précisément.29,63  Une autre technique de fabrication est basée sur l’utilisation d’un fort 

champ électrique pour contrôler le claquage diélectrique («dielectric breakdown»). Cette méthode est 

simple, peu coûteuse, et ne nécessite pas d’instrument lourd. Elle permet d’obtenir des nanopores créés 

directement en solution aqueuse, ce qui en facilite l’utilisation, et augmente le taux de nanopores 

utilisables car il n’y a plus de problème de remplissage.55,56,64  

La plupart des films en SiN utilisés pour des applications nanopore ont généralement une épaisseur 

inférieure à 100 nm.20 Les nanopores en SiN et SiO2 ont servis à étudier le passage d’un brin d’ADN 

unique à travers le pore. Les premières traces de courant indiquant le passage d’ADN simple brin dans 

un nanopore solide en SiN ont été mesurées en 2001.28 Aujourd’hui, le séquençage grâce à un nanopore  

solide n’a pas encore été démontré. 

 
Figure 5: Processus de fabrication pour un nanopore en SiN, dépôt chimique en phase vapeur (CVD), puis 

gravure ionique réactive (RIE), puis formation du nanopore par faisceau d’ions ou d’électrons (FIB ou 

TEM) 

 

1.2.1.3. Nanopores en oxyde métalliques 

Il est possible d’obtenir ces pores par plusieurs méthodes. Le dépôt par couche atomique (ALD) peut 

être utilisé pour déposer de l’Al2O3, ZnO, TiO2, HfO2 sur un pore déjà formé. 65-69  Ces matériaux 
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possèdent d’excellentes propriétés électriques et mécaniques. Le faisceau d'ions focalisés (FIB) ou la 

microscopie électronique en transmission (TEM) peuvent être utilisé pour la formation du nanopore 

dans les films minces d’oxyde métallique.30,68,70 L’intérêt des nanopore en Al2O3, comparé au nanopore 

en SiO2 et SiN, provient de meilleures performances électriques, et d’un rapport signal sur bruit plus 

élevé lors du passage de molécules à travers le pore.30,71 Le passage de l’ADN à travers un nanopore en 

Al2O3 est moins rapide que s’il est en SiN, ceci étant attribué aux interactions électrostatiques entre la 

charge de surface positivement chargée et les molécules d’ADN négativement chargées.30 

1.2.1.4. Nanopores en matériaux 2D 

Bien que les nanopores solides fabriqués dans des films minces de semi-conducteur aient été largement 

utilisés pour l’étude du passage de protéines et d’ADN, ils ne possèdent pas de résolutions spatiales 

suffisantes pour obtenir des informations sur les macromolécules à l’échelle des constituants (acides 

aminées, ou nucléotides uniques). Les mono-feuillets de graphène, composés d’une seule couche 

atomique de carbones avec des propriétés électriques et mécaniques remarquables, peuvent être utilisés 

comme une alternative aux membranes traditionnelles.33,72-74  Les mono-feuillets en nitrure de bore (BN) 
31,75,76 et en disulfure de molybdène (MoS2 ~ 0.7 nm)77,78 ont également été étudiés pour leur résolution 

spatiale.  

Les nanopores peuvent être fabriqués dans une monocouche suspendue, grâce à une exposition contrôlée 

à un faisceau d’électron grâce à un TEM.79 L’avantage de l’utilisation de ces nanopores est donc que 

leur épaisseur est minime (graphène ~ 0.335 nm), et est équivalente à la distance entre deux bases dans 

une chaine d’ADN.80 La différence fondamentale entre le graphène et le MoS2, est que l’ADN s’adsorbe 

sur le graphène ce qui peut entrainer l’occlusion du pore. Ceci n’est pas le cas avec le MoS2, mais ce 

dernier est plus épais que le graphène, trois atomes d’épaisseur au lieu de un, ce qui peut entrainer des 

limitations quand à la détection à l’échelle atomique. 

1.2.1.5. Nanopores hybrides biologiques/artificiels 

La plupart des expérimentations utilisant des nanopores se concentrent sur ceux biologiques81 et 

artificiels.20 Les nanopores biologiques offrent une structure précise à l’échelle atomique,9 et peuvent 

être modifiés.82 Les nanopores solides offrent la longévité, et le contrôle sur la taille et la forme,29 et sont 

également plus facile à intégrer dans des systèmes de «lab on a chip». Cependant, chaque type de 

nanopore a d’importantes limites, les nanopores biologiques sont difficiles à intégrer dans ce type de 

systèmes car ils s’appuient sur les délicates couches phospholipidiques. Les nanopores solides manquent 

de sélectivité. Ces limites peuvent être dépassées grâce à une stratégie qui combine les propriétés, à la 

fois des pores biologiques et synthétiques en insérant un nanopore biologique, l’α-hémolysine (αHL) 

dans un pore solide. Une première stratégie utilise un nanopore en SiN de 20 nm d’épaisseur, formé par 

TEM pour obtenir des diamètres de l’ordre de 2,4-3,6 nm, proche du diamètre du  tube-β de l’alpha-

hémolysine. Un mutant d’alpha-hémolysine est modifié avec un double brin d’ADN de 3000 paires de 
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bases, attaché grâce à une oligomère de 12 nucléotides sur une des protéines. Ce dernier est conduit 

électro-phorétiquement à travers le nanopore solide. L’insertion a été démontrée du fait qu’après celle-

ci, la conductance diminue jusqu’à une valeur en adéquation avec celle obtenue pour l’αHL dans les 

bicouches lipidiques. Enfin cette structure hybride, s’est montrée durable et robuste.46 La seconde 

stratégie consiste en l’insertion directe d’αHL non-modifiée, à l’entrée d’un nanopore de fort rapport 

d’aspect hydrophobe. Pour ce faire un nanopore d’environ 75 nm de diamètre et 13 μm de long est 

fabriqué par la technique de la trace attaquée. Ce pore est ensuite réduit par ALD en alternant des 

bicouches Al2O3/ZnO, puis subit une exposition à l’ hexamethyldisilazane (HMDS) pour couvrir la 

surface du nanopore avec des fonctions –Si(CH3)3. Le diamètre final obtenu est d’environ 5,4 nm. 

L’insertion a été démontrée car quand des homo-polynucléotides sont insérés en solution avec le 

nanopore natif, il n’y a aucun signe de leurs passages à travers le pore, mais quand ils sont introduits, 

après l’insertion de l’αHL, des évènements dus à leur passage sont observés. Il a été démontré que dans 

ce pore, l’αHL conserve ses propriétés de discrimination envers les polynucléotides et augmente le 

temps de passage de ces derniers du au long canal dans lequel la protéine est insérée. Donc une αHL 

peut être insérée dans un nanopore solide et conserver ses propriétés intrinsèques.45 

En utilisant une méthode similaire à celle de l’insertion d’αHL, décrite par Hall et al.46 l’équipe de 

Keyser a réussi à insérer un nanopore en origami d’ADN, dans un nanopore solide en SiN de 13 à 18 

nm de diamètre et 30 nm d’épaisseur.83 Les origamis d’ADN sont en forme d’entonnoir, avec l’ouverture 

la plus petite de 7,5 x 7,5 nm où est attaché un double brin d’ADN de 2300 paires de bases, pour aider 

à la capture dans la meilleure orientation. Un voltage est appliqué pour amener l’origami dans le 

nanopore. Cette capture est parfaitement contrôlable et réversible. Une autre stratégie utilise un nano-

feuillet fait par origami d’ADN (épaisseur 6nm, ouverture adaptable), déposé électriquement à la surface 

d’un nanopore en SiN de diamètre 18-25 nm et d’épaisseur 50 nm.84  

Une membrane hybride a également été fabriquée en utilisant un film mince en polycarbonate de 5 μm 

d’épaisseur et de 15 nm de diamètre dans laquelle sont insérés des canaux ioniques de gramicidine A 

(gA).8 Bien que les membranes obtenues ne présentent pas les mêmes propriétés que la gA insérée dans 

une bicouche phospholipidique, elles présentent des propriétés de sélectivité intéressante puisqu’elles 

sont perméables aux cations tout en étant imperméable aux protons.51,85  

Les nanopores synthétiques peuvent également être recouvert d’une bicouche lipidique fluide pour 

contrôler le passage des protéines à travers un nanopore et limiter l’adsorption non-spécifique.48 

L’épaisseur et la chimie de surface peuvent être contrôlées grâce à l’utilisation de différents lipides. 

L’équipe de Bashir a utilisé une technique de fusion de vésicules pour former une bicouche lipidique 

avec une haute impédance sur un nanopore unique en Al2O3.50 
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2. Conduction ionique à travers un nanopore solide 
Les nanopores permettent de détecter en temps réel des biomolécules par mesure des perturbations du 

courant ionique. De ce fait, il est indispensable de bien comprendre le transport des ions à l’intérieur 

d’un nanopore, notamment s’il est chargé 

2.1. Double couche électrique 

  
Figure 6: Modèle de Gouy-Chapman-Stern d’une interface solide-électrolyte, avec le potentiel de 

distribution correspondant, avec z la distance à la paroi. Le solide est une surface chargée négativement 

(Ψs) avec un potentiel de surface négatif. Le plan interne d’Helmholtz (Ψi) est constitué de co-ions et de 

contre-ions non hydraté. Le plan externe d’Helmholtz (Ψd) est constitué uniquement de contre-ions 

hydratés. La couche diffuse est définie après les plans d’Helmholtz. Au niveau du plan de glissement, le 

potentiel ζ peut être étudié expérimentalement, et comme la distance entre plan externe d’Helmholtz et le 

plan de glissement est négligeable dans la plupart des cas, le potentiel ζ est habituellement égal à Ψd. Adapté 

de Schoch, et al.86 

 

Dans le cas d’un pore chargé, une région riche en contre-ions se crée dans le liquide à l’interface solide 

pour maintenir l’électroneutralité. Cette région est appelée double couche électrique (« Electrical 
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Double Layer » EDL) car elle est idéalement constituée de charges opposées, certaines sont dites 

« fixes » et d’autres « mobiles ». (Error! Reference source not found. et Figure 7) 

 
Figure 7 : Double couche électrique (EDL), en bleu, pour de fortes forces ioniques, celle –ci est fine, ce qui 

permet aux co-ions et aux contre-ions de passer à travers le pore. A faible force ionique, l’épaisseur de 

l’EDL augmente, ce qui rend le pore sélectif aux contre-ions  

L’EDL est une région de longueur finie où la charge de surface est écrantée par un nuage de contre-ions 

diffus.87 La longueur de Debye est généralement décrite par la théorie de Poisson-Boltzmann.88 Elle 

caractérise l’épaisseur de l’EDL. Il est intéressant de noter, que cette longueur est indépendante de la 

charge de surface, et dépend seulement de la concentration en ions. (Figure 7) Cependant dans le cas 

limite d’une solution sans sel, l’épaisseur de la couche diffuse est fixée par la longueur de Gouy–

Chapman. En optimisant les propriétés du fluide à l’intérieur du nanopore, l’EDL va affecter la réponse 

du système sous champ électrique. Ensuite, un comportement spécifique est attendu quand les couches 

de Debye se superposent dans le nanopore. Ce phénomène influe fortement sur le transport du flux 

d’ions, en particulier le phénomène d’enrichissement ou d’exclusion des ions.89 Ils jouent un rôle sur la 

permsélectivité,89, les diodes nanofluidiques,90,91 ou le transport d’ions dominé par la charge de surface, 

c’est à dire à faible force ionique.92  

La distribution de potentiel proche d’une surface chargée doit être considérée : 

𝜇𝜇𝚤𝚤�  =  𝜇𝜇𝚤𝚤� +  𝑧𝑧𝑖𝑖𝐹𝐹𝐹𝐹 = 𝜇𝜇𝚤𝚤0� + 𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅 �𝛾𝛾𝑎𝑎𝑐𝑐𝑖𝑖
𝑐𝑐0
�+  𝑧𝑧𝑖𝑖𝐹𝐹𝐹𝐹      (éq 1.1) 

où 𝜇𝜇𝚤𝚤�  est le potentiel chimique, F est la constante de Faraday, ψ est le potentiel électrique due à la charge 

de surface, 𝜇𝜇𝚤𝚤0� est le potentiel chimique standard de l’ion i à pression et température constantes, R est la 

constante des gaz parfait, T est la température, γa est le coefficient d’activité, ci est la concentration 

molaire en ion i, et c0 est la molarité standard à 1 mol L-1, z est la distance par rapport à la surface. 

L’équation générale de Poisson décrit la répartition du potentiel électrique de surface dans la solution 

ionique :93  

∇2𝐹𝐹 =  𝑑𝑑
2𝜓𝜓
𝑑𝑑𝑧𝑧2

=  − 𝜌𝜌
𝜀𝜀0𝜀𝜀𝑟𝑟

          (éq 1.2) 

Forte force ionique Faible force ionique
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où ρ est la densité volumique de charge de tous les ions présents au voisinage de la surface, ε0 la 

permittivité diélectrique du vide et εr la permittivité relative du milieu, z est la direction normale à la 

surface. 

De ces deux premières équations, l’équation de Poisson-Boltzmann complète est obtenue. Elle décrit 

comment le potentiel électrostatique dû à la distribution des atomes chargés varie dans l’espace : 

∇2𝐹𝐹 =  𝑑𝑑
2𝜓𝜓
𝑑𝑑𝑧𝑧2

=  − 𝑒𝑒
𝜀𝜀0𝜀𝜀𝑟𝑟

∑ 𝑅𝑅𝑖𝑖∞𝑧𝑧𝑖𝑖exp [−𝑧𝑧𝑖𝑖𝑒𝑒𝜓𝜓(𝑧𝑧)
𝑘𝑘𝑏𝑏𝑇𝑇

]𝑖𝑖        (éq 1.3) 

où 𝑅𝑅𝑖𝑖∞ est la densité de volume en solution (bulk), kB est la constante de Boltzmann et la conversion e/kB 

= F/R est appliquée.  
Cette équation peut être résolue analytiquement si l’on fait l’hypothèse que le potentiel est très faible 

dans l’EDL (< 25,7 mV). La relation e-α = 1 – α, si α est petit, est utilisé pour simplifier l’équation (1.3). 

L’approximation de Debye-Hückel est:  

∇2𝐹𝐹 =  𝑑𝑑
2𝜓𝜓
𝑑𝑑𝑧𝑧2

=  𝜅𝜅2𝐹𝐹(𝑧𝑧)         (éq 1.4) 

où 

𝜅𝜅 = � 𝑒𝑒
2 ∑ 𝑛𝑛𝑖𝑖

∞𝑧𝑧𝑖𝑖
2

𝑖𝑖
𝜀𝜀0𝜀𝜀𝑟𝑟𝑘𝑘𝐵𝐵𝑇𝑇

�
1/2

          (éq 1.5) 

où κ est le paramètre de Debye-Hückel et dépend essentiellement de la densité de volume en 

solution 𝑅𝑅𝑖𝑖∞. Le potentiel diminue exponentiellement dans la couche diffuse avec la distance 

caractéristique donnée par la distance de Debye λD = κ-1. Cette valeur correspond à l’épaisseur de l’EDL 

qui augmente avec la diminution de la concentration en sel. Pour un électrolyte symétrique zi : zi avec 

une concentration ci à 25°C, la valeur de la longueur de Debye (m), peut être exprimée : 

𝜆𝜆𝐷𝐷 =  3.04 × 10−10

𝑧𝑧𝑖𝑖�𝑐𝑐𝑖𝑖
= 2.15×10−10

�𝐼𝐼𝑠𝑠
        (éq 1.6) 

où la force ionique Is est  

𝐼𝐼𝑠𝑠 =  1
2
∑ 𝑐𝑐𝑖𝑖𝑧𝑧𝑖𝑖2          (éq 1.7) 

L’influence du potentiel électrique de surface peut être considérée comme nulle au-delà de 3 λD. 

2.1.1. Perm-sélectivité 

Il a été montré,89 que les nano-canaux présentent une perméabilité sélective pour le transport d’ions 

diffusif. En effet, les ions de même charge que la surface (co-ions) ont une plus faible perméabilité à 

travers le canal. 

Le transport spécifique de charge est une conséquence directe du recouvrement de la longueur de Debye. 

La diffusion effective Deff est définie comme :89  

𝐽𝐽± =   − 𝐷𝐷𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒
𝛥𝛥𝜌𝜌
𝐿𝐿

         (éq 1.8) 

où J est le flux d’ions par unité de surface, ρ la densité des ions. D et μ sont liés par la relation d’Einstein, 

D = μkBT. Pour simplifier, un seul sel composé d’ions monovalents est considéré. 
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2.1.2. Pré-concentration 

Une autre conséquence du recouvrement de la longueur de Debye, est le phénomène de pré-

concentration.94,95 Au lieu d’avoir une diminution de la concentration comme précédemment, c’est une 

diminution du voltage qui apparaît le long du pore. Comme précédemment un point majeur provient du 

fait que les ions de signe opposé à la charge de surface, les contre-ions, sont plus facilement transportés 

que les co-ions. Un enrichissement en ions d’un coté du pore et une déplétion de l’autre est alors observé.  

2.1.3. Transport interfacial : flux électro-osmotique 

L’EDL est à l’origine de divers phénomènes électrocinétiques, comme l’électro-osmose, et le courant 

d’écoulement. Ces phénomènes découlent de la dynamique des ions à l’intérieur de l’EDL. 

L’électro-osmose (EO) est le phénomène lorsque le flux du liquide est induit par un champ électrique. 

Dans sa forme la plus simple, la vitesse du flux vf au-delà de l’EDL dépend linéairement du champ 

électrique appliqué E, d’après l’équation de Smoluchowski :96 

𝑣𝑣∞ =  −  𝜀𝜀𝜀𝜀
𝜂𝜂

 𝐸𝐸           (éq 1.9) 

où ε est la constante diélectrique, η la viscosité et ζ le potentiel électrostatique.  

2.2. Transport ionique dans les nanopores 
Dans cette partie, nous allons discuter des effets de la conductivité ionique dans les nanopores. La 

conductivité d’une solution d’électrolyte simple dans un nanopore cylindrique, est basée sur l’analogie 

avec un circuit électrique, elle peut être considérée comme une résistance au courant ionique. La 

conductance d’un nanopore peut être mesurée grâce à un électrolyte monovalent, généralement du KCl, 

ou NaCl en plaçant le nanopore entre deux réservoirs isolés électriquement. La conductance, G, est par 

définition le courant ionique en fonction du voltage appliqué. Elle dépend du nombre des porteurs de 

charges libres en solutions. Dans une solution considérée comme infiniment diluée (bulk), il est donc 

attendu que G soit proportionnelle à la concentration en sel κb (conductivité ionique). Dans un nanopore, 

les charges apportées par la surface amène une contribution supplémentaire à la conductance. Le nombre 

de porteurs de charges de la solution par rapport à la surface est caractérisé par la longueur de Debye. 

Cette longueur décrit la compétition entre la conductance de la solution et de la surface. La conductance 

de surface est donc supposée dominer sur la conductance en solution pour des nanopores de rayons 

inferieurs à la longueur de Debye. L’amplitude de l’effet de la conductance de surface est donc amplifiée 

dans les petits canaux et/ ou à basse concentration en sel. 

Expérimentalement, la conductance suit deux régimes. La contribution de la surface sur la conductance 

s’apparente à un plateau de conductance pour de très faibles concentrations en sel, lorsque la longueur 

de Debye est comparable au diamètre du pore. (Figure 8) Ce plateau provient des porteurs de charges 

apportés par la charge de surface, ce nombre étant indépendant de la concentration en sel en solution.92 

Cet effet est expliqué par un excès de contre-ions mobiles dans le nanopore, qui équilibre la charge de 

surface pour maintenir l’électroneutralité.  
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Ce comportement est observé pour à la fois les nanopores chargés97 mais également pour des pores qui 

n’ont à priori pas de charges de surfaces.98 

 

 
Figure 8 : Schéma du comportement de la conductance d’un nanopore en fonction de la concentration en 

électrolyte 1:1 (de type NaCl ou KCl). L’impact de la densité de surface de charge ζ, de la hauteur L, de 

largeur d et de la longueur D du nanopore sur sa conductance.  

Quand la concentration est supérieur à 3 λD, la conductance dans le nanopore est assimilée à celle de la 

solution « bulk » :  

G𝑏𝑏 = 𝜅𝜅𝑏𝑏
𝜋𝜋𝑅𝑅2

𝐿𝐿
           (éq 1.10) 

 

Gb est la conductance (en S), R le rayon (en m) et L la longueur (en m) du nanopore. Κb est la conductivité 

de la solution ionique (en S m-1). Il convient à ce point de citer la résistance dite « d’accès ».99 Il s’agit 

d’une résistance due à l’encombrement à l’entrée du nanopore, qui ne peut pas être expérimentalement 

négligée dans les nanopores de faible rapport d’aspect (SiN, matériaux 2D, ...) : 

R𝑎𝑎𝑐𝑐𝑐𝑐 = 1
2𝜅𝜅𝑏𝑏𝑅𝑅

           (éq 1.11) 

La conductance dans le cas d’un nanopore chargé peut être décrite par (éq 1.12). Elle permet de prendre 

en compte le courant induit par la charge de surface du nanopore à faible concentration et la réduction 

du diamètre du pore.  

G = 𝜋𝜋𝑅𝑅2

𝐿𝐿
𝜅𝜅𝑏𝑏 + 𝜇𝜇±

𝜋𝜋𝜎𝜎𝑠𝑠𝑅𝑅
2𝐿𝐿

         (éq 1.12) 

Shimizu et al. ont proposé une variante permettant de prendre en compte la réduction du diamètre du 

pore par les effets d’exclusion de Debye en définissant un rayon apparent (R- λD). 100 : (éq 1.13) 
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G = 𝜋𝜋(𝑅𝑅−𝜆𝜆𝐷𝐷)2

𝐿𝐿
𝜅𝜅𝑏𝑏 + 𝜇𝜇±

𝜋𝜋𝜎𝜎𝑠𝑠𝑅𝑅
2𝐿𝐿

        (éq 1.13) 

Récemment, une approche hybride a été développée par Balme et al.,98 pour étudier les données 

expérimentales d’un nanopore à priori non chargé: 

𝐺𝐺ℎ𝑦𝑦𝑏𝑏  =  𝜋𝜋𝑅𝑅2𝜅𝜅ℎ𝑦𝑦𝑏𝑏
𝐿𝐿

           (éq 1.14) 

𝜅𝜅ℎ𝑦𝑦𝑏𝑏 = 𝑒𝑒2𝑐𝑐𝑠𝑠(𝜇𝜇+ + 𝜇𝜇−)�1 + � 𝜎𝜎
𝑒𝑒𝑅𝑅𝑐𝑐𝑠𝑠

�
2

+ 𝑒𝑒|𝜎𝜎|
𝑅𝑅

(𝜇𝜇+ − 𝜇𝜇−) + 𝜎𝜎2

2𝜂𝜂
𝑓𝑓(𝜎𝜎∗)   (éq 1.15) 

où e est la charge élémentaire, cs est la concentration en solution (bulk),  µ est la mobilité ionique, (µ+ 

pour les cations monovalents, µ- pour les anions monovalents) R le rayon du pore, σ est la densité de 

charge de surface, σ* est la charge de surface sans dimension (éq. 1.16), et f(σ*) est une fonction 

monotone décroissante qui décrit les corrections pour de large σ* pour la partie advective de l’équation 

homogène de l’approximation de  « Good Co-ion Exclusion » (GCE). 

𝜎𝜎∗ = 𝜋𝜋𝑅𝑅𝐵𝐵𝑅𝑅
𝜎𝜎
𝑒𝑒
          (éq 1.16) 

où lB est la longueur de Bjerrum. 

Dans cette approche, le premier terme de l’équation (1.15) prend en compte la longueur de Debye et 

l’advection, la deuxième partie correspond au GCE, et la troisième est liée à l’électro-osmose. 

La longueur de glissement peut-être aussi considérée : 

𝜅𝜅𝑠𝑠𝑠𝑠𝑖𝑖𝑠𝑠 = 𝜅𝜅ℎ𝑦𝑦𝑏𝑏 + 𝛿𝛿𝜅𝜅𝑠𝑠𝑠𝑠𝑖𝑖𝑠𝑠 = 𝜅𝜅ℎ𝑦𝑦𝑏𝑏 + 2𝜎𝜎2𝑏𝑏
𝜂𝜂𝑅𝑅

       (éq 1.17) 

avec b la longueur de glissement, σ la densité de charge de surface e fonction de R, et η est la viscosité 

de l’eau à 25ºC. 

2.3. Rectification du courant ionique 
Les pores précédemment décrits sont symétriques et leurs courants mesurés pour des voltages de mêmes 

amplitudes mais avec des polarités différentes, ont les mêmes valeurs absolues. Dans certains cas, les 

courbes I-V correspondant à la conductance d'un pore ne sont pas linéaire et sont similaires aux diodes 

ioniques. Ceci est le cas pour des pores ayant des géométries asymétriques ou des discontinuités de 

charges de surface. (Figure 9) Ce phénomène d'asymétrie est appelé rectification de courant.  

La sélectivité ionique est définie pour évaluer les performances d’un nanopore sur le control du flux 

ionique.101,102 Les effets des rectifications de courant sont observés grâce aux courbes de courant-voltage 

(I-V) asymétriques. Certaines expériences ont montré que la paroi du pore pouvait causer des 

phénomènes de rectification mesurables. Ce comportement de diode indique qu’il y a un sens 

préférentiel du flux ionique.103 Il a été démontré que les nanopores coniques cation-sélectifs rectifient le 

courant de manière préférentielle depuis le petit côté vers la grande ouverture du pore.104 Cette 

rectification ionique dans les nanopores artificiels a été décrite par plusieurs mécanismes, tels que le 

modèle électrostatique basé sur un «rocking ratchet» et un piège électrostatique91,103,104, le modèle de 

Woermann,105,106 la description quantitative du courant ionique à travers un nanopore grâce aux 
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équations de Poisson et de Nernst-Planck,107,108 et un modèle électrostatique basé sur la théorie poly-

électrolytique.109 Tous les modèles de rectification de courant sont basés sur les interactions des ions, 

passant à travers des nanopores, avec les charges de surface du pore. Les modèles de Cervera et al. Et 

Woermann donnent des interprétations physiques similaires pour la rectification de courant ionique, 

c’est-à-dire que, les deux branches de la courbe I-V d’un nanopore conique correspondent aux 

différentes concentrations en sel (KCl par exemple) à l’intérieur du pore, et des sélectivités différentes 

du pore envers les cations. Le mécanisme de ces diodes nano-fluidiques est expliqué par le fait que 

quand un potentiel de polarité opposé par rapport à la région modifiée est appliqué à travers le pore, à 

la fois les anions et les cations sont attirés depuis la solution vers l’intérieur du pore et de forts courants 

ioniques en résultent. En inversant le voltage, les anions et les cations se déplacent vers la solution 

(« bulk »), ce qui crée une zone de déplétion, et donc de faibles courants ioniques.110 Ces propriétés de 

rectification sont similaires à celles observées dans des diodes semi-conductrices bipolaires ou les 

membranes échangeuses d’ions bipolaires.111 

 
Figure 9 : Représentation schématique de pores asymétriques avec leurs charges de surface et leurs courbes 

I-V correspondantes 

De telles rectifications de courant dans des systèmes nano-fluidiques ont été décrites pour des électrodes 

en nano-pipettes de quartz112 et plus couramment dans les nanopores coniques obtenus par la méthode 
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de la trace attaquée.113 Dans le cas d’un nanopore conique en PET, un choix judicieux du pH de la 

solution d’électrolyte a permis de démontrer que la rectification est due à des charges de surface.104 En 

effet, le degré de déprotonation des groupements carboxylates, et donc de la charge de surface du 

nanopore dépend du pH. A pH neutre, les groupements carboxylates sont dissociés et le nanopore est 

chargé négativement. En abaissant la valeur du pH, une protonation de la surface et la diminution des 

charges de surface sont obtenues. La valeur de pH, pour laquelle la charge de surface nette est 0, est 3,8 

pour le PET. A ce pH la courbe I-V est linéaire. 

Il a également été montré que le signe de la charge de surface détermine la direction de la rectification 

du courant ionique : si l’on induit une modification des charges de surface, ceci crée une inversion de la 

rectification du courant. 

L’amplitude des rectifications peut être définie par le facteur de rectification (Rf). Il est défini comme le 

ratio de courant enregistré pour des voltages d’amplitude similaire, mais de polarités opposées.  

𝑅𝑅𝑓𝑓 = 𝐺𝐺(+)

𝐺𝐺(−)
          (éq 1.18) 

où G(+) est la conductance pour un voltage positif, G(-)  pour un voltage négatif. 

Les facteurs de rectifications les plus importants sont obtenus en combinant une distribution de charges 

asymétrique dans un pore conique.114 Les rectifications de courant ne sont pas seulement induites par 

des pores coniques chargés uniformément. En effet, Karnik et al. ont montré qu’il est possible d’obtenir 

des rectifications de courant en utilisant des nanofentes symétriques, (120 μm long, 4 μm large, et ∼30 

nm hauteur) dont la distribution de charge à l’intérieur du pore est asymétrique.90 La surface de la 

nanofente est recouverte grâce à deux traitements de surface différents (la moitié avec de l’avidine, 

Figure 10 : Schéma expliquant le mécanisme de diodes nano-fluidiques lorsqu’un potentiel de polarité 

opposé par rapport à la région modifiée est appliquée à travers un nanopore long (plusieurs microns), à la 

fois les anions et les cations sont attirés depuis la solution vers l’intérieur du pore et de forts courants 

ioniques en résultent. En inversant le voltage, les anions et les cations se déplacent vers la solution (bulk), ce 

qui crée une zone de déplétion, et donc de faibles courants ioniques 
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l’autre avec de la biotine), ce qui crée des différences de charge entre les deux moitiés de la surface. La 

réponse du courant en fonction du potentiel électrique présente une forme asymétrique : comme dans 

les diodes classiques, le courant passe seulement dans une seule direction. De tels motifs ont pu être 

obtenus grâce au contrôle de la fonctionnalisation de la surface avec une résolution spatiale supérieure 

à 1 μm.115  
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3. Principes de la détection de molécule à l’échelle unique  
La détection de molécules unique par la technologie nanopore se développe pour de nombreuses 

applications de biocapteur, (protéines, ADN) ou détection de nanoparticules.11,116,117 Cette méthode est 

préférable à celles à grandes échelles, types membranes, lorsque les échantillons à analyser sont en 

quantité limité ou quand un ensemble de mesure pourrait masquer l’hétérogénéité de l’échantillon. Les 

nanopores ont tout d’abord été utilisés comme des compteurs Coulter.118 Le compteur Coulter est utilisé 

en routine pour le comptage des cellules sanguines par exemple. Le principe de ce compteur est de 

conduire un analyte à travers un pore de dimensions semblables, qui connecte deux demi-cellules 

contenant la même solution électrolytique. Quand l’analyte (objet) passe d’une chambre à l’autre, à 

travers le pore, la résistance du pore change, et il peut être détecté par une modification du courant 

ionique : un blocage si l’objet diminue le nombre de charges mobiles à l’intérieur du pore ou, si il apporte 

une densité de charge plus importante que celle de la solution, une augmentation de courant.  

 
Figure 11 : Schéma représentant un blocage et une augmentation en fonction du temps 

Trois paramètres sont utilisés pour caractériser chacune de ces perturbations : le temps de résidence dans 

le pore δt, l’amplitude de la perturbation |ΔI| et le taux de capture f. Ce dernier est le nombre 

d’événement par seconde. Ces paramètres dépendent à la fois des propriétés de l’objet traversant le pore 

(taille, charge, forme, déformabilité) mais aussi du pore (diamètre, charge et état de surface, rapport 

d’aspect).  

Il est possible de prédire les perturbations de courant en utilisant différents modèles. Pour le passage 

d’ADN dans des nanopores de faible rapport d’aspect, il a été montré que le courant augmente ou 

diminue en fonction de la concentration en sel.119 En effet, dans un nanopore de 4 nm de diamètre, à 0,1 

M KCl, une augmentation de courant est observée lors du passage de l’ADN, ce qui a été expliquée par 

le courant de surface à l’intérieur du pore. L’augmentation de courant a été attribuée à l’introduction de 

contre-ions dans le pore due à la charge de l’ADN. Ceci a été confirmé par l’équipe de Dekker.120 Ils 

ont étudié le passage de l’ADN à travers un nanopore en SiN de 12 nm de diamètre. Ils ont estimé que 

deux effets compétitifs sont à prendre en compte. D’une part, la conductance diminue du fait du volume 

occupé par la molécule d’ADN, ce qui diminue le nombre de porteurs de charges pour le transport 

temps

blocage

Co
ur

an
t

Co
ur

an
taugmentation



Chapitre 1 : Etude bibliographique 
 

 

- 33 - 
 

ionique. D’autre part, les contre-ions qui masquent la charge de l’ADN ajoutent une contribution 

positive au courant. En prenant ces deux effets en compte, le changement de conductance (G) due au 

passage de l’ADN peut être décrite par l’équation 1.19120 :  

∆𝐺𝐺 = 𝑛𝑛𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷
𝑑𝑑

�− 𝜋𝜋
4
𝑑𝑑𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷2 (𝜇𝜇+ + 𝜇𝜇−)𝑅𝑅𝐾𝐾𝐾𝐾𝑠𝑠𝑒𝑒 + 𝜇𝜇+∗ 𝑞𝑞𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷∗ �     (éq 1.19) 

où nDNA est le nombre de molécule d’ADN dans le pore, dDNA est le diamètre du brin d’ADN, μ* est la 

mobilité électrophorétique effective des ions potassium se déplaçant le long du brin d’ADN, et q* est la 

charge effective de l’ADN par unité de longueur, qui est supposé constante. 

A partir de cette équation, il a été montré que le passage de l’ADN peut induire soit une augmentation 

(basse force ionique, [KCl] < 0,4 M) ou une diminution (forte force ionique, [KCl] > 0,4 M) de courant. 

Ces dernières seraient engendrées par le blocage partiel du pore et les augmentations sont attribuées au 

mouvement des contre-ions qui cache la charge de l’ADN. 

Dans le cas des protéines traversant un nanopore de faible rapport d’aspect, les blocages de courant vont 

dépendre de leur volume hydrodynamique et de leur facteur de forme. Ils peuvent être prédits par une 

dérivation de l’équation de Maxwell :48,49 

Δ𝐼𝐼
𝐼𝐼0

= 4𝛾𝛾Λ
𝜋𝜋𝑑𝑑𝑝𝑝2�𝑠𝑠𝑝𝑝+0.8𝑑𝑑𝑝𝑝�

𝑆𝑆 𝑟𝑟𝑝𝑝
𝑑𝑑𝑀𝑀

          (éq 1.20) 

où Λ est le volume de la protéine (m3) qui est estimé grâce au coefficient de diffusion de la protéine 

obtenue par FCS, et γ est le facteur de forme. Celui-ci est de 1,5 pour les géométries sphériques. Dans 

le cas des prolates sphéroïdes ϒ peut prendre deux valeurs 𝛾𝛾∥ et 𝛾𝛾⊥ (éq 1.20) qui dépendent de 

l’orientation de la protéine.  

𝛾𝛾∥ = 1
1−𝑛𝑛∥

 et 𝛾𝛾⊥ = 1
1−𝑛𝑛⊥

         (éq 1.21) 

où  𝑅𝑅∥ et 𝑅𝑅⊥ pour des prolates sphéroïdes avec  𝑚𝑚 = 𝑎𝑎 ∕ 𝑏𝑏 donné par  (éq 1.21) 

𝑅𝑅∥ = 1
𝑚𝑚2−1

� 𝑚𝑚
√𝑚𝑚2−1

ln�𝑚𝑚 + √𝑚𝑚2 − 1� − 1� et 𝑅𝑅⊥ = �1−𝑛𝑛∥�
2

    (éq 1.22) 

𝑆𝑆 𝑟𝑟𝑝𝑝
𝑑𝑑𝑀𝑀

  est le facteur de correction donné par (éq 1.23) 

𝑆𝑆 𝑟𝑟𝑝𝑝
𝑑𝑑𝑀𝑀

= 1

1−0.8�𝑑𝑑𝑀𝑀 𝑑𝑑𝑝𝑝� �
3          (éq 1.23) 

Dans le cas de sphères chargées toujours dans un nanopore de faible rapport d’aspect, l’intensité des 

blocages est dépendante du volume de la particule et de la géométrie du pore. La hauteur relative du 

courant est dans ce cas prédite par l’équation:121 
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𝑅𝑅𝑝𝑝𝑎𝑎𝑟𝑟𝑝𝑝𝑖𝑖𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝−𝑅𝑅𝑣𝑣𝑖𝑖𝑣𝑣𝑝𝑝
𝑅𝑅𝑣𝑣𝑖𝑖𝑣𝑣𝑝𝑝

= 𝐼𝐼𝑣𝑣𝑖𝑖𝑣𝑣𝑝𝑝−𝐼𝐼𝑝𝑝𝑎𝑎𝑟𝑟𝑝𝑝𝑖𝑖𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝
𝐼𝐼𝑝𝑝𝑎𝑎𝑟𝑟𝑝𝑝𝑖𝑖𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝

= 𝐷𝐷
𝐿𝐿
�
𝑠𝑠𝑖𝑖𝑛𝑛−1�𝑣𝑣𝐷𝐷�

�1−�𝑣𝑣𝐷𝐷�
2 −

𝑑𝑑
𝐷𝐷
�      (éq 1.24) 

où d est le diamètre de la particule, D est le diamètre du pore, L est la longueur du pore, Rparticule et Rvide 

sont les résistances électriques avec et sans la particule, Iparticule et Ivide sont les courants équivalents. 

- Si le temps de résidence est considéré comme dépendant uniquement du champ 

électrostatique. 

𝛥𝛥𝑅𝑅 = 6𝜋𝜋𝜂𝜂𝐿𝐿
𝑞𝑞𝑞𝑞

                   (éq 1.25)  

- Si la vitesse de passage des bio-molécules prend en compte les états de charge de l’objet et 

du pore.122 Elle dépendrait à la fois des potentiels zêta de l’objet (ζPx) et du nanopore (ζNP).  

𝑣𝑣𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒 = 𝜀𝜀𝑞𝑞
𝜂𝜂

(𝜁𝜁𝑃𝑃𝑃𝑃 −  𝜁𝜁𝐷𝐷𝑃𝑃)                  (éq 1.26)  

où E est le champ électrique, ε est la permittivité diélectrique (ε = ε0 ; εr = 78) et η est la viscosité du 

fluide (10-3 Pa s).  

La fréquence à laquelle la molécule entre dans le nanopore est désigné par le taux de capture et dépend 

des propriétés de l’objet (charge, taille,…), de la solution d’électrolyte (pH, concentration,…) et des 

dimensions du nanopore (diamètre et épaisseur du film), ainsi que du voltage appliqué à travers le 

pore.123 Si seulement la diffusion est prise en compte, le taux de capture serait de : 

𝑓𝑓𝑑𝑑 = 2𝜋𝜋𝑐𝑐𝑏𝑏𝐷𝐷𝑟𝑟𝑠𝑠                    (éq 1.27)  

Dans le cas de molécules chargées il faudrait prendre en compte le champ, qui n’est pas négligeable, 

proche du pore, dans ce cas le rayon de capture serait défini par :124 

rC∗ = RC/(2πD0C0)             (éq 1.28)   

Ces modèles ne prennent pas en compte la barrière d’énergie que les objets doivent franchir pour entrer 

dans le pore. Dans ce cas, la dépendance entre le taux de capture et la barrière d’énergie d’entrée (U) 

suivrait une loi de Van’t Hoff Arrhénius.125  

𝑓𝑓 =  𝜅𝜅𝜅𝜅 𝐾𝐾𝜇𝜇𝑃𝑃𝑃𝑃(𝑏𝑏𝑝𝑝𝑝𝑝𝑏𝑏)𝐷𝐷𝐴𝐴
𝐿𝐿

 . exp− 𝑈𝑈
𝑘𝑘𝐵𝐵𝑇𝑇

          (éq 1.29) 

où κ est le facteur de probabilité, ν est le taux de fréquence, kB est la constante  de Boltzmann, T est la 

température, A est l’aire en coupe transversale du nanopore, L est la longueur du nanopore, μPx(bulk) est la 

mobilité du polynucléotide, V est le voltage appliqué et C est la concentration en polynucléotide. 

La barrière d’énergie globale peut être décomposée en trois composantes : 

𝑈𝑈 = 𝑈𝑈∗  + 𝑈𝑈𝑞𝑞𝐸𝐸 − 𝑧𝑧𝑒𝑒|𝑉𝑉|         (éq 1.30) 

Le terme zeV est l’énergie apportée par l’électrode de travail sur l’objet, z est le nombre de charge 

apparente, et e est la charge élémentaire. U* est une composante entropique liée à la diminution des 

degrés de liberté et au changement de conformation de l’objet. UES  est la composante électrostatique 

induite par la différence de charge entre la surface interne du pore et l’objet 126.  
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4. Modification de la surface et fonctionnalisation  
Les canaux biologiques, où les composants sont distribués de part et d’autre de la membrane cellulaire, 

servent d’inspiration pour la fabrication de nanopores biomimétiques. Nous avons évoqué 

précédemment les différents matériaux utilisés pour la fabrication de nanopores uniques. Après le 

choix : du matériel, des formes et des structures obtenues grâce à l’utilisation de différentes technologies 

de fabrication, le nanopore peut ensuite être modifié chimiquement. Ces modifications chimiques de la 

surface du nanopore, permettent de modifier leurs propriétés physico-chimiques, et constituent une 

approche intéressante pour la fabrication de nanopores stimuli-répondants ou pour la détection de 

biomolécules par exemple, l’ADN ou les protéines. La surface du pore peut être modifiée pour s’adapter 

à des besoins spécifiques concernant l’hydrophobicité, la sélectivité, les charges de surface et la 

reconnaissance de molécule spécifique. Les fonctions chimiques présentes sur la paroi d’un nanopore, 

peuvent servir de points d’ancrage pour modifier le pore. La modification peut être effectuée de façon 

symétrique ou asymétrique.  

Les principales méthodes de fonctionnalisation symétrique sont les suivantes : le dépôt sans électrode, 

le dépôt par couche atomique, la modification chimique par des molécules fonctionnelles en solution, et 

l’auto-assemblage de molécules.  

Les méthodes de modification asymétrique sont également utilisables pour des modifications 

symétriques. Elles apportent de nombreuses méthodes pour la fabrication de systèmes nanopores 

multifonctionnels, par exemple : la pulvérisation cathodique d’ions, l’évaporation physique ou 

chimique, la modification par plasma, et la modification fonctionnelle grâce à des molécules en solution. 

La méthode de fonctionnalisation va être choisie en fonction du nanopore et des propriétés visées. Nous 

allons décrire plus en détail des approches classiques pour la fonctionnalisation de nanopores. 

4.1. Dépôt sans électrodes («Electroless plating»)  
Cette technique est un type de recouvrement non-galvanique, qui implique plusieurs réactions 

simultanées en solution aqueuse. Elle se produit sans l’utilisation d’un potentiel électrique extérieur.127 

Grâce à l’utilisation de forts agents réducteurs, des ions métalliques en solution sont réduits en atomes 

métalliques. Ces derniers se déposent sur la surface et forment une couche dense. De nombreux métaux 

peuvent être déposés, tels que l’or, le nickel, l’argent, le cuivre, le palladium et le platine. Le processus 

de modification par dépôt sans électrode est divisé en deux parties : 128 (Figure 12) 

1. prétraitement du nanopore par recouvrement de sa surface par un catalyseur.  

2. immersion du nanopore dans la solution de plaquage. Dans ce cas, les ions métalliques 

réagissent avec l’agent réducteur à la surface du film.  

En s’appuyant sur cette technique, le groupe de Martin, a obtenu des nanotubes d’or (Au) à l’intérieur 

du pore formé par la technique de la trace attaquée.101,129,130 Cette couche d’or d’épaisseur contrôlable 

procure une bonne base pour continuer à fonctionnaliser la surface du pore par auto-assemblage de 
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thiols.131 Cette méthode peut également être utilisée pour imager la forme des nanopores. De l’or est 

déposé dans une membrane multipore, qui est ensuite dissoute. Les nano-filaments obtenus peuvent être 

observés par microscopie électronique à balayage.132  

 
Figure 12: Schéma de la procédure de dépôt d'or sans électrode sur un film polymère (adapté de 128) 

4.2. Dépôt par couche atomique (« Atomic Layer Deposition » ALD)  
Le dépôt par couche atomique, est une technique en phase vapeur qui permet de produire des films 

minces avec de nombreux matériaux. Basée sur des séquences, et des réactions auto-limitantes, l’ALD 

offre une exceptionnelle conformité sur les structures de fort rapport d’aspect, un contrôle de l’épaisseur 

de l’ordre de l’ ångström, et une composition du film ajustable.133,134  

 
Figure 13 : Schéma du principe de l’ALD 

 

La conformation et le taux de croissance des dépôts sont influencés par les réactions de surface, par les 

réactions limitées par la diffusion à l’intérieur du nanopore, et la température. 67,135 Il est possible de 
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déposer par ALD : de l’Al2O3,68 de l’Al2O3/ZnO,136 du TiO2,67,137 sur des pores en SiN, du HfO2,138 de 

l’Al2O3/ZnO,139 sur des pores en alumine, du TiO2, sur des pores en graphène pour réduire le bruit,140 de 

l’Al2O3,71 de l’Al2O3/ZnO,45,69 sur des pores en PET. Le dépôt d’alumine par ALD permet d’améliorer 

les capacités de détection du pore en ajustant précisément ses propriétés de surface 67, en réduisant le 

bruit68, en neutralisant les charges de surfaces pour favoriser la capture de brins d’ADN 30, ou d’autres 

poly-électrolytes négatifs. L’utilisation de bicouches alternées d’Al2O3/ZnO, sur des pores en PET 

engendre une faible rugosité des couches déposées. En effet, il a été montré que l’utilisation de bicouche 

permet d’obtenir des structures amorphes, alors qu’elles sont nanocristallines dans le cas de dépôt des 

monocouches en ZnO.135  

4.3. Modification chimique sur les fonctions en surface des nanopores  
La fonctionnalisation chimique sur la surface du pore est l’une des plus connues. Dans le cas de 

nanopores en polymère, la modification chimique s’effectue sur leurs groupements fonctionnels (par 

exemple pour le PET, -COOH) qui réagissent pour former des liaisons covalentes (par exemple C(O)-

NH-). Après l’attaque chimique, la surface interne du nanopore en poly-(éthylène téréphtalate) (PET) 

est couverte de groupements carboxylates.57 Ces derniers sont utilisés pour fonctionnaliser uniquement 

la paroi interne du pore. Ils permettent d’effectuer un greffage chimique grâce à des carbodiimides  (N-

(3-dimethylaminopropyl)-N’ -ethylcarbodiimide) (EDC) (Figure 14a).  

Les carbodiimides sont les composés les plus répandus et versatiles pour marquer ou réticuler des acides 

carboxyliques. Les conjugaisons carbodiimides activent les groupements carboxyles pour une réaction 

directe avec des amines primaires via la formation d’une liaison amide. L’EDC réagit avec les 

groupements acides carboxyliques pour former un intermédiaire actif l’O-acylisourea qui est facilement 

remplacé grâce à une attaque nucléophile des groupements amines primaires dans le mélange 

réactionnel. L’acide primaire forme une liaison amide avec le groupement carboxyle originel, et un sous-

produit de l’EDC est relargué sous la forme d’un dérivé d’urée soluble. L’intermédiaire  O-acylisourea 

est instable en solution aqueuse, s’il ne réagit pas avec une amine, il en résulte l’hydrolyse de cet 

intermédiaire, ce qui régénère les carboxyles (Figure 14b). 
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Figure 14 : a. (N-(3-dimethylaminopropyl)-N’ -ethylcarbodiimide) (EDC), b. Schéma de la réaction de 

couplage grâce à l’EDC (carbodiimide). La surface du pore en PET qui possède les groupements 

carboxylates peut réagir avec les amines primaires par l’intermédiaire de l’EDC pour former les carboxyl-

amines par réticulation 

Les composés activés NHS esters réagissent avec des amines primaires en conditions physiologiques ou 

légèrement alcalines (pH 7,2-9) pour obtenir des liaisons amides stables. En fin de réaction, des N-

hydroxysuccinimide (NHS) sont produits. L’hydrolyse des NHS ester concurrence la réaction des 

amines primaires. Le taux d’hydrolyse augmente avec le pH et contribue à rendre la réaction moins 

efficace. Les réactions de réticulation sont généralement effectuées de 0,5 à 4 h à température ambiante 

ou à 4°C. Les sulfo-NHS esters sont également utilisés. Ils sont identiques aux NHS esters à part qu’ils 

contiennent un groupement sulfonate (−SO3
−) sur le cycle. Ce groupement n’a aucun effet sur la réaction 

chimique, mais il a tendance à améliorer la solubilité du composé.  
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Figure 15 : Schéma de la réaction de réticulation grâce aux N-Hydroxysuccinimide Esters (NHS esters). La 

surface du pore qui a été préalablement fonctionnalisée par des groupements amines peut réagir avec les 

esters (NHS esters) par l’intermédiaire de l’EDC pour former les carboxyl-amines par réticulation 

En utilisant ces réactions chimiques, Vlassiouk et Siwy ont développé une méthode pour modifier de 

façon asymétrique un nanopore, pour fabriquer une diode nanofluidique qui fonctionne avec un gradient 

de concentration. Tout d’abord des amines sont greffées sur la surface interne d’un pore en PET, en 

utilisant une solution aqueuse d’EDC, et d’éthylène diamine. Puis les groupements carboxyles sont 

attachés sur les amines en surface grâce à des anhydrides succiniques dans de l’éthanol. Les solutions 

d’EDC et d’éthylène diamine ou d’ anhydride succinique, sont ajoutées soit du petit côté du pore pour 

une fonctionnalisation asymétrique, soit des deux côtés pendant 12 h pour une fonctionnalisation 

symétrique.114 Ils ont appliqué la même technique pour développer un transistor ionique bipolaire en 

utilisant un nanopore en forme de sablier avec des modifications asymétriques.141 Ils ont également 

décrit un biocapteur basé sur ce système de diodes nanofluidiques, avec des caractéristiques courant-

voltage non-linéaire, et qui permet la détermination du point isoélectrique des protéines immobilisées à 

la surface, en quelques minutes.142  

De la même manière, des nanopores asymétriques sensibles au pH ont été fabriqués avec des pores 

uniques en greffant de l’ADN dans un nanopore en PET par une synthèse en deux étapes. Tout d’abord, 

un N-Hydroxysuccinimide ester est formé sur la surface interne du nanopore en incubant ce dernier dans 

une solution de N-Hydroxysuccinimide (NHS) et N-(3-Dimethylaminopropyl)-N′-ethylcarbodiimide 

(EDC) pendant 1 h. Ensuite de l’ADN modifié (amino simple brin  ADN [5′-(NH2)-(CH2)6-

AAAAAAAAAA CCC TAA CCC TAA CCC TAA CCC (Bodipy493/503)-3′]) est ajouté en solution 

PBS-alcaline pendant 2 h pour fonctionnaliser le nanopore.143  

Une autre stratégie utilise la fonctionnalisation par éthylène diamine sur les pores en PET, grâce aux 

fonctions carboxyles créées sur la surface interne du nanopore après l’attaque chimique. L’équipe 

d’Ensinger a fonctionnalisé des nanopores coniques en PET avec des polymères terminés par des 

phosphates permettant de réguler le transport ionique à travers le pore grâce aux protons. Tout d’abord 

les nanopores sont fonctionnalisés symétriquement par EDC et pentafluorophenol, puis le nanopore 

incube dans de l’éthylène diamine. Ensuite des fonctions 4,4′-Azobis(4-cyanopentanoic acide) sont 

greffées à la surface du pore. Enfin, les (methacryloyl éthylène phosphate) polymérisent sur la surface 

fonctionnalisée.144-146  
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Une autre stratégie pour fonctionnaliser la surface du nanopore avec des groupements fonctionnels est 

d’utiliser la silanisation. Les organosilanes sont particulièrement intéressant dans le cas des nanopores 

en nitrure de silicium ou oxydes métalliques, étant donné qu’ils peuvent former des liaisons covalentes 

à la surface du nanopore et ont de nombreux groupements terminaux fonctionnels. Ils ont une structure 

générale (RO)3Si(CH2)nX, basée autour d’un atome de silicium, contenant un groupement fonctionnel 

terminal.147  

 
Figure 16 : Schéma de la réaction de silanisation, R représente le groupement fonctionnel 

La silanisation d’une surface à lieu grâce à l’hydrolyse des têtes des organosilanes, suivi d’une réaction 

de condensation avec les groupements hydroxyles à la surface. Cette fonctionnalisation dépend du 

nombre de points d’ancrage en surface, mais ils sont généralement situés sur toute la surface du nanopore 

(interne et externe). En général la meilleure approche pour obtenir une haute densité de groupements 

hydroxyles en surface d’un nanopore en SiN est de l’incuber dans une solution piranha (H2SO4 : H2O2, 

3 : 1), qui agit comme un oxydant et un acide fort. Cette solution a également l’avantage d’éliminer les 

contaminants organiques et augmente la mouillabilité de la surface. La silanisation des nanopores est 

facilement réalisable soit en phase vapeur, soit en solution en utilisant des solvants tels que le toluène 

ou le méthanol.147 Le large choix de groupements fonctionnels terminaux permet de moduler la charge 

de surface, de rendre le nanopore stimuli-répondant, ou d’apporter des effets stériques qui amènent une 

sélectivité moléculaire ou diminuent le diamètre du pore. Wanunu et Meller ont utilisé différents 

organosilanes et leurs dérivés pour fonctionnaliser des nanopores en SiN. Les surfaces ont été 

fonctionnalisées avec des groupements amines, époxydes, PEG, ou carboxylates, puis caractérisées par 

spectroscopie photo-électronique de rayon X (« X-ray photoelectron spectroscopy » XPS). Les 

fonctionnalisations réalisées in-situ ont pu être suivies simultanément par des mesures de courant 

ioniques à travers le nanopore.35  

Il est également possible de silaniser des nanopores en polymères après un dépôt d’une couche de ZnO 

par ALD. Cette dernière présente des groupements hydroxyles en surface et peut donc être silanisée de 

la même manière que le SiN.45,69  
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4.4. Auto-assemblage 
Une autre stratégie pour modifier chimiquement des nanopores est basée sur l’auto-assemblage de 

molécules thiolées pour former des liaisons Au-S, après le dépôt d’or à la surface du pore. Chaque 

molécule qui constitue les blocs constitutifs de ce système peut être divisée en trois parties différentes : 

la « tête » (groupe liant), la chaine principale, et un groupement terminal spécifique. Les groupements 

de tête guident le processus d’auto-assemblage, liant la chaine carbonnée (de longueur variable) à la 

surface métallique. Les interactions entre les chaines carbonées (van der Waals et forces hydrophobes) 

permettent une organisation efficace de la monocouche et contribue à stabiliser la structure avec 

l’augmentation de la longueur des chaines. Le groupement terminal amène les propriétés spécifiques à 

la surface, ou peut également être utilisé pour greffer différentes molécules, biomolécules ou 

nanostructures par interactions faibles ou liaisons covalentes. Les thiols peuvent avoir comme 

groupements terminaux des amines, des époxydes, des PEG, entre autres. 148 Cette méthode présente de 

nombreux avantages pour la fabrication de nano-systèmes. Le système des thiols sur l’or est 

particulièrement intéressant. Cela est dû à sa facilité de préparation et sa stabilité liée aux liaisons S-Au 

et la densité des modifications chimiques, et aux interactions de van der Waals.149 

 

 
Figure 17 : Schéma des différentes étapes durant l’auto-assemblage d’alkanethiol sur Au(111): (i) 

physisorption, (ii) formation de la phase couchée, (iii) nucléation de la phase debout, et (iv) complétion de 

la phase debout 

Cette méthode a largement été utilisée pour développer de nombreuses surfaces,150 ou nanopores 

fonctionnalisés.151 Cependant, cette fonctionnalisation est lente, nécessitant souvent plus de 24h. 

L’équipe de Martin, après avoir déposé de l’or sur un nanopore en polymère (PC) par déposition sans 

électrodes, a liée de façon covalente des brins d’ADN terminés par des thiols. Ce pore a permis d’imiter 

des canaux ioniques voltage-dépendant.152 L’équipe de Siwy a en déposant de l'or seulement à l'entrée 

d'un pore en PET par « sputtering », obtenu une porte hydrophobe grâce à l’utilisation de thiols avec 

différentes longueurs de chaines carbonées.44 Cette technique a également été utilisée pour des pores en 

SiN, le métal est déposé en phase vapeur, ensuite des NTA-thiols sont utilisés pour former les auto-

assemblages. Ces pores ont permis la détection de protéines.153  
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Figure 18 : Schéma du principe de fonctionnalisation en utilisant successivement des poly-cations puis des 

poly-anions sur une surface négativement chargée 

Une seconde stratégie par auto-assemblage est basée sur des interactions électrostatiques, entre les 

groupements fonctionnels à la surface interne du pore et des molécules fonctionnelles, les poly-

électrolytes. L’assemblage couche par couche (« layer by layer » LbL) est une technique polyvalente 

qui permet de créer des structures multicouches en alternant des couches d’espèce poly-anionique et 

poly-cationique. La formation de ces multicouches est gouvernée par l’auto-assemblage électrostatique 

et tant que les composants présentent les charges appropriées, la taille, la structure, et la nature de ces 

composants peuvent être modifiées. 154-156 (Figure 18) Un désavantage de cette technique LbL est que 

leurs structures à l’intérieur du nanopore n’est pas facilement caractérisable. 

4.5. Pulvérisation cathodique d’ions (Ion Sputtering) asymétrique 
C’est un processus de condensation d’une vapeur métallique issue d’une source solide (cible) sur un 

substrat, grâce à l’accélération d’ions positifs. Cette technique a de nombreux avantages tels que la forte 

adhésion entre la couche déposée et le substrat, un dépôt dense et uniforme de la couche, facilement 

contrôlable. Ce processus de modification est asymétrique,42 il permet d’obtenir des nanopores en forme 

de sablier avec des métaux différents (or, platine, …) sur chaque face du nanopore.157 Cette technique 

peut être réalisé sur tous types de matériaux. 

4.6. Evaporation physique ou chimique, fonctionnalisation asymétrique 
Les modifications par évaporation d’un faisceau d’électron sont des techniques typiques de dépôt en 

phase vapeur. Elles sont largement utilisées pour des modifications de surfaces. Le principe est de 

bombarder une anode cible avec un faisceau d’électrons, qui sont produits par un filament de tungstène 
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chargé sous vide poussé. Le faisceau d’électrons permet aux atomes de la cible de passer en phase 

gazeuse. Ensuite ces atomes précipitent à la surface du matériau, la recouvrant ainsi d’une fine couche 

du matériau de l’anode. Les avantages de cette méthode, sont un dépôt rapide, et une surface propre 

après le dépôt. La couche déposée adhère fortement au substrat, et le choix de matériau du substrat est 

illimité. En utilisant le dépôt chimique par phase vapeur, les réactants sont déposés, le processus n’est 

pas sujet à des limitations de potentiels de surface, il est uniforme, et peut être utilisé sur presque 

n’importe quelle surface. Grâce à cette méthode, des nanopores en polymères (PC) fonctionnalisés par 

des polymères fluorés ont été développés pour des applications de séparation. Ces nanopores sont plus 

sélectifs s’ils sont petits, hydrophobes, et cylindriques.158 

En utilisant cette méthode, l’équipe de Siwy a préparé un transistor ionique.159 Ils ont déposé du petit 

coté d’un pore conique, du titane, utilisé comme couche adhésive, de l’or et du SiO2 comme couche 

isolante. La couche d’or est utilisée comme électrode, pour appliquer le potentiel choisi à la surface du 

nanopore. En changeant le potentiel à l’entrée du pore, le courant à travers le pore peut passer d’un 

comportement de diode, présentant un courant rectifiant, à un comportement quasi linéaire de nanopore 

symétrique.  

4.7. Modification plasma  
L’attaque plasma à oxygène sur des matériaux polymères permet de transformer des nanopores 

cylindriques en nanopores coniques. Par exemple, les pores attaqués par plasma peuvent être presque 

entièrement cylindrique et se terminer par un cône (forme de trompette), ou peuvent être des cônes 

quasiment parfaits. Le principal avantage des formes de ces pores est la réduction importante de la 

résistance par rapport à un pore cylindrique similaire.160 Dans le cas des pores en SiN, le plasma permet 

d’augmenter la densité de OH, pour améliorer la silanisation. Toutefois le plasma se limite à la surface. 

Il peut exister une différence de densité de OH entre l’intérieur et l’extérieur du nanopore. 

Il est également possible de réaliser des polymérisations par plasma. Les modifications plasma de 

matériaux polymères peuvent produire de façon efficace de grandes quantités de radicaux libres à la 

surface du substrat. Ces radicaux réagissent pour former des groupes fonctionnels. Cette méthode permet 

de fonctionnaliser une zone locale spécifiquement et précisément. Les désavantages de cette technique 

sont que les structures obtenues par modification plasma sur des nanopores sont difficilement 

caractérisables, et la densité des groupements fonctionnels n’est pas bien contrôlée. Le plasma a été 

utilisé pour modifier, de manière asymétrique par greffage de polyacrylique acide (PAA), un nanopore 

symétrique en PET en forme de sablier. Cette fonctionnalisation lui confère des propriétés d’ouverture-

fermeture au pH.43 En utilisant la même stratégie, un nanopore multi-répondant a été obtenu, en utilisant 

des modifications plasma asymétriques pour fonctionnaliser les deux côtés du pore avec des molécules 

fonctionnelles différentes. Le nanopore symétrique est en forme de sablier, et des PAA sont greffés d’un 

côté. De l’autre, le film en PET a été traité par plasma en phase vapeur de N-isopropylacrylamide, qui 

devient un polymère température répondant, poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPA), après le greffage. 
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Il a été possible, en modifiant le pH et la température, de contrôler les propriétés de transport ioniques 

à travers le nanopore.161  

 

5. Nanopore biomimétique 
Le flux ionique/moléculaire à travers les membranes biologiques est régulé à travers les canaux ioniques 

qui agissent comme des portes ioniques/moléculaires. Ils peuvent s’ouvrir ou se fermer en réponse à 

leur environnement extérieur, entrainant le passage ou non, d’ions ou de molécules à travers le pore en 

fonction de l’état induit par ces stimuli. Fabriquer des nanopores bio-inspirés apporte la capacité de 

manipuler et contrôler le transport des ions et molécules dans un espace confiné. Ils peuvent imiter les 

processus de transport ionique/moléculaire des canaux biologiques. Les stratégies de fonctionnalisation 

peuvent permettre le développement et l’amélioration de ces systèmes. Les membranes stimuli-

répondantes ont été largement étudiées car leurs propriétés physico-chimiques peuvent être modifiées, 

ajustées en fonctions de leurs environnements extérieurs.162 Ces films ont la capacité de réguler la 

perméation ionique et moléculaire sous l’application de ces stimuli externes.26 Les modifications 

physico-chimiques avec des molécules fonctionnelles est donc une approche fondamentale pour 

fabriquer des nanopores stimuli-répondants. L’utilisation de molécules fonctionnelles est extrêmement 

importante pour la fabrication de système nanopore biomimétique. De nombreuses molécules stimuli-

répondantes ont été décrites dans la littérature, par exemple, sensible au pH,144,145,163,164 à la 

température,151,165, à la lumière166-168, aux ions.169,170 Ces films stimuli-répondants contiennent un pore 

unique et ils peuvent être facilement implémentés à une série de nanopores (membranes multipores) 

pour des applications de filtrations par exemple. Dans cette partie, des exemples seront donnés en 

fonctions du type de stimuli. 

5.1. Nanopore unique pH répondant 
Les nanopores pH répondant sont les plus étudiés car ils jouent un rôle important dans presque toutes 

les réactions électrochimiques. Pour les obtenir, ces nanopores ont été fonctionnalisés avec des 

polymères dont les conformations ou polarités varient en fonction des conditions pH. Les molécules les 

plus étudiées dans le cas des nanopores incluent les polyvinyles pyridines (PVP),164 les 

poly(methacryoyl-L-lysine) zwitterioniques, 145,171 poly-2-(methacryloloyloxy)éthyles phosphates 

(PMEP),144 poly(méthacrylique acide) (PMMA)43, et des brins de polypeptides.172 Les auto-assemblages 

de chaines amphotères, de chaines d’acides polyprotiques (qui libèrent plusieurs protons),173 de 

molécules chimiques uniprotiques114,141,174-176 et de molécules d’ADN sont également utilisés pour 

obtenir des régulations du flux ionique grâce au pH.143,152,177 Des brins d’ADN modifiés, terminés par 

des amines, ont été greffés sur des nanopores coniques en PET grâce à l’EDC. Les modifications sont 
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effectuées de façon asymétrique. Il a été démontré que la conformation de l’ADN change en fonction 

du voltage, de la force ionique, et du pH.178,179 

Des auto-assemblages d’organosilanes terminés par des amines, permettent également de modifier la 

sensibilité au pH de nanopores en SiN.35 Des polymères pH-répondant, (PAA) ont été greffés en surface 

de nanopore en forme de sablier, permettant ainsi de moduler le courant ionique en fonction du pH.43,161  

5.2. Nanopores thermo-répondants 
Dans les organismes vivants les processus de thermo-sensations se produisent via l’activation directe de 

canaux ioniques thermiquement activés (ouverture-fermeture du nanopore en fonction de la 

température) qui sont localisés à la surface de la membrane de neurones sensorielles.180 Ces canaux 

thermo-répondants appartiennent à la famille des canaux potentiels récepteurs transitoires (Transient 

receptor potential channels (TRP channels)).180,181 Dans le cas de nanopore synthétique, des nanopores 

thermosensibles ont été préparés par l’immobilisation de brins de polymère (Poly(N-

isopropylacrylamide) PNIPAM) à la surface du pore. La conformation de ces polymères solubles dans 

l’eau change (gonflent/rétrécissent) lorsque la température du milieu varie.24,182-186 En dessous de la plus 

basse température critique de solubilité (LCST ~ 32°C) les brins de PNIPAM sont dans des états gonflés, 

conduisant à la diminution du diamètre effectif, ce qui réduit ou bloque le flux d’ions à travers les pores, 

tandis qu’au-dessus du LCST, les brins sont repliés. Ce résultat produit une augmentation du diamètre, 

et donc du flux ionique. De plus, des nanopores répondant à la fois au pH et à la température ont 

également été fabriqués grâce au greffage de brins de polymère ou de copolymère (poly[2–

(dimethylamino) ethyl methacrylate] (PDMAEMA), poly(acrylique acide) (PAA) combiné avec 

poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPA), ou poly(N-isopropyl acrylamide- co -acrylic acide) 

(P(NIPAAm- co -AAc))) sur la surface du nanopore. 161,169,187 

5.3. Nanopores photosensibles 
En tant que stimuli externe la lumière a également été largement étudiée.167 Dans le but d’obtenir des 

nanopores synthétiques photo-répondant, des molécules photochromiques telles que l’azobenzene188, 

spiropyrane,166,168,189 et coumarine190 ont été incorporée à la surface des pores. Les molécules photo-

répondantes subissent une isomérisation réversible ou irréversible sous irradiation. Cette photo-

isomérisation (photochromisme) entraine une modification de la polarité, de la charge, et de la taille des 

molécules immobilisées en réponse à une irradiation lumineuse qui contrôle le transport de masse à 

travers le nanopore. Par exemple, l’utilisation d’azobenzene permet de contrôler la taille du pore et donc 

son transport ionique, en modifiant sa conformation (trans, cis) en alternant des expositions à l’UV et à 

la lumière visible.188 En greffant des spyropyranes sur le pore, quand ce dernier est dans sa forme stable, 

il est hydrophobe, il n’est pas possible de remplir les pores de solutions aqueuses. En exposant le pore 

à la lumière UV, le spyropyrane photo-isomérise en une forme plus polaire, la merocyanine protonée, 

et permet le mouillage/ remplissage des pores. 168 
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Il est possible de coupler des propriétés de réponse en pH et à la lumière grâce à l’utilisation de 

spiropyrane. Un pore conique est fonctionnalisé en 2 étapes, premièrement par des groupements amines 

en utilisant une fonctionnalisation EDC, NHS, éthylène diamine. Ensuite, le pore incube en présence de 

spiropyrane 1′-(3-carboxypropyl)-3′,3′-dimethyl-6-nitro-spiro[2H- 1]benzopyran-2,2′-indoline (SP-

COOH), EDC, NHS, dans une solution éthanol pendant 24 h. Ce nanopore est conique et présente des 

propriétés de diode nanofluidique. Le pH permet d’inverser la rectification de courant et la manipulation 

de la lumière permet d’ouvrir ou fermer le pore. 191 

5.4. Nanopores métal ion- sensibles 
Les propriétés de transport peuvent être modulées grâce à l’introduction spécifique d’ions métalliques 

en solution. Pour ce faire, des ligands chélatants de métaux sont greffés sur la surface interne du pore. 

Les complexes métal-ligand se forment dès que le pore modifié est exposé à une faible concentration 

d’ions métalliques spécifiques en solution, ce qui entraine une forte modification du flux ionique à 

travers la membrane. Par exemple, les groupements carboxylates à la surface de pores coniques obtenus 

par la technique de la trace attaquée présentent un comportement d’ouverture/fermeture au calcium, en 

formant des complexes avec ce dernier.192-194 Cette sensibilité au calcium a également été observée dans 

des nanopores modifiés aves des chaines d’acide phosphonique.195  

Un nanopore zinc-dépendant a été préparé, en fonctionnalisant un nanopore en polymère (PET) avec 

des peptides zinc-répondants (« zinc finger », Pro-Tyr-Ala-Cys-Pro-Val-Glu-Ser-Cys-Asp-Arg-Arg-

Phe-Arg-Ser-Asp-Glu-Leu-Thr-Arg-His-Ile-Arg-Ile-His-Thr-Gly-Gln-Lys). Les peptides sont 

immobilisés sur la surface interne du nanopore par une méthode d’amidation directe. Les films de PET 

sont d’abord incubés dans une solution aqueuse d’EDC et de NHS, pendant 1 h. Puis les peptides sont 

ajoutés dans une solution de PBS pendant 4 h. En l’absence de zinc, les « zinc fingers » greffés dans le 

nanopore sont en conformation dépliés, après l’addition de zinc en solution, les « zinc fingers » sont en 

conformation repliés, entrainant l’augmentation du diamètre du nanopore et donc du courant.196 Un 

principe similaire a été développé, utilisant les changements de conformations de G-quadruplexe d’ADN 

(G4 DNA) dus au K+. L’ADN a été immobilisé sur la surface interne du nanopore en utilisant la même 

technique (en deux étapes) que pour les « zinc fingers ».  Les G4 DNA, sont en conformations dépliées 

lorsqu’il n’y a pas de potassium; et dès que K+ est ajouté, ils se replient en structure rigide de quadruplexe 

et donc, ce qui entraine une augmentation du courant.197  

5.5. Nanopores biomolécule-sensibles  
Les biomolécules peuvent aussi agir en tant que stimuli extérieurs. Leurs présences ou absences en 

solution, peuvent significativement affecter les propriétés de transport à travers la membrane. 
21,25,142,177,198-206 Les nanopores sensibles aux biomolécules ont de nombreuses applications dans le 

domaine des biocapteurs. La détection spécifique et la bio-capture de molécules spécifiques peuvent 

être obtenues par des sites d’interactions (ligands) greffés à la surface interne et/ou externe du pore.  
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Cette méthode est connue comme approche à l’état d’équilibre, dans laquelle les éléments de 

reconnaissance spécifiques (ligands) sont immobilisés sur la surface du nanopore. Lorsque les ligands, 

confinés à l’intérieur du pore,  reconnaissent les analytes, cela entraine des exclusions de volume et/ou 

des effets électrostatiques (inversion de charge).114,142,146,177,199,204,207,208 Dans le cas des effets 

électrostatiques, la capture des analytes a pour effet de changer la polarité et la densité de la charge de 

surface ce qui influe sur les propriétés de transport ionique, c’est-à-dire sur la rectification de courant 

ionique et la perm-sélectivité du nanopore.142,177,209 

Une autre stratégie, est de développer des biocapteurs contenant un nanopore unique fonctionnalisé, en 

utilisant des propriétés de reconnaissance spécifiques entre un ligand (biotine) et une protéine (la 

streptavidine ou l’avidine).202,210  

Par exemple, Siwy et al.204 ont décrit l’attache de protéines (streptavidine, (BSA), protéines G (biotine 

marquée), IgG de chat et IgG de cheval) à un agent de reconnaissance moléculaire ((i) 

biotine/streptavidin, (ii) protein-G/immunoglobuline) immobilisé à l’ouverture du côté du petit diamètre 

d’un nanopore conique en or. Puisque la protéine et l’entrée du nanopore ont des diamètres similaires, 

l’attache de la protéine obstrue le pore, ce qui induit un blocage du courant. Les courbes I-V pour les 

nanopores contenant de la biotine sont identiques avant et après l’ajout de lysozyme, ce qui montre que 

la protéine ne se lie pas à la biotine. Au contraire, le courant est quasiment nul lorsque la streptavidine 

est utilisée comme analyte. 

Une autre stratégie, en greffant des récepteurs protéiques sur un pore SiN recouvert d’or puis de SAMs 

a été démontré.153 Le capteur est réalisé grâce à l’utilisation de triethylene glycol alkylthiol tris-nitrilo 

acetic acid (NTA). Les NTA chélatent le nickel, qui est ensuite utilisé pour capturer les protéines 

marqués avec des poly-histidines. La complexation réversible des protéines marquées avec des 

histidines, et ensuite la reconnaissance avec des anticorps ont été observé en temps réel. Cette méthode 

semble suffisamment sensible pour discriminer différents sous-groupes d’anticorps dans un mélange 

complexe.  

La détection de brin complémentaire d’ADN a été montré par Mussi et al.211 Pour ce faire, des nanopores 

en SiN, ont été fonctionnalisés avec de l’APTES. Ensuite des oligonucléotides fonctionnalisés avec des 

amines sont greffés. Des séquences d’ADN simples brins sont ajoutées en solution, certaines avec la 

séquence complémentaire et d’autres non. De cette étude, deux conclusions principales ont pu être tirées. 

La première, est une diminution du diamètre du nanopore, qui augmente le rapport signal sur bruit des 

blocages de courant. La seconde est l’observation de deux distributions du temps de passage, attribué 

aux deux populations d’ADN, celles ayant la séquence complémentaire et celle ne l’ayant pas. 

5.6. Nanopore anti-bioadhérant 
Des études se sont également intéressées à fabriquer des nanopores anti-bioadhérant. Yusko et al.48 se 

sont inspirés du système olfactif des mites de la soie. Ils ont fonctionnalisé un nanopore en SiN par 

éclatement de liposomes, et obtenu une bicouche lipidique sur la surface d’un nanopore en SiN traité au 
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piranha. En modifiant la composition des lipides, ils ont joué sur le diamètre du nanopore, la fluidité de 

la surface et sur l’introduction d’élément de reconnaissance telle que la biotine. La capture d’analyte par 

la membrane lipidique grâce à la reconnaissance d’élément permet d’augmenter le temps de passage de 

la protéine. Cette fonctionnalisation grâce aux bicouches lipidiques fluides a également permis à des 

entités qui généralement obstruent les pores, tels que les β-amyloïdes, d’être détectées.212 Les 

fonctionnalisations grâce aux bicouches lipidiques fluides ont également été utilisées pour la fabrication 

de larges réseaux de pores avec des géométries contrôlées.213  

L’équipe de Martin a fabriqué des pores en polymères (PC et PET), recouvert d’or par « electroless 

plating » puis fonctionnalisés par auto-assemblages de PEG-thiolés. Cette stratégie permet d’éviter 

l’adsorption des protéines étudiées à l’entrée du pore.214,215 

5.7. Nanopore nucléaire biomimétique 
Les pores nucléaires (« Nuclear Pore Complex » NPC) sont de grands complexes protéiques traversant 

l'enveloppe nucléaire. Les pores nucléaires permettent les échanges entre le noyau et le cytoplasme dans 

les deux sens (importation et exportation). Il existe deux types de transport dans les NPC. 

Transport passif : ions, acides aminés, oses, protéines légères, etc. Les molécules dont le poids 

moléculaire est inférieur à 40 à 50 kDa peuvent passer dans le noyau en utilisant la même voie que les 

ions. Le transport actif peut se faire dans les deux sens grâce à des molécules d'importations. En effet, 

l'intérieur du pore est pratiquement entièrement obstrué par des fibrilles constituées de nucléoporines 

contenant des motifs répétés phénylalanine-glycine (FG), (FG-Nups). Par conséquent les molécules de 

taille supérieure à 44 kDa ne peuvent pas franchir cette barrière à moins qu'elles ne soient prises en 

charge par des protéines transporteurs appelées karyophérines (importines ou exportines).  

Dans le but de mimer les NPC, Jovanovic-Talisman et al. ont greffés des FG-Nups, sur des nanopores 

en PC obtenus par la technique de la trace attaquée sur lesquels de l’or a été préalablement déposé. Cette 

membrane agit comme un filtre sélectif qui laisse passer les transporteurs qui se lient aux FG, et qui ne 

laissent pas passer les protéines.216 

Kowalczyk et al.217 ont conçu un pore nucléaire biomimétique, qui est sélectif au transport de protéines 

individuelles.218 Ce pore a été fabriqué en silanisant un nanopore en SiN avec une solution d’(3-

aminopropyl)triethoxysilane (APTES) dans du méthanol. Il en résulte un nanopore fonctionnalisé avec 

des amines. Ces dernières réagissent ensuite avec du sulfo-SMCC, un agent réticulant qui contient à la 

fois un maleimide (H2C2(CO)2NH) et un NHS-ester (qui réagit avec les amines) de chaque côté, pour 

former un groupement maleimide réactif à la surface. Le pore est ensuite incubé avec les protéines 

nucléo-porines Nup98 et Nup193, qui sont immobilisées à la surface interne du pore. Le nanopore 

modifié présente un fort taux de sélectivité moléculaire en permettant le passage de protéines Impb et 

empêchant celui de protéines non-spécifiques tels que le sérum d’albumine bovin, un peu comme le pore 

nucléaire biologique.  
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Maintenant que les notions fondamentales ont été présentées, nous allons décrire les différents outils et 

méthodes que nous avons utilisés au cours de cette thèse. 
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Chapitre 2. 
Partie expérimentale 

 
 

 

Les méthodes de fabrication et la caractérisation des nanopores ont été brièvement décrites dans le chapitre 

précédant. Celles utilisées pour réaliser et caractériser des nanopores uniques seront développées dans ce 

chapitre. Nous allons décrire le matériel, puis les techniques de mesures électriques et enfin les méthodes de 

fabrication de nanopores uniques utilisés. 
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1. Matériel  

1.1. Cellule de conductimétrie 
Pour mesurer un courant ionique au travers d’une membrane isolante ou semi-conductrice contenant un 

nanopore unique, il faut s’assurer que les deux compartiments soient parfaitement isolés l’un de l’autre.  

Les cellules utilisées pour les nanopores fait dans des films en PET (Figure 19a), ont été conçues de 

façon à avoir un volume de travail, d’environ 1,8 mL. Elles ont été fabriquées en Téflon, pour ses 

propriétés diélectriques, limitant ainsi le bruit. Un joint torique est positionné d’un côté de la membrane 

pour obtenir une bonne étanchéité et éviter les fuites. De plus, le film polymère est protégé par du 

Parafilm M®, dans lequel une ouverture de 0,5 cm de diamètre est percé au centre pour laisser accès au 

pore. 

 
Figure 19 : a. Cellule utilisée pour les mesures de courant pour des films en PET, b. Cellule Tetraflow™, 

utilisée pour les pores en SiN 

Les cellules utilisées pour les pores en SiN, Tetraflow™ (Figure 19b), ont été achetées chez Nanopore 

solution. Elles sont optimisées pour des supports de 3 mm de diamètre. La cellule possède un réservoir 

de chaque côté du nanopore. La cellule est conçue pour être fermement scellée autour de la membrane. 

Le nanopore, positionné au centre, est la seule connexion entre les deux demi- cellules. Les réservoirs 

de chaque côté peuvent être remplis à l’aide d’une micropipette et servent également d’accès aux 

électrodes. Le problème de ces cellules réside dans la difficulté de remplissage du pore. Un pré-

remplissage à l’éthanol peut être utilisé, mais le risque de créer des fuites augmente. Une autre solution 

est la sonication pendant une minute, pour chasser les bulles, mais celle-ci peut casser la couche mince 

de SiN. Enfin un autre désavantage de cette cellule est qu’au cours des expérimentations, des bulles se 

créent, ce qui entraine une diminution du courant, et ajoute des complications pour l’analyse et le 

traitement des résultats. 

 

a b
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1.2. Amplificateur patch-clamp 
 

 
Figure 20 : a. Dispositif expérimental, amplificateur patch clamp, b. Amplificateur EPC 800, b’. Carte 

d’acquisition LIH 8+8, c. Amplificateur EPC 10, d. Amplificateur EPC 10 double 

Les amplificateurs de « patch-clamp » (Figure 20) peuvent fonctionner en mode voltage ou courant 

imposé. Dans notre cas, nous avons travaillé en mode voltage imposé. Ce mode permet, en utilisant deux 

électrodes et un circuit de rétroaction, de maintenir le voltage constant et de mesurer le courant en 

fonction du temps. Les caractéristiques d’un amplificateur sont (i) la gamme de voltage imposée, (ii) le 

bruit interne, et (iii) la fréquence d’échantillonnage. 

Trois amplificateurs ont été utilisés (Figure 20). Le premier amplificateur (EPC 800 HEKA) est interfacé 

à un ordinateur avec une carte d’acquisition séparée (LIH 8+8 de HEKA). Le deuxième amplificateur 

de patch-clamp utilisé est l’EPC 10 de HEKA et le troisième est l’EPC 10 double. Les caractéristiques 

principales des amplificateurs sont décrites dans la table ci-dessous (Table 1). 

Table 1 : Caractéristiques des amplificateurs 

 EPC 800 EPC 10 EPC 10 DOUBLE 

Carte acquisition Externe LIH 8+8 Intégrée Intégrée 

Fréquence 
maximale 
d’échantillonnage 

200 kHz 200 kHz 200 kHz 

Gamme de voltage 
appliquée 

- 600 mV + 600 mV - 5 V + 5V - 5 V + 5V 

  

 

 

b

c

d
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Les différents éléments utilisés pour les mesures sont les suivants : 

1. La cellule de mesure : elle est composée de demi-cellules reliées par le nanopore. Chaque 

compartiment de la cellule est rempli de façon symétrique d’une solution électrolytique 

2. Les électrodes : elles sont plongées dans la cellule. Elles sont reliées à l’amplificateur. Elles 

sont en Ag/AgCl, 1 M KCl connectées à la solution électrolytique par un pont salin en agar-

agar. Ces électrodes sont obtenues par l’immersion préalable pendant plusieurs heures de fils 

d’argent dans de l’eau de Javel. Une électrode est reliée au côté positif de l’amplificateur 

(compartiment trans), et l’autre électrode est reliée à la terre (compartiment cis). 

3. Le tout est inséré dans une cage de Faraday. Cette dernière sert à éliminer les perturbations 

électriques extérieures, dont la majeure partie correspond au 50 Hz du secteur. La cellule est 

placée sur une table anti-vibration. 

4. Les données sont enregistrées en utilisant le logiciel Patchmaster (HEKA elektronik). Les 

courants enregistrés sont analysés grâce à Fitmaster (HEKA elektronik). 

2. Mesures électriques 

2.1. Mesure courant-voltage (I-V) 
Les courbes courant-voltage (I-V) sont réalisées en remplissant les deux compartiments avec la même 

solution électrolytique. Le voltage imposé est balayé entre -1 et 1 V. En étudiant les réponses du courant 

dans le temps pour des voltages appliqués positifs et négatifs, l’évolution des conductances du pore est 

obtenue. Ces mesures peuvent être effectuées de deux manières. La première est une mesure continue, 

où l’on enregistre le courant en faisant croitre ou décroitre le voltage au cours du temps. L’avantage de 

cette méthode est qu’elle est rapide, la gamme de voltage (-1 à 1 V) est généralement balayée pendant 

30 secondes. Cette méthode permet également de déterminer rapidement les rectifications de courant et 

donc si le pore présente une asymétrie. Lorsque le courant est stable, chaque enregistrement est répété 

trois fois, pour obtenir une valeur moyenne la plus homogène possible. La conductance est facilement 

extraite en calculant la pente de cette courbe. La seconde technique consiste à enregistrer le courant en 

fonction du temps, en appliquant un potentiel constant. Le courant est ainsi enregistré pendant environ 

20 secondes pour différents potentiels par pas choisis (10 à 200 mV). La conductance est extraite à partir 

de la moyenne de chaque courant en fonction des voltages appliqués. L’avantage de cette technique est 

qu’elle permet d’observer si le courant est stable pour un voltage donné. Toutefois les temps de mesures 

sont plus longs. 
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Figure 21 : a. Courant enregistré en fonction du temps à 500 mM de NaCl, pour des voltages de – 1 à 1 V 

par pas de 200 mV, pour un pore de diamètre 22 ± 0,4 nm, de longueur 13 µm. b. Les valeurs de courant 

sont extraites à partir des valeurs moyennes de (a). c. Le courant est enregistré en fonction du temps, à 1 M 

KCl,  pour un pore conique de dtip = 20,7 ± 0,8 nm, Dbase =  425 nm. 0 V sont appliqués, puis 1 V, puis – 1 V 

pendant 5 s pour chaque voltage. Ensuite un voltage croissant en fonction du temps est appliqué de – 1 à 1 

V pendant 30 s. et enfin 1 V est appliqué pendant 5 s, d. Représente le courant en fonction du potentiel pour 

le même pore 

  

a b

c d
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2.2. Pulsation résistive 
La technique de pulsation résistive repose sur la modification de courant induite par une molécule 

lorsqu'elle traverse le nanopore. L’électrode de travail est placée du côté trans de la membrane, et 

l’électrode connectée à la masse du côté cis. Les molécules sont ajoutées du côté cis. Un voltage de 

valeur opposé à la charge globale de la molécule est appliqué du côté trans. Le courant ionique est 

enregistré à une fréquence désirée en fonction du temps de passage des molécules, qui sont généralement 

de l’ordre de la microseconde à la centaine de millisecondes. Les données sont analysées afin d’extraire 

le temps de passage (Δt) et la différence d’intensité de courant (ΔI). Le taux de capture (fréquence des 

évènements) est obtenu à partir du nombre d’évènements par seconde  au cours de l’expérience. 

 
Figure 22 : Exemple d’une trace de courant en fonction du temps lors du passage de polynucléotides (polyC) 

à travers  un nanopore natif, sous 1 V, à 150 mM NaCl, pH 8 

  



Chapitre 2. Partie expérimentale 
 

 

- 58 - 
 

3. Fabrication de nanopores uniques  

3.1. Nanopores obtenus par la méthode de traces attaquées 
Pour fabriquer des nanopores adaptés à la détection de bio-macromolécules, nous avons principalement 

utilisé la méthode de la trace attaquée dans des films en Poly(Ethylène Téréphtalate) (PET).  (Figure 23) 

 
Figure 23 : Formule développée du polyéthylène téréphtalate 

Ces films d’épaisseur 13 (ES301130), ou 6 microns (ES301061), et d’orientation bi-axiale, ont été 

acheté chez Goodfellow. L’avantage de ces films est qu’ils sont robustes et flexibles. Une fois que les 

nanopores sont obtenus, les films sont réutilisables pendant plusieurs semaines s’ils sont conservés à 

l’abri des poussières, dans un bain d’eau ultra pure.  

Le processus de fabrication se déroule en deux étapes : 

1. L’irradiation par un ion lourd 

2. L’attaque chimique par une solution alcaline 

3.1.1. Obtention des traces latentes, irradiation aux ions lourds  

Les traces latentes dans les films de PET sont effectuées au Grand Accélérateur National d’Ions Lourds 

(GANIL) à Caen.  Les ions (86Kr ou 132Xe dans notre cas) sont accélérés dans l’accélérateur linéaire 

SPIRAL2 (Système de Production d'Ions RAdioactifs en Ligne de 2ème génération). La ligne SME 

(Sortie Moyenne Energie) a été utilisée. Un faisceau d’ions de faible fluence et d’énergie élevée 

(plusieurs MeV uma-1) est utilisé pour irradier les films polymères. L'ion lourd incident produit des 

ionisations et des excitations électriques. Dans les polymères, ceci conduit à la destruction de liaisons 

covalentes. Il est possible de choisir entre une irradiation avec un ion unique, pour obtenir un pore 

unique, ou bien une irradiation avec plusieurs ions, pour obtenir une membrane multipore.  

Pour obtenir un pore unique, l'étape d'irradiation nécessite un faisceau d'ions lourds de très faible 

fluence. Le faisceau d'ions lourds est tout d'abord balayé, grâce à un champ magnétique intense et 

oscillant. Il est également défocalisé par des lentilles magnétiques. Un diaphragme permet de réduire le 

flux d'ions à moins d'un ion par seconde. Cette méthode a été brevetée par R. Spohr219 en 1983. (Figure 

24) 
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Figure 24 : Méthodes pour produire une trace latente unique à partir d’un seul ion 

Trois détecteurs sont placés en aval du film polymère. Ils permettent de détecter chaque passage d'ion, 

chacun est relié à un compteur. Lorsqu’au moins un détecteur compte un ion, l’obturateur est actionné 

pour arrêter le faisceau. Grâce à ces trois détecteurs nous pouvons évaluer la qualité de nos traces. 

Lorsque les trois détectent l’ion, le pore est noté « +++ ». Nous obtenons un taux d’ouverture proche 

de 100 % pour ces pores. Si seulement deux détecteurs fonctionnent, le pore est noté « ++ », et le taux 

d’ouverture est d’environ 90 %, et pour un seul des détecteurs le taux est d’environ 70 %. 

Les échantillons réalisés au GANIL, sont obtenus avec un faisceau d’ions Xénon d’une énergie de 9,5 

MeV uma-1. Des empilements de 3 films de 13 µm d’épaisseur et 2 films de 6 µm ont été irradiés. En 

effet, les énergies utilisées permettent d’irradier une telle épaisseur de film polymère. Les pertes 

d'énergie nucléaire sont négligeables, tant que l'ion n'est pas stoppé dans le film.220  

Des films polymères ont été irradiés avec la même énergie, avec une fluence de 6 x 106  traces cm-2 pour 

effectuer des caractérisations telles que de l’imagerie, qui sont impossibles à réaliser sur un nanopore 

unique. Cette possibilité de choisir entre un film avec des pores uniques ou multiples est un avantage 

majeur de la technique de trace attaquée, puisqu’ils sont obtenus dans les mêmes conditions (mêmes 

films, énergie et nature des ions,...). Une fois les traces obtenues, les films sont stockés à l’abri de la 

lumière et scellés. 

3.1.2. Révélation des traces par attaque chimique  

L'irradiation et l'attaque sont les deux étapes de synthèse des nanopores, mais seule l'étape de l'attaque 

en détermine la géométrie. La révélation des traces permet de transformer par voie chimique la trace 

faite par l’ion lourd, en un pore. Le film possédant une ou plusieurs traces latentes est placé dans une 

solution alcaline qui peut être chauffée. L'attaque peut être symétrique, ou asymétrique si une solution 

de neutralisation acide est placée d’un côté du film.  
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Pour fabriquer des nanopores, les traces sont activées en plaçant les films de PET sous lumière 

ultraviolette (Fisher bioblock; VL215.MC, λ = 312 nm) pendant 24 heures par face. Il a été montré que 

l’exposition à l’UV permet d’augmenter la vitesse de l’attaque.57  

 

3.1.2.1. Nanopores cylindriques 

Une attaque symétrique de la trace, permet d’obtenir un nanopore cylindrique. Pour ce faire, les films 

sont plongés dans une solution de soude (NaOH) de concentration 3 mol L-1 chauffée entre 35 et 60°C 

pendant quelques minutes. 

Un nanopore unique permet théoriquement de réaliser des expériences de détection et de translocation. 

Avant cela, il est nécessaire de caractériser son diamètre et sa géométrie. Il est difficile d'observer 

précisément un nanopore du fait même de sa très petite taille. Toutefois, la principale difficulté 

d'observation d'un pore unique, reste sa localisation. En effet, l'irradiation permet d'obtenir une trace 

latente unique par placement d'un diaphragme devant le film polymère, mais la précision sur l'endroit 

exact est de l'ordre du millimètre carré. Les nanopores uniques sont caractérisés par conductimétrie, en 

émettant deux hypothèses : une géométrie parfaitement cylindrique et un transport ionique « bulk » dans 

le nanopore, la résistance d’accès est négligeable. La conductance mesurée est attribuée uniquement à 

la conductance des ions dans le nanopore. Les courbes intensité-voltage sont réalisées pour des 

concentrations en NaCl de 10 à 750 mM. Un voltage est imposé entre les électrodes, une fois que le 

courant est stable, les traces de courants sont enregistrées en fonction du temps en appliquant un voltage 

de -1 à 1 V par intervalle de 200 mV. Chaque mesure est répétée trois fois. Les données sont enregistrées 

à 2 kHz. Une moyenne du courant est déterminée pour chaque voltage. Ces courants moyens sont ensuite 

tracés en fonctions des voltages, la pente de la courbe permettant de déterminer la conductance du pore 

(G). Nous faisons de même avec des solutions électrolytiques de différentes concentrations en sel, 

permettant ainsi de faire varier la conductivité (Table 2). La conductance du pore suit une relation 

linéaire avec la conductivité, et la longueur du pore étant connue, nous pouvons calculer son diamètre. 

(cf chapitre 1 et équations 1.10 à 1.14). Un exemple est donné (Figure 25). 
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Table 2 : Conductivités des solutions électrolytiques de NaCl en fonction de leurs concentrations, utilisées 

pour la caractérisation des pores cylindriques 

Concentration NaCl (M) κb (S m-1) 

5 17,43 

4 16,2 

3 13,9 

2 10,51 

1,5 8,46 

1 6,24 

0,75 4,85 

0,5 2,96 

0,25 1,29 

Figure 25 : Caractérisation du diamètre d’un nanopore unique par conductimétrie. a. Courant moyen en 

fonction du voltage moyen, pour différentes concentrations (noir : 10 mM, rouge : 50 mM, vert : 100 mM, 

bleu : 250 mM, cyan : 500 mM, rose : 750 mM). Les lignes noires correspondent à l’ajustement linéaire. b. 

Conductance du nanopore en fonction de la conductivité de la solution. La régression linéaire donne une 

valeur qui permet de calculer le diamètre du nanopore. La valeur obtenue pour le diamètre est 22 ± 0,1 nm 

Le diamètre du pore augmente avec le temps et la température pour une concentration en soude donnée. 

Afin d’évaluer ces paramètres, des nanopores uniques de longueur de 13 μm ont été étudiés, le diamètre 

moyen a été reporté en fonction du temps d’attaque, pour une température de 45ºC, et une concentration 

NaOH de 3 M (Figure 26).  

a b

κ
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Figure 26 : Diamètres de nanopores uniques déterminés par conductimétrie en fonction du temps d’attaque 

à 45°C. La vitesse est estimée à v = 9,18 ± 0,75 nm. min-1 

L’évolution du diamètre peut être approximée par une relation linéaire (éq 2.1) 

𝑣𝑣 = 𝑑𝑑𝐷𝐷
𝑑𝑑𝑑𝑑

= 9,18  ± 0,75 nm. min -1       (éq 2. 1) 

avec v la vitesse d’attaque, dD le diamètre moyen et dt le temps moyen. 

Cette valeur est correcte pour les 10 premières minutes d'attaque. Ensuite v diminue légèrement, car au 

fur et à mesure que le diamètre augmente, l'attaque se fait de plus en plus loin des dommages causés par 

la trace. La vitesse v dépend ainsi légèrement de la distance à la trace et n'est donc pas constante dans 

tout le volume. Dans la suite, elle sera tout de même considérée comme constante, la plupart des attaques 

durant moins de 10 minutes. Il faut noter également que le diamètre du pore augmente avec la 

température du bain de soude pour un temps donné.  

3.1.2.2. Nanopore conique 

Les pores coniques sont plus adaptés pour l’étude de la translocation de macromolécules, car il est 

possible d'obtenir des diamètres inférieurs à 20 nm, contrairement aux pores symétriques. Les nanopores 

uniques coniques ont été obtenus par une attaque chimique, qui est réalisée dans des conditions 

asymétriques. Le film est placé dans une cellule contenant d’un côté du film la solution d’attaque 

(NaOH, 9 M)  et de l’autre, une solution neutralisante (CH3COOH, 1 M et KCl, 1 M).  
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Figure 27 : Schéma de fabrication d’un nanopore unique conique 

Un voltage constant (1 V) est appliqué entre les deux compartiments de la cellule de conductimétrie, 

grâce à des électrodes en Pt. L'intensité du courant électrique est suivie au cours de l'attaque chimique 

par amplificateur Keithley (35617 EBS). Dans un premier temps, même si les solutions d'attaque et de 

neutralisation sont conductrices, le film polymère est isolant et aucun courant électrique mesurable n'est 

observé. Lorsque le pore est ouvert, et que les solutions des deux compartiments entrent en contact, les 

ions qu'elles contiennent sont libres de passer à travers le pore, et un courant électrique est observé. 

Immédiatement, l’acide acétique neutralise les ions OH-, responsables de l'attaque, et crée une 

compétition avec la réaction pour agrandir le pore. L'attaque se poursuit et le diamètre du pore augmente. 

Le courant électrique augmente alors avec le temps. Une attaque asymétrique donne une forme générale 

conique au pore, qui est directement liée au rapport entre les vitesses d'attaque dans la trace et dans le 

volume, c'est-à-dire dans le polymère non irradié. Ensuite, lorsque le courant atteint une valeur 

correspondant à une taille de pore souhaitée, l'attaque est stoppée en rinçant les compartiments avec la 

solution de neutralisation puis de l'eau pure.  

Comme dans le cas précédent, la caractérisation du diamètre du nanopore ne peut se faire que par une 

observation directe au MEB. Il est néanmoins possible d'obtenir la valeur du petit diamètre par 

conductimétrie, si celle du grand rayon est connue (éq. 2.2) : 

2R = αt           (éq 2. 2) 

où R  est le grand rayon du pore (nm), α le facteur obtenu par MEB, et t, le temps de l’attaque (min).  
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Figure 28 : Diamètre du nanopore déterminé par MEB en fonction du temps d’attaque de membranes à 

haute densité de pores (6 x 106 pores cm-2). a. Image MEB après une attaque de 2h, d = 319 ± 6 nm. b. Le 

coefficient directeur de la droite vaut 2,5  

Le facteur α de l’équation (éq. 2.2) est donné dans la littérature à 2,13,58 ce dernier dépendant de la 

nature du film polymère, de l’énergie et de la nature des ions. Nous avons réévalué la valeur de α. Pour 

ce faire, plusieurs membranes multi-pores (6 x 106  traces cm-2) ont été attaquées, en condition 

asymétrique avec des temps différents. Les diamètres ont été mesurés par MEB (Figure 28a). Nous 

observons que les diamètres des pores augmentent de façon linéaire avec le temps d'attaque. Pour des 

temps inferieurs à 300 min, le coefficient α obtenu est de 2,5 (Figure 28b). Il a ensuite été utilisé pour 

calculer le grand diamètre des nanopores uniques en fonction du temps d’attaque. 

Il est ensuite possible de déterminer le petit rayon r grâce à l’équation (éq. 2.3), en faisant l'hypothèse 

d'un pore parfaitement conique : 

𝐺𝐺 = 𝜋𝜋𝑟𝑟𝑅𝑅
𝐿𝐿
𝜅𝜅𝑏𝑏 + 𝐺𝐺𝑟𝑟         (éq 2. 3) 

où G est la conductance électrique du pore (S), κb est la conductivité molaire de la solution ionique 

« bulk » (S.m-1), peut se calculer d'après les tables, κKCl(1M) =11.2 S.m-1. r est le rayon de la petite 

extrémité du pore (m), R celui de la grande extrémité (m), L, l’épaisseur du film (m) et Gr est la 

conductance résiduelle qui est de zéro si l’on admet une conductivité purement « bulk ». 

Désormais, tous les paramètres de l'équation sont connus. La conductimétrie permet de déterminer le 

rayon de la petite ouverture du nanopore, grâce à l'observation préalable de la grande ouverture par 

microscopie, et en faisant l'hypothèse d'une géométrie conique parfaite. Les interactions des ions de la 

solution avec la paroi du pore ont également été négligées (composantes Gr = 0). 

 

 

b
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3.2. Fabrication de nanopores en SiN 
Des membranes en nitrure de silicium (SiN), d’épaisseur 30 nm, déposée sur des grilles de TEM, 

possédant une fenêtre de 50 x 50 µm ont été achetée chez Nyco. Les nanopores sont percés en utilisant 

un faisceau d’électron d’un Microscope à Transmission Electronique (TEM) JEOL 2010F au 

Laboratoire des Solides Irradiés (LSI, Palaiseau). En fonction du temps d’exposition et de la taille de la 

sonde à électron (définie par l’angle de convergence), des nanopores de 2 à 20 nm peuvent être obtenus. 

4. Modification et fonctionnalisation 

4.1. Dépôt de couches atomiques (ALD) 
Pour ajuster le diamètre des nanopores, et modifier leurs propriétés de surface, la technique de dépôt de 

couches atomiques (ALD) a été utilisée. (Figure 29)  

 
Figure 29 : a. Conductance en fonction de la conductivité, pour un pore avant et après sa réduction par 

ALD. Image du pore b. Avant, et c. Après dépôts de couches atomiques 

L’ALD est une technique de dépôt en phase vapeur de films minces. L’introduction de chaque 

précurseur est séparée par une phase de purge. Elle permet le dépôt en théorie, d’une mono-couche 

atomique permettant de contrôler son épaisseur à l’échelle de l’angström. Le principe de dépôt est le 

suivant : 

- Dépôt de couches d’Al2O3. Tout d’abord une impulsion de 0,2 s de triméthylaluminium est 

envoyée dans la chambre, le nanopore est ensuite exposé pendant 40 s au précurseur, ensuite 

une purge de 60 s est réalisée pour enlever l’excès de précurseur et les sous-produits de la 

réaction. Ensuite de l’eau est envoyée dans la chambre pour une exposition de 30 s suivi d’une 

purge de 60 s.  

- Dépôt de bicouches d’Al2O3/ZnO. La première couche déposée est celle d’Al2O3. La méthode 

est la même que précédemment décrite. Ensuite pour le dépôt de ZnO, une impulsion de 0,2 s 

de diéthylzinc suivi d’une exposition pendant 40 s au précurseur, puis d’une purge de 60 s est 

réalisée. Les temps pour l’eau sont les mêmes que dans le cas de la couche d’Al2O3.  

Les dépôts sont effectués à 60°C pour les films en PET, et à 100°C pour les SiN. La dernière couche de 

ZnO permet la fonctionnalisation des OH libres, en phase gazeuse. Une exposition à 

NP26PEGbiot

Etch

ALD

a d e

κ

b c
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l’hexamethyldisilazane (HMDS) en phase vapeur permet le greffage de fonctions triméthylsilane (TMS, 

–Si(CH3)3) qui rend la surface hydrophobe. Une exposition au (N-[3-

(Trimethoxysilyl)propyl]ethylenediamine (104884)) permet d’obtenir des groupements amines. (Figure 

30) 

 

 
Figure 30 : a. Hexamethyldisilazane, b. (N-[3-(Trimethoxysilyl)propyl]ethylenediamine 

Des mesures de diffusion des rayons X aux petits angles (« Small-angle X-ray scattering » SAXS) ont 

été réalisées sur des films de PET de 13 µm afin de déterminer l’épaisseur des couches déposées. Un 

premier natif, un deuxième recouvert de 4 couches d’Al2O3 suivi de 4 couches de ZnO, alternées 20 fois, 

un troisième 5 couches d’Al2O3 suivi de 5 couches de ZnO, alternées 20 fois, et un dernier recouvert de 

6 couches d’Al2O3 suivi de 6 couches de ZnO, alternées 20 fois. (Figure 31) 

a b
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Figure 31 : Analyse par SAXS de membranes multipores a. Echantillon de PET, b. Echantillon de PET 

recouvert de bicouche 4x4, c’est-à-dire 4 couches d’Al2O3 suivi de 4 couches de ZnO, alternées 20 fois. c. 

Echantillon de PET recouvert de bicouche 5x5, c’est-à-dire 5 couches d’Al2O3 suivi de 5 couches de ZnO, 

alternées 20 fois. d. Echantillon de PET recouvert de bicouche 6x6, c’est-à-dire 6 couches d’Al2O3 suivi de 6 

couches de ZnO, alternées 20 fois 

Pour les trois échantillons, il y a un signal aux petits angles associé à une distance caractéristique de 11 

nm. Il est associé à la membrane puisqu’il apparaît dans la membrane PET de référence. La distance 

caractéristique obtenue pour le dépôt dALD de 4 couches d’Al2O3 suivi de 4 couches de ZnO est de 1,9 

nm, celle pour les 5 couches d’Al2O3 suivi de 5 couches de ZnO est de 2,4 nm et 6 couches d’Al2O3 

suivi de 6 couches de ZnO est de 3,0 nm. Ces observations sont en accord avec les valeurs obtenues 

précédemment.45  

 

 

 

Le dépôt de couches successives d’Al2O3 et de ZnO (Figure 32) a été choisi car il présente de meilleures 

propriétés mécaniques qu’un dépôt d’une seule de ces espèces.45,69 Ceci est dû à une transition de phase, 

de nanocristallin à amorphe lorsque les couches sont de plus en plus fines.135 Pour ce faire, trois 

échantillons ont été préparés sur des substrats de Si, un premier sur lequel ont été déposés 20 couches 

a b

c d



Chapitre 2. Partie expérimentale 
 

 

- 68 - 
 

de d’Al2O3 (2 Å/cycle), le deuxième 20 couches de ZnO (2,1 Å/cycle), et le troisième, 2 répétitions de 

de 5 cycles Al2O3 / 5 cycles ZnO.  Les mesures par AFM montrent que le fait d’alterner les couches rend 

la surface moins rugueuse que lorsqu’il n’y a qu’un seul composé. (Table 3) 

 

Table 3 : Mesures de rugosité obtenues par AFM 

Film mince Rugosité (nm) 

20 cycles de ZnO 0,34 

20 cycles d’Al2O3 0,32 

2 répétitions de 5 cycles Al2O3 / 5 cycles ZnO 0,25 

 

 

 
Figure 32 : Images MEB de multi-couches de Al2O3 / ZnO, coupe en tranche. L’épaisseur de deux 
répétitions de cinq cycles Al2O3 et cinq cycles ZnO est de 24,8 nm  
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Les nanopores uniques artificiels peuvent permettre de mimer les processus de transport ionique des canaux 

ioniques pour le développement de nano-machines bio-inspirées en vue d’applications telles que les biocapteurs, 

la filtration moléculaire ou les dispositifs nanofluidiques. Un des enjeux principaux est de développer des 

nanopores avec plusieurs fonctions tout comme les organismes vivants. En s’inspirant de ce système 

naturellement asymétrique, nous allons introduire dans ce chapitre des systèmes nanopores asymétriques 

biomimétiques répondant à plusieurs stimuli, le pH et un ligand. 

Les résultats présentés dans ce chapitre ont fait l’objet de trois publications : (Annexe 1) 

- Lepoitevin, M., G. Nguyen, et al. (2015). "Combining a sensor and a pH-gated nanopore based on 

an avidin-biotin system." Chemical Communications 51(27): 5994-5997. 

- Lepoitevin, M., M. Bechelany, et al. (2016). "Non-Fluorescence label protein sensing with track-

etched nanopore decorated by avidin/biotin system." Electrochimica Acta 211: 611-618. 

- Lepoitevin, M., B. Jamilloux, et al. (2016). "Fast and reversible functionalization of a single 

nanopore based on layer-by-layer polyelectrolyte self-assembly for tuning current rectification and 

designing sensors." Rsc Advances 6(38): 32228-32233. 
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1. Fonctionnalisation irréversible 
Des nanopores en PET (Poly-Ethylène-Téréphtalate), ont été fabriqués par la méthode de la trace latente. 

Le but est ici de les fonctionnaliser afin de permettre la détection de biomolécules, en utilisant un 

système (strept)avidine/biotine. Le complexe avidine-biotine (ou streptavidine-biotine) est une des plus 

fortes interactions non-covalentes (Kd = 10-15 M) entre une protéine et un ligand.221 La première étape 

est le greffage des biotines, nous avons utilisés deux approches qui consistent à fonctionnaliser le 

nanopore:  

1. directement après son ouverture. Cette méthode permet une fonctionnalisation spécifique 

de la surface du nanopore 

2. après avoir réduit son diamètre par dépôt de couche atomique (« Atomic  Layer 

Deposition » ALD) et greffés des groupements amines sur sa surface. Cette méthode 

permet une fonctionnalisation homogène de la surface interne et externe du nanopore 

1.1. Fonctionnalisation de la surface interne du pore 
Après l’attaque chimique, la surface interne du nanopore en poly-(éthylène téréphtalate) (PET) est 

couverte de groupements carboxylates (Figure 33a).57 Ces derniers sont utilisés pour fonctionnaliser 

uniquement la paroi interne du pore. Ils permettent d’effectuer un greffage chimique grâce à des 

carbodiimides. Nous avons fonctionnalisé des nanopores uniques cylindriques, d’environ 20 nm de 

diamètre et 13 μm de long. Pour ce faire, des biotines, soit O-(2-Aminoethyl)-O′-[2-

(biotinylamino)ethyl]octaethylene glycol noté biotine-NH2 (n = 8), soit Poly(ethylene glycol) 2-

aminoethyl ether biotine (Mn 5,300), noté biotine-PEG-NH2, sont utilisées pour effectuer une synthèse 

monotope grâce à (N-(3-dimethylaminopropyl)-N’ -ethylcarbodiimide) (EDC) (Figure 33). 
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Figure 33: a. Schéma de la paroi interne d’un nanopore à trace attaquée, en milieu neutre ou basique. b. et 

c. Réactifs utilisés pour greffer des biotines sur la surface interne du nanopore. b. O-(2-Aminoethyl)-O′-

[2-(biotinylamino)ethyl]octaethylene glycol noté biotine- NH2 (n = 8), c. Poly(ethylene glycol) 2-aminoethyl 

ether biotine (Mn 5,300), noté biotine-PEG-NH2 

Le schéma de la réaction de couplage grâce à l’EDC est présenté dans le chapitre 1 (Figure 14).  Pour 

notre première étape de fonctionnalisation, des biotine-PEG-NH2 ou biotine-NH2 sont greffées grâce à 

l’EDC. Ensuite une solution d’avidine à 50 μg mL-1 est ajoutée du côté cis du nanopore pendant 30 

minutes en appliquant - 100 mV (ou 100 mV) du côté trans (Figure 34).  

 

Figure 34: Schéma de la fonctionnalisation directement après l’ouverture du pore (les groupements 

carboxyles ne sont plus représentés lors des étapes de fonctionnalisation pour simplifier le schéma) 

Après chaque étape de la fonctionnalisation, (après ouverture du pore, après le greffage de l’avidin) les 

courbes intensité-voltage (I-V) sont enregistrées pour différentes concentrations en NaCl de 10 à 750 

mM (Figure 35). 

a
b

c
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Figure 35 : a. Exemples de courbes I-V (ici à 100 mM NaCl, pH 7), b. Dépendance conductance/ conductivité 

en sel pour un nanopore cylindrique à chaque étape. Directement après l’attaque chimique (carrés noirs), 

après la fonctionnalisation PEG-biotine-avidine (triangles bleus) 

Après insertion d’avidine, une diminution de la conductance en fonction de la conductivité est observée, 

elle est due à la réduction du diamètre. Comme décrit dans la partie théorique, la conductance du pore 

suit une relation linéaire avec la conductivité, connaissant la longueur du pore, nous pouvons calculer 

son diamètre. Nous avons ainsi déterminé que le diamètre du nanopore  diminue de 19 (pore natif) à 17 

nm après l’insertion. Cette valeur de 2 nm ne correspond pas au diamètre hydrodynamique de l’avidine, 

mais peut être expliquée par la localisation de l’avidine, qui est proche de l’entrée du pore et non tout le 

long du pore. Ainsi le transport ionique ne peut pas être décrit simplement par l’équation 

phénoménologique (éq 1.13) après l’addition d’avidine.  

 
Figure 36: Trace de courant d’un pore cylindrique, 18 nm de diamètre et de longueur 13 μm, a. Après 

l’attaque chimique, b. Après la fonctionnalisation PEG-avidine 

Nous avons observé après l’insertion d’avidine, que le courant oscille pour de forts potentiels ( > 800 

mV) indépendamment du sel utilisé (KCl ou NaCl) (Figure 36). Une des explications possible, en dehors 

de phénomènes tels que des équilibres gaz-vapeur,100,222 le phénomène de mouillage-démouillage,44 ou 

encore la mobilité de chaines polymères due à l’attaque chimique (« dangling ends »),223 serait 

a b

a b
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l’adsorption non-spécifique des protéines. En effet, il est bien connu que les protéines s’adsorbent non 

spécifiquement aux interfaces liquides solides.224,225 Deux populations d’avidine seraient présentes sur 

la surface du nanopore, une première liée aux biotines et une seconde, adsorbée sur la surface du PET. 

Ainsi, après le rinçage cette deuxième population peut être relarguée en solution et traverser le pore. 

Ceci peut ainsi expliquer pourquoi ces oscillations sont observées uniquement lorsqu’un potentiel positif 

est appliqué du côté trans. Cependant il est à noter que la charge de l’avidine est positive à pH 7,2 

(IEP : 11). Une autre hypothèse serait que l’avidine s’adsorbe et se désorbe à l’entrée du pore, de façon 

très rapide bouchant ainsi une partie du pore, mais elles ne traversent pas ce dernier, ce qui entrainerait 

les oscillations de courant observées. 

Grâce à cette première approche, nous avons montré qu’il est possible de fonctionnaliser la surface 

interne du pore en une seule étape pour former des carboxyl-amines possédant une biotine terminale. 

Grâce à cette dernière nous avons greffé de l’avidine, et pu la détecter grâce au suivi par conductimétrie. 

Cependant de nombreux points peuvent être améliorés. Tout d’abord nous avons observé des oscillations 

de courant, probablement dues à une adsorption non-spécifique de l’avidine à la surface du nanopore. 

Ensuite la prédiction du diamètre du pore est difficile après l’attaque chimique, en effet si 

expérimentalement nous désirons fabriquer un nanopore ayant le diamètre désiré, plusieurs pores 

uniques doivent être produits et caractérisés. Ainsi cette approche est difficilement implementable. 

1.2. Fonctionnalisation de la surface externe et interne du pore 
Pour tenter de résoudre les problèmes liés à la reproductibilité de la taille du pore et à l’adsorption non-

spécifique des protéines, nous avons modifié des nanopores uniques par dépôt de couche atomique 

(ALD), car cette méthode permet de couvrir de manière identique et homogène l’intérieur et l’extérieur 

du nanopore 69 (Figure 37).  

 
Figure 37: Image TEM d’un nanopore unique (10 nm de diamètre et 6 μm de longueur) montrant les 

couches déposées par ALD. L’image TEM  a été obtenue sur une membrane multipore en PET (diamètre 

moyen des nanopores 70 nm) après 12 séquences de 5 cycles d’Al2O3/5 cycles ZnO déposé par ALD et suivies 

par l’élimination de la membrane PET98  
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Figure 38: Schéma de la fonctionnalisation après modification du pore par dépôt de couche atomique 
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Cinq pores uniques cylindriques de haut rapport d’aspect de 40 à 60 nm de diamètre (longueur = 13 μm) 

ont été fabriqués. Les pores ont été réduits à 22 ± 4 nm de diamètre par ALD. C’est la dernière couche, 

de ZnO qui permet la fonctionnalisation des OH libres, en phase gazeuse, par des groupements amines 

(N-[3-(Trimethoxysilyl)propyl]ethylenediamine). L’étape suivante consiste à attacher les -biotines aux 

terminaisons amines. La biotinylisation du nanopore est réalisée en utilisant deux réactifs differents, 

l’un court biotinamidohexanoyl-6-aminohexanoic acid N-hydroxysuccinimide (noté – biotine-NHS) et 

l’autre plus long Poly(ethylene glycol) (N-hydroxysuccinimide 5-pentanoate) ether 2-

(biotinylamino)ethane (noté biotine-PEG-NHS ) contenant une chaine PEG (Mn 3800). Le schéma du 

principe de fonctionnalisation est détaillé en (Figure 38).  

 
Figure 39: a. Biotinamidohexanoyl-6-aminohexanoic acid N-hydroxysuccinimide (-biotine-NHS), b. 

Poly(ethylene glycol) (N-hydroxysuccinimide 5-pentanoate) ether 2-(biotinylamino)ethane (Mn 3800) (-

biotine-PEG-NHS) 

Après chaque étape, l’attaque chimique, le dépôt, et le greffage de biotines, puis des protéines, les 

diamètres des nanopores sont déterminés (Table 4) par conductimétrie pour des solutions en NaCl de 

concentrations 10 à 750 mM (Figure 40). 

a

b
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Figure 40: a. Exemple de courbes I-V (ici à 100 mM NaCl, pH 7) d’un nanopore (d = 22 nm) à chaque étape, 

directement après l’attaque chimique (carrés noirs), après l’ALD (ronds rouges), après le greffage de PEG-

steptavidine (triangles inversés bleus), et après l’addition de PEG-γ-globuline (triangle vert). b. Dépendance 

conductance/ conductivité en sel pour un pore cylindrique, directement après l’attaque chimique (carrés 

noirs), après l’ALD (ronds rouges).  

 

Table 4 : Caractéristiques de fabrication et de fonctionnalisation des nanopores étudiés. 

pore 

Temps 
attaque 
55ºC 
NaOH 
[3M] (s) 

# couches 
Al2O3/ 
ZnO 

Taille 
après 
ALD 
(nm) 

Biotine 1ère 
protéine 

2ème 
protéine 

Anti-
corps 

NP24Biot 304 15 24 Biotine Strept 
Avidine IgG  

NP22Biot 324 15 22 Biotine Strept 
Avidine BSA  

NP18Biot 300 9 18 Biotine Avidine BSA Anti-BSA 

NP22 

PEGBiot 
251 7 22 PEG- 

Biotine 
Strept 
Avidine IgG  

NP26 

PEGBiot 
244 5 26 PEG- 

Biotine Avidine BSA Anti-BSA 

 

Les - biotines créent une faible diminution du courant. Quand le nanopore est modifié par des – PEG – 

biotines, une rectification de courant est observée. Cette rectification est habituellement décrite pour les 

pores coniques. Elle provient d’une asymétrie, soit de taille (différents diamètres), et/ou de charge. Ici 

le greffage, a été effectué de façon asymétrique, les –biotines et les – PEG – biotines ont été insérées 

seulement du coté cis du film, pendant 1 h. Donc, elles ne sont pas greffées sur toute la longueur du 

pore. 226  

a b
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1.2.1. Fonctionnalisation par avidine ou streptavidine 

Dans le but d’étudier la détection de protéines capturées nous avons utilisé les propriétés d’interaction 

de la biotine avec l’avidine ou la streptavidine. Tout d’abord, nous nous sommes intéressés à l’effet de 

l’addition d’avidine (ou de streptavidine) sur les réponses I-V à différents pHs. 

Une solution de streptavidine (ou d’avidine) est ajoutée du côté cis. Dans le cas présent les parois 

externes et internes (au moins à l’entrée) du nanopore sont recouvertes de PEG-biotine ou -biotines, 

rendant ainsi peu probable une adsorption non-spécifique de la protéine à l’entrée du pore. Après cette 

étape les courbes I-V sont enregistrées à 100 mM NaCl, en faisant varier le pH de 4 à 10. Tout d’abord 

il est important de noter que l’on n’observe pas de perturbations lorsque l’on enregistre le courant en 

fonction du temps quelque soit le voltage appliqué. Ceci confirme notre interprétation concernant la 

première approche et l’adsorption non-spécifique des protéines. 

 
Figure 41: Courbes I-V, après le greffage des chaines terminées par des biotines (carrés ouverts), et après 

greffage des protéines (carrés pleins).  a. Noir : NP26PEGBiot pore de 26 nm de diamètre avec des chaines -

PEG-biotine et de l’avidine. b. Rouge : NP22PEGBiot pore de 22 nm de diamètre avec des chaines -PEG-

biotine et de la streptavidine. c. Vert : NP18Biot pore de 18 nm de diamètre avec des chaines -biotine et de 

a

b

c

d
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l’avidine. d. Bleu : NP22Biot pore de 24 nm de diamètre avec des chaines -biotine et des streptavidines. Toutes 

les expériences sont effectuées à 100 mM de NaCl. 

 Les réponses I-V montrent une diminution du courant après avoir inséré les protéines sur à la fois les –

PEG-biotine ou les –biotines. Ceci prouve que l’attache des protéines à bien eu lieu. Le facteur de 

rectification du courant (Rf) est défini en chapitre 1 (éq 1.18). 

Pour les longues chaines (-PEG –biotines) le facteur de rectification est inférieur à 1, avant et après 

l’insertion d’avidine (ou streptavidine), et est indépendant du pH entre 6 et 10. Ceci semble montrer que 

la charge de la protéine n’a pas d’influence sur le courant de rectification. Dans le cas des –biotines, la 

charge influence le facteur de rectification. En effet après la capture des protéines, Rf est pour les 

différents pHs, supérieur à 1 pour la streptavidine et inférieur à 1 pour l’avidine. Le facteur de 

rectification, pour à la fois l’avidine et la streptavidine, tend vers 1 pour un pH supérieur à 9. Si l’on 

regarde de plus près nos conditions expérimentales, seulement l’entrée du nanopore a été fonctionnalisée 

avec des –biotines. Après la capture des protéines, la charge du nanopore est différente à son entrée (liée 

aux protéines) de la paroi interne (groupements amines). Donc le courant de rectification dépendrait de 

la charge des protéines mais aussi des groupements amines (pKa ≈ 10,6), pour des pH supérieurs à 9. 

 
Figure 42: Facteur de rectification en fonction du pH. Noir : NP26PEGBiot pore de 26 nm de diamètre avec 

des chaines -PEG-biotine et de l’avidine. Rouge : NP22PEGBiot pore de 22 nm de diamètre avec des chaines 

-PEG-biotine et de la streptavidine. Vert : NP18Biot pore de 18 nm de diamètre avec des chaines -biotine et 

de l’avidine. Bleu : NP22Biot pore de 24 nm de diamètre avec des chaines -biotine et des streptavidines. Toutes 
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les expériences sont effectuées à 100 mM de NaCl. Les résultats à des pHs inferieurs à 6 ne sont pas montrés 

pour les longues chaines comme il a été montré qu’il y a un phénomène d’agrégation210  

A ce stade, nos résultats montrent qu’il est possible de discriminer la capture de l’avidine de celle de la 

streptavidine en utilisant une liaison courte, car le courant dépend de la charge de la protéine. 

 

1.2.2. Pore pH-dépendant et importance de la longueur de la chaine greffée 

Dans cette partie nous nous sommes intéressés à l’influence du pH sur les propriétés de rectification du 

courant et de conductivité du nanopore NP22PEGBiot après greffage de streptavidine.  

Cette dernière a un point isoélectrique proche de 5, et donc pour un pH supérieur à 6, possède une charge 

globale négative.  

 
Figure 43: Exemple de courbes I-V (ici à 100 mM NaCl) d’un nanopore après le greffage de PEG-Biotine-

Streptavidine à différents pHs. pH 10 (noir), pH 9 (jaune), pH 8 (vert), pH 7 (bleu), pH 6 (cyan), pH 5 (olive), 

pH 4 (rouge). 

L’étude des réponses I-V en fonction du pH montre que pour des pHs supérieurs à 5, il y a une légère 

rectification du courant comme pour les nanopores coniques, ceci est due à la fonctionnalisation 

asymétrique du nanopore.(Figure 43) La localisation des protéines du coté cis, induit donc une différence 

de charge sur la paroi interne du nanopore. Ceci entraine un flux d’ions asymétriques.227 Quand un 

potentiel négatif est appliqué du coté trans, la streptavidine est repoussée hors du nanopore, et 
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inversement quand un potentiel positif est appliqué. De plus, cette rectification de courant peut être 

expliquée par la localisation des streptavidines (à l’intérieur ou à l’extérieur du pore, en fonction du 

potentiel appliqué et de la charge globale de la protéine) ce qui peut réduire le diamètre du pore du coté 

cis. Il est intéressant de noter qu’à des pHs inferieurs à 6 le courant diminue drastiquement. A pH 4, 

quelque soit le voltage appliqué, le courant enregistré est proche de zéro. Nos expériences montrent que 

cette fermeture est parfaitement réversible puisque, dès lors que l’on augmente le pH, le pore se rouvre, 

et les valeurs de courant sont retrouvées.  

 

 
Figure 44: Réponse en pH d’un nanopore modifié par ALD, après le greffage de PEG-Biotine-Streptavidine. 

Courbe I-V pour un gradient de pH (pH 4 du coté cis et pH 8 du coté trans) 

Afin de confirmer la réversibilité, un gradient de pH est appliqué (pH 4 du coté cis et pH 8 du coté 

trans), le courant est proche de zéro pour un potentiel inférieur à 400 mV, et augmente au-delà (Figure 

44). Ceci confirme donc bien la dépendance au pH, et la réversibilité de cette ouverture/fermeture. Cette 

fermeture à pH inférieur à 6 ne peut pas être due à un effet stérique de la protéine. En effet, si tel était le 

cas, une inversion de la rectification du courant devrait être observée en fonction de la charge globale 

de la protéine.  

Donc cette fermeture du pore serait due aux chaines PEG. Pour le vérifier, un nanopore semblable à 

NP22PEGBiot a été fonctionnalisé avec une chaine biotinylée plus courte (biotine-NHS) avant l’insertion 

de la streptavidine (NP22Biot). Les courbes I-V ne présentent pas de blocage du courant à pH 4, (Figure 
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45) ce qui tend à prouver que la fermeture du pore est bien liée à l’interaction entre les longues chaines 

PEG et la streptavidine(Figure 45). 

 

Figure 45: Exemple de courbes I-V (ici à 100 mM NaCl) d’un nanopore (d = 26 nm) après le greffage de 

Biotine-Streptavidine à différents pHs : pH 10 (noir), pH 9 (jaune), pH 8 (vert), pH 7 (bleu), pH 6 (cyan), 

pH 5 (olive), pH 4 (rouge) 

Il a été démontré que le pH joue un rôle important dans les interactions PEG/protéines. En effet à faible 

pH des phénomènes d’agrégation et de précipitations des protéines avec les PEG sont observés.228,229 Le 

pH joue également un rôle dans le gonflement de couches de PEG. 230,231 Cependant lorsque le nanopore 

est fonctionnalisé seulement avec les PEG-biotine, le phénomène de fermeture n’est pas observé à bas 

pH. Donc, la fermeture du pore est bien liée aux interactions PEG-protéines, probablement une 

agrégation réversible. Ainsi dans le cas du gradient de pH, quand un potentiel négatif est appliqué, les 

protons entrent préférentiellement le nanopore et créent l’agrégation des PEG-biotine-streptavidine, 

provoquant la fermeture du pore. Inversement, quand un potentiel positif est appliqué, les ions 

hydroxydes pénètrent le pore et provoquent la désagrégation des PEG-biotine –streptavidine et la 

réouverture du pore. (Figure 46) 
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Figure 46 : Schéma représentant l’agrégation/désagrégation des protéines sous l’influence du pH 

1.2.3. Détection de protéines biotinylées et d’anticorps 
Ici, nous nous intéressons au potentiel du pore pour détecter une protéine biotinylée, en utilisant comme 

protéines modèles, la BSA et l’IgG. Pour ce faire, les protéines sont marquées avec un - PEG-biotine. 1 

mL de protéines (1 mg mL−1) dans du PBS (0,01 M phosphate buffer, 0,0027 M potassium chloride et 

0,137 M sodium chloride, pH 7,4, à 25ºC) est ajouté à du Poly(ethylene glycol) (N-hydroxysuccinimide 

5-pentanoate) ether 2-(biotinylamino)ethane pour un ratio molaire de 1:1 et est ensuite incubé pendant 

0,5 h à 20°C. Ensuite les  - PEG-biotines n’ayant pas réagi sont séparés par centrifugation (16000 g, 1 

min) en utilisant un filtre (Biospin P6). L’ajout de biotine-PEG-γglobuline et - biotine-PEG-BSA se fait 

du coté cis du pore. 

Tout d’abord nous nous intéressons à l’ajout de biotine-PEG-γglobuline sur des pores -PEG-biotine-

streptavidine, NP22PEGBiot et –biotine-streptavidine, NP24Biot. 100 μL de biotine-PEG- γglobuline 

(0,5 mg ml−1) sont ajouté du coté cis de la cellule, dans 1,8 mL de NaCl (100 mM) et HEPES (1 mM) à 

pH 8, en appliquant un potentiel de 200 mV, pendant 1 h. 

On observe une modification de la réponse I-V après ajout de biotine-PEG- γglobuline, ce qui prouve 

que le greffage a fonctionné. En ce qui concerne la position des protéines, elles peuvent se situer soit 

proches de l’entrée du pore, soit à l’entrée du pore, soit à l’intérieur du pore. Cependant la légère 

diminution de courant, et le volume stérique occupé par les PEG-streptavidine semblent suggérer que 

les protéines sont à l’extérieur du pore, proche de l’ouverture et il est très peu probable qu’elles soient à 

l’intérieur du pore. Mais ces résultats ne permettent pas de conclure quand à la position précise de la 

protéine. 
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Figure 47: Exemple de courbes I-V (ici à 100 mM NaCl) d’un nanopore après le greffage de biotine-PEG-

γ-globuline sur des PEG-Streptavidine à différents pHs : pH 10 (noir), pH 9 (jaune), pH 8 (vert), pH 7 (bleu), 

pH 6 (cyan), pH 5 (olive) et pH 4 (rouge) 

 

Pour le pore avec les longues chaines, NP22PEGBiot, les courbes I-V à différents pH montrent :  

- des rectifications de courant pour des pHs supérieurs à 6. L’amplitude de courant diminue 

légèrement du fait de  la diminution du diamètre lié au greffage et la rectification est un peu 

plus prononcée.  

- des blocages de courant pour des pHs inferieurs à 6 (Figure 47). Les propriétés 

d’ouverture/fermeture du pore ne sont pas modifiées par l’addition de biotine-PEG- 

γglobuline. 

Pour illustrer ceci, le facteur de rectification en fonction du pH est reporté (Figure 48). Les résultats 

montrent que l’ajout de biotine-PEG- γglobuline (IEP 6,5) induit une augmentation du facteur de 

rectification. La protéine biotinylée peut ainsi être facilement détectée pour des pHs supérieurs à 6. 

Cependant la forme des courbes I-V reste inchangée, en effet, le facteur de rectification est toujours 

inferieurs à 1. 

Pour les chaines courtes de biotines, l’insertion de biotine-PEG- γglobuline induit une diminution du 

facteur de rectification indépendamment du pH. Cette diminution est plus prononcée à pH 7 et 8 quand 

la streptavidine et la - γglobuline ont des charges globales opposées (globalement positive pour la 

streptavidine et globalement négative pour la - γglobuline). De pH 5 à 8 et en particulier pour les pH 7-

8, l’inversion de la réponse I-V permet donc une détection plus facile des biotine-PEG- γglobuline. 

-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0

-150

-100

-50

0

50

100

 

 

C
ou

ra
nt

 (p
A)

Voltage (mV)



Chapitre 3. Nanopore fonctionnalisé stimuli-répondant 
 
 

- 85 - 
 

 
Figure 48: Insertion biotine-PEG- γglobuline: gauche : courbes I-V à pH 7 et NaCl 100mM, après l’addition 

de streptavidine (carrés ouverts) et après le greffage des protéines IgG (carrés pleins), droite : comparaison 

des facteurs de rectification en fonction du pH, avant (hachurées) et après (pleines) le greffage d’IgG à NaCl 

100 mM. a. b. rouge: NP22PEGbiot, contient les longues chaines biotine-PEG et des streptavidines, c. d.  bleu: 

NP24Biot, contient les courtes chaines de -biotines et les streptavidine 

Ensuite nous nous intéressons à une autre protéine modèle, la BSA. Le principe reste le même, seul le 

point isoélectrique de la protéine change (IEP 4,7). Nous avons étudié la détection de la BSA biotinylée 

grâce à un nanopore fonctionnalisé avec de l’avidine. Ce choix est motivé par le fait que les deux 

protéines présentent des charges globales opposées de pH 5 à 10. Ainsi en utilisant ces conditions, nous 

espérons observer une inversion de la forme des courbes I-V due au greffage des BSA. Les facteurs de 

rectifications de la Figure 49 ne montrent pas l’inversion attendue. Dans le cas des chaines courtes, 

l’addition des BSA biotinylées induit une augmentation du facteur de rectification de pH 5 à 8, et une 

diminution pour les pH 4, 9, et 10. La BSA possède une charge globale positive à pH 4, et négative au-

dessus de pH 4,7, les groupements amines sont chargés jusqu’à pH 9-10. Une explication possible peut 

être que le facteur de rectification augmente lorsque l’intérieur du pore présente des charges globales 

opposées de pH 5 à 8. Il est à noter également, qu’après l’insertion de BSA, le courant de rectification 

est de 1 pour les pH 9-10. Pour les longues chaines, une augmentation du facteur de rectification est 

également observée pour des pHs de 6 à 9. 

a b

c d
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Enfin, dans l’objectif de déterminer l’aptitude de notre approche à détecter l’addition successive de 

protéines, des anticorps d’anti-BSA ont été ajoutés après le greffage des BSA. Les courbes I-V après 

l’addition d’anti-BSA montrent une inversion du facteur de rectification dans le cas de la chaine longue 

à pH 6 et 7. Au contraire, quand l’anti-BSA est ajouté sur des chaines courtes, il n’y a aucune inversion 

de courant significative. Cependant, la modification du facteur de rectification à bas pH (de 4 à 6) permet 

tout de même de détecter l’anti-BSA. D’autre part, indépendamment de la longueur de la chaine, à pH 

basique (9-10), le facteur de rectification est quasi identique avant et après l’ajout de l’anticorps.

 
Figure 49: Insertion de biotine-PEG-BSA et anti BSA, courbes I-V à NaCl 100 mM, noir: NP26PEGbiot, 

longues chaines biotine-PEG et avidine, a. (croix) après insertion d’avidine, (carré ouvert) après insertion 

de biotine-BSA, (carré plein) après insertion d’anti-BSA, b. Facteur de rectification en fonction du pH 

(blanc) après insertion d’avidine, (gris) après insertion de biotine-BSA, (noir) après insertion d’anti-BSA, 

vert: NP18biot, contient de courtes chaines de -biotines et de l’avidine, c. (croix) après insertion d’avidine, 

(carré ouvert) après insertion de biotine-BSA, (carré plein) après insertion d’anti-BSA, d. Facteur de 

rectification en fonction du pH (rayé) après insertion d’avidine, (hachuré) après insertion de biotine-BSA, 

(plein) après insertion d’anti-BSA 

  

a b

c d
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2. Fonctionnalisation réversible 
Le principal problème de la fonctionnalisation chimique est son irréversibilité. Le pore ne peut être 

utilisé qu’une seule fois et une modulation in-situ des propriétés de la surface, c’est à dire au cours de 

l’expérience, à l’intérieur du pore, ne peut pas être considérée. Ceci limite fortement l'intérêt de ces 

nanopores pour des applications de détections. Dans cette partie nous allons donc présenter une stratégie 

pour obtenir une fonctionnalisation réversible de l’intérieur du pore. 

Dans le but d'obtenir une fonctionnalisation réversible, il est possible d’utiliser les interactions 

électrostatiques entre les groupements carboxylates, à la surface du nanopore, avec des groupements 

amines de poly-cations, telle que la poly(allylamine) ou la poly-L-lysine. 

 
Figure 50 : a. Polycation, poly-L-lysine b. Polyanion, poly(styrène sulphonate) 

Le recouvrement couche par couche (« layer by layer » LbL) de poly-électrolytes est couramment utilisé 

pour modifier les propriétés de surface des membranes.232 Dans le cas du nanopore unique, seul le 

recouvrement couche par couche de poly(allylamine hydrochloride) (PAH) et poly(styrene sulfonate) 

(PSS) a été décrit.154 Ce concept peut également être utilisé pour, premièrement moduler in-situ les 

propriétés de transport ionique, et également pour opérer une fonctionnalisation réversible du nanopore. 

 

Dans le but de proposer une fonctionnalisation rapide et réversible d’un nanopore unique permettant de 

modifier sa charge de surface et de détecter des molécules biologiques, nous avons effectué la 

fonctionnalisation d’un nanopore conique en PET grâce à de la poly-L-lysine (PLL) et du poly(styrene 

sulfonate) (PSS). (Figure 50) Le choix s’est porté sur la PLL car c’est un poly-cation faible, qui est 

partiellement chargé à pH neutre. Le pH et la force ionique influencent les propriétés physico-chimique 

de ces polymères en solution, et donc devrait modifier les propriétés de ces multicouches.233  

Tout d’abord nous avons étudié l’influence de l’adsorption de la PLL et de l’assemblage couche par 

couche de la PLL/PSS sur les propriétés de transport ionique du nanopore, ainsi que la réversibilité de 

a

b
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la fonctionnalisation. Dans un deuxième temps nous nous sommes intéressés à l’adsorption de PLL sur 

lesquels des PEG-biotines ont été greffés pour évaluer les capacités de détection de cette approche. 

 

2.1. Processus de fonctionnalisation 
Les nanopores coniques ont été obtenus grâce à une attaque chimique effectuée dans des conditions 

asymétriques. Les nanopores utilisés pour cette étude ont des petits diamètres d’environ une dizaine de 

nanomètres (Table 5). Après l’attaque chimique les nanopores présentent une charge de surface négative 

qui est due aux groupements carboxylates (pKa 3,5). Ainsi les courbes I-V enregistrées à pH 8 présentent 

une rectification de courant, quantifiée par le facteur de rectification (Rf  < 1).  

 

Table 5: Diamètres des nanopores coniques 

pore Tip (nm) Base (nm) 

NP1 10  525 

NP2 12,3 323 

NP3 13,5 570 

NP4 10,2  650 

 

La fonctionnalisation du nanopore s’effectue en ajoutant 16 μL d’une solution de PLL (1 mg mL-1 et 

Mw 30–70 kD) du coté tip du nanopore dans 1,6 mL d’une solution NaCl 150 mM, TRIS 5 mM et EDTA 

1 mM à pH 8. Un voltage de - 1 V est appliqué dans le but de favoriser l’entrée des PLL dans le pore, 

permettant le passage de la barrière d’énergie d’entrée et l’enregistrement du courant pendant le 

processus de fonctionnalisation.  
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Figure 51: Trace de courant caractéristique enregistrée pendant l’insertion de PLL à pH 8, NaCl 150 mM, 

TRIS 5 mM, EDTA 1 mM, sous -1 V, ici pour NP1 

Pour tous les pores, une diminution du courant est observée, (Figure 51) entre 40 et 60 s après l’ajout 

des PLL en solution. Ce temps semble indépendant du diamètre du pore. Cette diminution permet de 

suivre en temps réel la fonctionnalisation. Après la stabilisation (environ 2 min), le pore est 

soigneusement rincé avec la solution tampon pour enlever l’excès de PLL. Ensuite des courbes I-V sont 

enregistrées.  

 
Figure 52: Courbe I-V avant (noir) et après (rouge), l’insertion de PLL 

Ces courbes présentent une rectification du courant inversée pour tous les nanopores. Le facteur de 

rectification est supérieur à 1 (Rf1 = 8). Cette rectification du courant indique une inversion de charge à 
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l’entrée du pore induite par l’adsorption des PLL. Elle découle d’un excès de charges positives apporté 

par les PLL qui bloquent le transport de cations lorsqu’un voltage négatif est appliqué. Le courant pour 

un voltage positif est moins affecté par l’adsorption des PLL, contrairement au voltage négatif. Ceci est 

probablement dû à la fonctionnalisation qui a lieu seulement à l’entrée du pore. 175   

 
Figure 53: Schéma du protocole expérimental d’adsorption/désorption de PLL dans un nanopore conique, 

négativement chargé 

La PLL est un poly-électrolyte faible, nous avons ainsi tenté de la retirer en cassant ses interactions 

électrostatiques avec le pore. Pour ce faire, la solution tampon à pH 8 a été remplacée par une solution 

tampon à pH 12 (KCl 100 mM, CAPS 10 mM), au-dessus du pKa de la PLL (pKa amino lysine : 8,95). 

Après 5 min, la cellule est rincée à nouveau avec la solution à pH 8. Les courbes de courant-voltage 

enregistrées après la désorption des PLL, sont semblables à celle d’avant l’adsorption de PLL. Dans le 

but d’évaluer la réversibilité de la fonctionnalisation avec les PLL, des cycles d’adsorption/désorption 

sont répétés 9 fois sur un même pore. Les courbes I-V sont enregistrées après chaque cycle, avec et sans 

PLL. (Figure 54) 

 
Figure 54: Réversibilité de la fonctionnalisation avec les PLL. Courbes I-V après a. Adsorption, b. 

Désorption des PLL 
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Figure 55: Evolution du facteur de rectification avec la PLL (cercles rouges) et sans (carrés noirs) pour 

chaque cycle d’adsorption/désorption des PLL 

Les résultats montrent que le nombre de cycles a peu d’influence sur les propriétés de transport ionique. 

En effet, les facteurs de rectifications sont d’environ 7 après l’adsorption et 0,2 après la désorption de 

PLL. (Figure 55) La conductance du nanopore est également constante après la désorption des PLL. 

(Figure 56) Ceci indique que les PLL sont complètement désorbés après le rinçage à pH 12. Le nanopore 

ne se bouche pas pendant les processus d’adsorption/désorption des PLL. A ce stade, nous avons montré 

que l’adsorption des PLL est appropriée en tant que méthode de fonctionnalisation réversible. 
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Figure 56 : Conductance du nanopore mesurée après la désorption des PLL 

Une deuxième fonctionnalisation, couche par couche de PLL et de PSS a été étudiée. (Figure 57) Après 

insertion des PLL, et rinçage pour enlever l’excédent, une solution de PSS (1 mg mL-1 Mw 70 kD) est 

directement insérée du petit côté du pore (tip) en appliquant 1 V. Un potentiel est appliqué pour faciliter 
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l’entrée des polymères dans le nanopore. Les traces de courant montrent une diminution du courant 

après plusieurs secondes. (Figure 58) 

 

 
Figure 57: Schéma du protocole expérimental d’adsorption/désorption de PSS 

 
Figure 58: Trace de courant caractéristique enregistrée pendant l’insertion de PSS à pH 8, NaCl 500 mM, 

TRIS 5 mM, EDTA 1 mM, sous 1 V 

Cette diminution suggère l’adsorption des PSS, négativement chargées, sur les PLL, positivement 

chargées. Après 2 minutes, quand le courant est stable, la cellule est rincée avec la solution tampon à 

pH 8, pour enlever l’excédent de PSS. Les courbes I-V enregistrées après l’adsorption de PSS présentent 

une inversion de la rectification du courant. Ces résultats confirment l’adsorption réussie des PSS sur la 

couche de PLL. (Figure 59) Le facteur de rectification après l’insertion de PSS est inférieur à celui du 

pore natif. (Figure 59d)  La différence entre les facteurs de rectification peut être assignée aux 

différences de nombre de charges entre la couche de PSS et le PET. 
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Figure 59: Adsorption des bicouches de PSS/PLL, natif (noir), PLL (rouge), PSS (bleu). Réversibilité de la 

fonctionnalisation PLL/PSS : courbe I-V après, a. PLL/PSS désorption après rinçage à pH 12, b. 

l’adsorption de PLL à pH 8, c. PSS adsorption à pH 8, d. Evolution du facteur de rectification, natif (carré 

noir), PLL (cercles rouges), PSS (triangles bleus). e. Conductance après rinçage à pH 12, mesurée sur la 

zone linéaire de la courbe I-V (entre - 75 mV et 75 mV)  

Pour évaluer la réversibilité de la fonctionnalisation par bicouche de PSS/PLL, la cellule est 

soigneusement lavée avec une solution à pH 12, puis remplacée par la solution à pH 8. Dans l’exemple 

(Figure 59), 3 cycles de PLL/PSS sont reportés. Tout d’abord, l’on peut observer qu’après traitement à 

pH 12, (Figure 59a) la réponse I-V est semblable à celle avant l’adsorption de la bicouche de PLL/PSS. 

Ceci indique la réversibilité de l’adsorption.  

De plus, la conductance après chaque cycle d’adsorption/désorption des bicouches de PLL/PSS est 

constante. (Figure 59e) Ceci montre que la taille du diamètre à l’entrée du nanopore n’est pas modifiée 

par les cycles successifs d’adsorption/désorption des PLL/PSS. De plus, les résultats montrent une 

valeur quasi constante du facteur de rectification à chaque étape. (Figure 59d) Ceci semble suggérer que 

les processus d’adsorption et de désorption de la PLL/PSS ne sont pas affectés par l’étape précédente, 

et confirmerait donc une réversibilité complète de la fonctionnalisation. 

a b
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L’adsorption de PLL à l’intérieur du pore vient d’être montrée. L’objectif suivant est de tenter une 

fonctionnalisation multicouche de PLL/PSS. Les poly-anions et poly-cations sont introduits 

successivement du coté tip du nanopore. Après chaque insertion la cellule est rincée avec la solution 

tampon à pH 8, pour enlever tout excédant de polyélectrolyte, puis les courbes I-V sont enregistrées. 

(Figure 60). 

 
Figure 60:Dépôt couche par couche de PLL/PSS. Les courbes rouges ont été enregistrées après l’insertion 

de PLL, les bleues après celle de PSS. a. 1ère couche de PLL/PSS, b. 8ème insertion de PLL/PSS, c. Evolution 

du facteur de rectification (après l’ajout de PLL, cercles rouges, et de PSS, triangles bleus) en fonction du 

nombre de couche, d. La conductance est mesurée après l’ajout de PSS, sur la zone linéaire de la courbe I-

V (entre -75 mV et 75 mV). 

Comme attendu, la rectification de courant est inversée avec chaque couche adsorbée de PLL et de PSS. 

La diminution de la conductance, mesurée sur la partie linéaire de la courbe, indique une réduction du 

petit diamètre (tip), induite par l’adsorption successive des bicouches de PLL/PSS. (Figure 60d) Il est à 

noter également, l’évolution du facteur de rectification avec le nombre de couche. En effet, celui-ci 

diminue après les adsorptions successives de PLL et PSS.(Figure 60c) Ceci signifie que la densité de la 

charge de surface négative, diminue, contrairement à celle de la surface positivement chargée après 

l’adsorption des PLL. Donc en utilisant cette méthode, il est possible de concevoir des nanopores 

coniques avec un diamètre et une densité de charges de surface modifiables. Plus généralement, la 

a b

c d



Chapitre 3. Nanopore fonctionnalisé stimuli-répondant 
 
 

- 96 - 
 

croissance de chaque couche ainsi que la charge de surface dépendent de l’organisation des 

polyélectrolytes (linéaires ou repliés). Ce paramètre est lié à : la force du polyélectrolyte, la 

concentration en sel, le pH, et la température utilisés durant l’adsorption des polyélectrolyte.232 

Cependant, la taille du diamètre après l’adsorption des couches ne peut être déduite de la conductance 

puisque cela requiert la connaissance des charges de surfaces ainsi que des propriétés de transport dans 

le nanopore. De plus, nous ne connaissons pas la longueur sur laquelle ces dernières s’insèrent ni dans 

quelles configurations se trouvent les polymères (linéaire, pelote,…). 

2.2. Détection de macromolécules  
Ensuite, nous avons voulu montrer le potentiel de cette technique de fonctionnalisation en matière de 

détection. Nous avons cherché à montrer s’il est possible de différencier plusieurs poly-anions, et s’il 

est possible de détecter de l’avidine après avoir greffé des biotines grâce aux amines sur les poly-cations. 

Plusieurs expériences similaires aux précédentes, ont été conduites avec différents poly-anions (PSS Mn 

= 70 kD, 1000 kD, de la chondroitine (Figure 61) et des simples brins d’ADN) en utilisant le même 

nanopore après l’adsorption de PLL. 

 

 
Figure 61: Sodium chondroitin sulfate 

Comme attendu, quand les poly-anions sont ajoutés, les facteurs de rectification présentent une inversion 

de charge à l’entrée du nanopore. Il est intéressant de noter que la valeur du facteur de rectification est 

dépendante du poly-anion, et dans le cas de la PSS, dépendante de son poids moléculaire. (Figure 62) 

Donc nous pouvons penser qu’un nanopore contenant de la PLL peut être utilisé pour la détection de 

poly-anion. Le problème est qu’il est impossible de différencier des espèces dans un mélange de poly-

anions.  
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Figure 62 : Facteur de rectification en fonction du poly-cation (rouge), et différents poly-anions (bleus) 

adsorbés en surface, PSS Mn = 70 kD (bleu), PSS 1000 kD (bleu foncé), chondroitin (quadrillage) et simples 

brins d’ADN (rayure) 

Nous avons ensuite considéré la fonctionnalisation du nanopore en utilisant des fonctions spécifiques, 

des –mPEG-biotines, greffés sur des PLL, dans le but de détecter de l’avidine. Tout comme dans la 

partie fonctionnalisation irréversible de ce chapitre, le système biotine-avidine, a été choisi comme 

preuve de concept, car il est à la base du développement de nombreux biocapteurs. La fonctionnalisation 

du nanopore par PLL-g-[(mPEG)12x-(PEG-biotine)x] est adaptée du protocole de synthèse décrit par 

Elbert and Hubbell.234 La PLL est dissoute dans une solution tamponnée de tetraborate (50 mM à pH 

8,5) pour obtenir une concentration finale de 40 mg mL-1. La solution est ensuite filtrée (filtre 0,45 µm) 

et stérilisée. Puis, la solution est directement ajoutée sur un mélange de NHS-mPEG et NHS-PEG-

biotine solides en proportion (12:1). Elle est ensuite agitée pendant 6 h à température ambiante. Enfin 

les polymères n’ayant pas réagi sont retirés par dialyse pendant 24 h dans une solution tamponnée de 

NaCl 100 mM, TRIS 5 mM, et EDTA 1 mM à pH 8. La fonctionnalisation du nanopore se fait par ajout 

de PLL-g-mPEG-biotine du côté tip du nanopore en appliquant un potentiel de 1 V pendant 10 minutes. 

Les courbes I-V montrent une diminution du facteur de rectification et de la conductance, comparée au 

pore natif. Ceci s’explique respectivement par la diminution du nombre de charges de surface due aux 
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PEG non chargés ainsi qu’à l’encombrement stérique des PEG. (Figure 63) De plus, la rectification de 

courant est moins prononcée pour les PLL-g-mPEG-biotine que pour les PLL. Ceci est probablement 

dû à une charge de surface plus faible pour les PLL-g-mPEG-biotines due au greffage des -mPEG-

biotines. Ensuite, l’avidine est introduite dans la cellule, du côté tip du pore, en appliquant un potentiel 

de - 200 mV pendant 6 minutes. Après rinçage, les courbes I-V présentent une diminution de la 

conductance due à l’encombrement de l’avidine. De plus, une augmentation du facteur de rectification 

est observée. Elle peut être interprétée par une augmentation de la charge positive de surface à l’entrée 

du nanopore, étant donné la charge globalement positive de l’avidine à pH 8. Les PLL fonctionnalisés 

sont retirés grâce à un lavage par une solution à pH 12, et le nanopore peut être fonctionnalisé à nouveau. 

 
Figure 63: Fonctionnalisation d’un nanopore avec des PLL-g-mPEG-biotines et détection d’avidine. (a) 

courbe IV, avant (noir), après l’insertion des PLL-g-mPEG-biotines (vert), et après insertion d’avidine 

(orange). (b) facteur de rectification obtenu pour le nanopore natif (noir), après l’insertion de PLL (rouge), 

ou de PLL-g-mPEG-biotines (vert), et après insertion d’avidine (orange) 

 

3. Discussion 
Nous avons montré deux stratégies pour mimer un canal biologique grâce à la fonctionnalisation de la 

surface d’un nanopore, une première irréversible et la deuxième réversible. Dans les deux cas nous avons 

préparé des pores en polymère (PET) par la technique de la trace latente. Nous avons pu fabriquer des 

pores symétriques ou asymétriques grâce à l’attaque chimique. Ce procédé d’irradiation par ions lourds 

et d’attaque chimique crée des fonctions chimiques (-COOH) sur la surface interne du pore. Nous avons 
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donc utilisés ces groupes pour effectuer des liaisons chimiques ou électrostatiques avec différentes 

molécules, ou biomolécules. Nous avons utilisé des méthodes où chaque étape peut être caractérisée. 

Dans le cas de la première fonctionnalisation irréversible, nous avons utilisé le complexe avidine biotine, 

pour mimer un canal biologique, pH-répondant, et ligand-détection. L’objectif est donc l’intégration 

d’élément de bio-reconnaissance pour concevoir un biocapteur fonctionnel, grâce aux modulations de 

la réponse I-V. La préparation d’un nanopore unique dans un film polymère avec une fonctionnalisation 

asymétrique a ainsi été montrée. Nous avons utilisé deux approches différentes pour fonctionnaliser un 

nanopore, tout d’abord une fonctionnalisation directe de la surface interne du pore, et une deuxième 

après dépôt de couche atomique permettant une fonctionnalisation homogène de toute la surface du pore 

(interne et externe). Nous avons tout d’abord modifié le pore directement sur les fonctions –COOH, par 

greffage successif de biotine (avec des chaines plus ou moins longues), et d’avidine, par une méthode 

monotope. Chaque étape de la fonctionnalisation a pu être suivie puisqu’elles induisent des 

modifications de la courbe IV. Celle-ci a l’avantage d’être très facile et rapide, mais nous avons pu 

constater que nous observions des oscillations dues à des problèmes d’adsorption non spécifique.  

Pour résoudre ce problème, nous avons donc eu recourt à une fonctionnalisation interne et externe du 

nanopore, qui empêche l’adsorption non-spécifique. Nous avons ensuite pu suivre chaque étape de la 

fonctionnalisation. Comme pour la fonctionnalisation monotope, le greffage asymétrique provoque une 

rectification de courant. Celle-ci dépend des charges à la fois des protéines et des groupements amines 

libres à l’intérieur du pore. Nous avons également étudié l’importance de longueur de la chaine greffée. 

Nos résultats montrent la possibilité de différencier l’avidine de la streptavidine. La partie la plus 

intéressante est probablement la fermeture réversible pour des pHs inférieurs à 6, liées aux modifications 

des couches de PEG et de leurs agrégations avec des protéines. Un autre intérêt de cette technique est 

qu’elle permet de détecter des protéines biotinylées, ainsi que des anticorps. Enfin cette stratégie est 

intéressante car de faibles concentrations en protéines sont nécessaires pour leurs détection (environ 1 

nM), et ne nécessite pas de marqueurs, fluorescent par exemple. Toutefois le principal problème de la 

fonctionnalisation chimique est son irréversibilité. Le nanopore est à usage unique, après capture et 

détection des protéines, il est impossible de le réutiliser. C’est pour cela que nous avons étudié une 

seconde stratégie pour obtenir une fonctionnalisation réversible de l’intérieur du pore. 

Dans le but de concevoir un pore avec des propriétés réversibles, nous avons utilisé des poly-

électrolytes. Ainsi en utilisant cette seconde stratégie de fonctionnalisation réversible, notre but était de 

concevoir un nanopore biomolécule-répondant qui après utilisation peut retrouver sa surface d’origine, 

sans endommager le nanopore. Pour ce faire, nous avons utilisé une fonctionnalisation basée sur un 

auto-assemblage couche par couche de PLL et de PSS.  

Nous avons démontré que la fonctionnalisation par polyélectrolyte est adaptée pour la modification d’un 

nanopore. En effet cette fonctionnalisation présente plusieurs avantages, elle:  

- nécessite un simple ajout de polyélectrolyte du petit côté du pore,  
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- a lieu en moins d’une minute,  

- peut être suivie en temps réel, 

- est totalement réversible à pH 12, et n’endommage pas le nanopore 

 Nous avons également montré que les PLL et les bicouches PLL/PSS sont appropriées pour moduler la 

sélectivité ionique d’un nanopore conique. De plus, la fonctionnalisation par PLL-g-mPEG-biotines peut 

être utilisée pour concevoir un capteur où le nanopore serait réutilisable. Ceci peut être considéré comme 

un progrès réel comparé aux fonctionnalisations classiques sur les nanopores fabriqués par la technique 

de la trace latente. Cependant quelques problèmes restent à résoudre. Si le pore est trop petit, l’adsorption 

des poly-électrolytes n’est pas possible, il faut donc utiliser un diamètre optimisé.  Après l’adsorption 

successive des poly-électrolytes, nous ne pouvons pas déterminer précisément la taille du diamètre. 

Nous ne pouvons pas prédire exactement la manière dont ils s’arrangent, les phénomènes de gonflement, 

sur quelle longueur ils se sont adsorbés. L’avantage des pores fabriqués par la technique de la trace 

latente, est leur facilité à transposer cette méthode à une membrane multipore. Ainsi, il est donc possible 

d’étendre ce processus dans le but de concevoir des membranes possédant de larges surfaces pour des 

applications de séparation ionique ou de capteurs. 
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Chapitre 4.  
Détection de molécule 
unique : Influence de la 

surface du pore 
 
 

 

Dans cette partie nous nous sommes intéressés à l’amélioration de la résolution des nanopores en modifiant 

leurs interactions électrostatiques avec la macromolécule grâce à des modifications de leurs surfaces et de leurs 

charges. Nous avons tenté de comprendre d’un point de vue fondamental le passage des macromolécules à 

travers ces nanopores modifiés. 

Les résultats présentés dans ce chapitre ont fait l’objet de deux publications et d’un « proceeding » 

 (Annexe 2) : 

- Lepoitevin, M., P. E. Coulon, et al. (2015). "Influence of nanopore surface charge and magnesium 

ion on polyadenosine translocation." Nanotechnology 26(14) : 144001-144010. 

- M. Lepoitevin, M. Bechelany, et al. (2015). "Influence of nanopore surface charge on polycytosine 

translocation." Physics, Chemistry and Applications of Nanostructures:  457-461  

doi: 10.1142/9789814696524_0113  

- Thangaraj, V., M. Lepoitevin, et al. (2016). "Detection of short ssDNA and dsDNA by current-

voltage measurements using conical nanopores coated with Al2O3 by atomic layer deposition." 

Microchimica Acta 183(3): 1011-1017. 
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1. Influence de la charge de surface d’un nanopore sur le 

passage d’homo-polynucléotides 
Depuis 1996, les nanopores uniques solides ont été développés pour un vaste choix d’applications 

biotechnologiques.217,235,236 Les avancées majeures attendues dans ce domaine portent sur :  

- la compréhension fondamentale des processus dynamiques qui gouvernent le passage des 

macromolécules à travers le pore  

- le développement de méthodes qui permettent une fabrication de routine de matériaux à 

l’échelle nanoscopique.  

La compréhension du passage des molécules à travers un nanopore nécessite le développement d’un 

modèle exhaustif qui justifie, d’une part, de l’hydrodynamisme de la molécule et de ses interactions avec 

le nanopore,237 et d’autre part, l’influence du flux de petits électrolytes (typiquement le flux 

électroosmotique (EOF) et l’effet de la double couche électrique (EDL)).238 La question cruciale 

concerne la barrière d’énergie de l’entrée de la macromolécule dans le pore. Il a été empiriquement 

démontré que le champ électrique dans un nanopore exerce une force sur les macromolécules d’une 

dizaine de pN.239 Cette force semble suffisante pour surpasser la barrière d’énergie qui est associée au 

dépliement de la molécule, à son interaction avec la surface du nanopore et au flux 

électroosmotique.122,239-243 La vitesse de passage de la macromolécule et la barrière d’énergie d’entrée 

sont toutes deux fortement liées aux propriétés du nanopore (rapport d’aspect, forme et charges de 

surface).117,122,242,243 Il a été montré que la barrière d’énergie d’entrée de nanoparticule sphérique non-

déformable est plus faible quand le nanopore et la macromolécule ont la même charge, et des diamètres 

proches.126 Nous avons étudié l’influence de la charge de surface du nanopore sur le passage d’homo-

polynucléotides à travers le pore pour vérifier si c’est également le cas pour des objets déformables. 

Pour ce faire, nous avons conçu deux nanopores avec des diamètres d’environ 3 nm, un négativement 

chargé, et l’autre de charge neutre. Ensuite nous avons étudié l’influence de l’addition d’ions Mg2+ sur 

l’entrée de macromolécules dans le nanopore. Dans une solution de polynucléotides, le magnésium est 

un agent chélatant, il devrait jouer un rôle sur la barrière d’énergie entropique.  

1.1. Conception des nanopores et caractérisation 
Deux nanopores de faible rapport d’aspect sont percés par microscopie électronique en transmission 

(TEM) dans une plaque de nitrure de silicium (SiN) d’épaisseur (L = 30 nm). Le diamètre des nanopores 

(D) est déterminé lors de la fabrication par TEM (Figure 64).  
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Figure 64: Images par microscopie électronique en transmission de nanopore en SiN après formation du 

pore a. NP - natif, b. NP- TMS avant réduction 

A cause de la diffusion de chaleur due au flux d’électron, l’épaisseur de la membrane située autour du 

nanopore a également diminué de quelques nanomètres. Le premier nanopore (NP- natif), de diamètre 

2,5 – 3,2 nm, est utilisé directement après l’ouverture du pore (2 min d’exposition au faisceau 

d’électrons), sans modification. Il possède un état de surface hydrophile et une charge de surface 

négative. Le second pore (NP- TMS) est obtenu en utilisant la même technique (5 min d’exposition). Le 

diamètre initial de 9,2 – 10,2 nm, est ensuite réduit par la technique de dépôt par couche atomique 

(ALD), en alternant des couches d’Al2O3 et de ZnO.69 Ensuite le NP subit un traitement au −Si(CH3)3 

(Tri Méthyl Silane (TMS)). Après modification, le diamètre du second nanopore (NP- TMS), est estimé 

à 4,74 - 5,74 nm. Après le greffage des fonctions Tri-Méthyl-Silane (TMS), la surface du nanopore est 

à la fois non-chargée et hydrophobe.126 Nous avons choisi de concevoir NP- TMS plus large que NP- 

natif dans le but d’obtenir des diamètres effectifs pour les deux nanopores similaires. Dans le cas du 

nanopore natif, cette distance est équivalente au diamètre du nanopore, car l’eau est en contact avec la 

surface du nanopore. Dans le cas du pore TMS, il a été montré par simulation de dynamique moléculaire 

qu’il existe un espace de 0,75 nm entre la surface interne du nanopore et les premières molécules 

d’eau.98,244 Nous avons décidé de prendre cet espace en compte en supposant que le passage des 

polynucléotides à travers le pore a lieu uniquement en présence d’eau. Ainsi, nous considérons que le 

diamètre effectif est d’environ 3,25 - 4,25 nm pour le TMS-NP et de 2,5 - 3,2 nm pour le nanopore natif.               

 

1.2. Influence de l’état de surface sur le passage de polynucléotides à travers 

le nanopore 
La première partie de cette étude se concentre sur l’influence de l’état de surface sur la dynamique de 

passage de polynucléotides à travers le pore, pour de faible concentration en sels, typiquement quand la 

longueur de Debye ne peut pas être négligée par rapport à la taille du diamètre. Pour ce faire, deux 

paramètres ont été étudiés. Le premier est la vitesse de translocation des polynucléotides à travers le 

nanopore. Le second paramètre est la barrière d’énergie entropique (U) d’entrée de la macromolécule à 

l’intérieur du pore.  

5nm5nm

a. b.
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Le passage de deux types de polynucléotides, acide polyAdenylique sel de potassium (polyA) (P9403 

Sigma) (polydispersité de 600 à 4000 bases) et acide polyCytidylique sel de potassium (polyC) (P4903 

Sigma) (polydispersité de 600 à 4000 bases), à travers le pore a été étudié sous l’effet d’un champ 

électrique de l’ordre de 10-7 V m-1. La concentration en polynucléotides est de 5 10-12  mg mL-1, en 

solution NaCl 150 mM, ou 500 mM, le pH est ajusté à 8. Ces concentrations représentent des distances 

de Debye de 0,85 et 0,4 nm, respectivement. 

Les polynucléotides sont placés du côté cis de la cellule. Un voltage positif est appliqué du côté trans 

de la cellule (Figure 65). La direction du flux électroosmotique dans un nanopore en SiN natif est 

gouvernée par les cations, et donc dirigée vers l’électrode négative, à l’inverse du flux de 

polynucléotides.  

 
Figure 65: a. Schéma expérimental de la cellule, b. Schéma représentatif du passage des polynucléotides 

dans les deux nanopores 

cis trans

a b
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1.3. Détection de polynucléotides  

 
Figure 66: Exemples de traces de courant à 1 V en présence de polyA. a. SiN natif à 150 mM NaCl, b. SiN 

natif à 500 mM NaCl, c. SiN TMS à 150 mM NaCl et d. SiN natif à 500 mM NaCl 

 
Figure 67 : Exemple d’une trace de courant lors du passage de polyC à travers le nanopore natif, sous 1 V, 

à 150 mM NaCl, et pH 8 

Des traces de courant ont été reportées en (Figure 66 et Figure 67)Les perturbations de courant induites 

par les molécules ont été décrites par un modèle, où les diminutions de courant proviennent du blocage 

partiel du pore par la macromolécule, et les augmentations sont attribuées à une augmentation du flux 

10 pA

100 ms
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de contre-ions le long du polynucléotide pour respecter l’électroneutralité.120,242 Du fait du diamètre du 

nanopore et de la faible concentration en sel choisie, le passage des polynucléotides à travers le pore 

entraine des augmentations de courant. (Figure 66 et Figure 67)  

Il est avantageux de travailler avec des augmentations de courant puisque le passage de polynucléotides 

peut être différencié des blocages de courant induit par les évènements dus : 

- aux passages de polynucléotides devant le pore mais pas à travers245 

- au mouillage-démouillage pour un pore hydrophobe246 

-  au blocage aléatoire du pore dû à des transitions entre les phases vapeur et liquide 100 

prédit par la théorie pour des nanopores faiblement chargés.222  

A partir de ces augmentations de courant, nous avons extrait les temps de passage du polynucléotide à 

travers le pore (Δt), l’intensité des augmentations de courant (ΔI) et le taux de capture (f).

Figure 68 : Distributions des évènements induits par le passage de polynucléotide à travers le pore à 1 V, 

colonne de gauche : à 150 mM NaCl, de droite : à 500 mM de NaCl. Pour le polyA NP-natif : histogrammes 

noirs, NP-TMS : histogrammes rouges hachurés. Pour le polyC NP-natif : histogrammes noirs hachurés, 

NP-TMS : histogrammes rouges  

Nous allons nous intéresser tout d’abord au polyA. (Figure 68) A 1 V et 500 mM de NaCl, pour à la fois 

le pore natif et le pore TMS, les ΔI/I ont une distribution bimodale. Cependant la majorité des 

évènements sont centrés autour de 2,5 10-4 pour le nanopore natif et 5,38 10-4 pour le nanopore TMS. A 

1 V et 150 mM NaCl, les distributions de ΔI/I sont monomodales pour le pore natif et le pore TMS. Ceci 
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provient probablement du fait que les polynucléotides passent à travers le pore dans une conformation 

préférentiellement dépliée.120,247,248  

 

Table 6 : Détails des paramètres des augmentations de courant pour le poly A à 1 V 

NP Native-NP TMS-NP 

Concentration NaCl (mM) 150 500 150 500 

ΔI/I Hauteur relative du pic de courant 1,9 10-4 2,5 10-4 1,8 10-4 5,4 10-4 

Δt Temps de passage (ms) 1,24 2,61 6,75 4,38 

Taux de capture  (s-1) 31,65 6,09 4,98 3,12 

  

En ce qui concerne les polyC, la hauteur relative des pics de courant (ΔI/I) présente des distributions 

majoritairement monomodales à 150 mM de NaCl pour à la fois le pore natif et le TMS. (Figure 68) 

 

Table 7 : Détails des paramètres des augmentations de courant pour les polyC 

NP Native-NP TMS-NP 

Concentration NaCl (mM) 150 500 150 500 

Hauteur relative du pic de courant 1,2 10-4 3,7 10-4 8,6 10-5 4,5 10-4 

Δt Temps de passage (ms) 1,3 4,5 3,5 10 

Fréquence d’entrée (s-1) 15,8 6,2 13,7 11,8 

 

Seul les polyC à 500 mM de NaCl présentent une distribution bimodale de la hauteur relative des pics 

de courant dans le pore natif. La distribution monomodale de la hauteur relative des pics de courant 

signifie que les polyA et polyC traversent le pore dans une conformation préférentiellement linéaire. 

Ceci peut être expliqué par la faible concentration en sel qui induit des distances de Debye assez proche 

du rayon du pore (λD ~ 0,85 nm et λD ~ 0,4 nm, pour 150 mM et 500 mM respectivement). De ce fait, le 

diamètre du pore accessible aux polynucléotides ne permettrait pas leur passage en conformation repliée.  

 

Pour les polyA (Figure 69), à 1 V, 500 mM et 150 mM de NaCl, pour à la fois le pore natif et le pore 

TMS, les temps de passage (Δt) ont une distribution monomodale. A 150 mM de NaCl, le temps de 

passage moyen est plus long pour le pore TMS (6,76 ms) que pour le pore natif (1,24 ms). Nous pouvons 

faire la même observation à 500 mM de NaCl. Ceci signifie que la vitesse du polyA est plus rapide 

quand le nanopore a une charge négative. Pour les polyC, le temps de passage (Δt) présente des 

distributions majoritairement monomodales à 150 et 500 mM de NaCl pour à la fois le pore natif et le 
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TMS. Le temps de passage moyen est plus long dans le cas du NP- TMS, 3,5 ms à 150 mM NaCl ; 10 

ms à 500 mM, que pour le pore natif, 1,3 ms à 150 mM ; 4,5 ms à 500 mM. Ceci montre que pour les 

polyC comme pour les polyA, leurs vitesses de passage à travers le pore est plus rapide si le pore et la 

molécule ont la même charge. Cette vitesse de passage peut être expliquée par la différence de mobilités 

à travers le pore entre les contre-ions et le polynucléotide. Un résultat semblable a été reporté dans le 

cas du passage de nanoparticules chargées négativement à travers un nanopore en PET 126. 

 
Figure 69: Distributions des évènements induits par le passage de polynucléotide à travers le pore à 1 V, 

colonne de gauche : à 150 mM NaCl, de droite : à 500 mM de NaCl. Pour le polyA NP-natif : histogrammes 

noirs, NP-TMS : histogrammes rouges hachurés. Pour le polyC  NP-natif : histogrammes noirs hachurés, 

NP-TMS : histogrammes rouges 

Nous nous intéressons maintenant à l’énergie d’entrée des polynucléotides à travers le pore. Dans nos 

conditions expérimentales (e.g. NaCl 150 mM, V = 1 V, pH 8) le terme zeV de l’éq 1.30 est le même 

pour toutes les expériences, pour un voltage donné puisque la charge de surface reste inchangée. De 

plus, les polynucléotides traversent les deux nanopores dans une configuration linéaire. Donc nous 

supposons que le terme entropique est le même pour les deux pores. Donc U devrait dépendre du terme 

électrostatique (UES) , qui est fonction de la densité des charges de surface des polynucléotides et du 

nanopore 126. Comme les polynucléotides sont globalement chargés négativement, nous nous attendrions 

à observer, dans un pore chargé négativement, une barrière d’énergie plus importante que dans le pore 

TMS, à cause des répulsions électrostatiques. 
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La (Figure 70) représente la fréquence d’entrée des polyA à l’intérieur du nanopore en fonction du 

voltage. 

  
Figure 70: Fréquence d’entrée des polyA à travers le pore en fonction du voltage appliqué. SiN natif à 150 

mM, colonnes noires pleines, SiN natif à 500 mM, colonnes noires hachurées, SiN TMS à 150 mM, colonnes 

rouges pleines, SiN TMS à 500 mM, colonnes rouges hachurées. 

On peut remarquer que la fréquence augmente avec le voltage en accord avec (éq. 1.29), quelque soit 

les conditions de concentrations en NaCl ou de surface.249. A faible concentration en sel, l’énergie 

d’entrée est plus faible pour le pore négativement chargé que pour le nanopore non-chargé. Au contraire 

à 500 mM, l’énergie d’entrée des polynucléotides à travers le pore est peu influencée par la charge de 

surface. La fréquence d’entrée à 1 V et 150 mM NaCl pour le nanopore natif  est de 30 s-1, et pour le 

pore TMS, 5 s-1.  

A faible force ionique, nous observons un comportement similaire pour le polyC. La fréquence d’entrée 

la plus élevée des polyC est pour le nanopore natif à 150 mM, (16 s-1). Dans le cas du NP- TMS, le rôle 

de la force ionique est moins important, (13 s-1) à 150 mM et (12 s-1) à 500 mM.  (Figure 71) 
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Figure 71 : Fréquence d’entrée des polyC à travers le pore en fonction du voltage appliqué. SiN natif à 150 

mM, colonnes noires pleines, SiN natif à 500 mM, colonnes noires hachurées, SiN TMS à 150 mM, colonnes 

rouges pleines, SiN TMS à 500 mM, colonnes rouges hachurées. 

Pour finir, nous avons comparé le passage à l’intérieur du pore de la poly-adénosine par rapport à la 

poly-cytosine. (Figure 72) Nous pouvons facilement remarquer qu’il y a une influence de la surface sur 

la fréquence d’entrée à faible force ionique. En effet quand la surface est chargée négativement, les 

polyA sont capturés plus facilement dans le pore, alors que lorsque le pore est non chargé, la barrière 

d’énergie est très forte. Quand nous nous intéressons au cas du polyC, ces différences sont moindres, et 

la macromolécule n’a qu’à passer une barrière d’énergie moyenne comparée aux polyA. Ces résultats 

peuvent sembler contre-intuitifs. Deux paramètres peuvent les expliquer. Le premier est la distribution 

de l’électrolyte, des Na+ et des Cl- à l’intérieur du pore. Le deuxième est l’interaction entre les 

polynucléotides et la surface du pore. 
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Figure 72: Comparaison de la fréquence d’entrée des polyA et polyC à l’intérieur du NP- natif et du NP- 

TMS à 1 V, 150 mM NaCl 

 
Figure 73: Schéma représentatif du passage du polynucléotide à travers les différents pores en fonction de 

la concentration en sel. Le polynucléotide est représenté par le polymère négativement chargé, bleu. Les 

cations rouges représentent les ions sodium et les charges négatives, les anions de chlore.  

natif TMSnatif TMS

Poly A Poly C
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La première hypothèse pour interpréter les résultats est liée à une forte implication des contre-ions. 

(Figure 73) Il a été précédemment montré que les électrolytes qui sont à l’origine du flux 

électroosmotique peuvent avoir un rôle majeur dans le passage de macromolécules à travers un 

pore.122,239,241 Dans le cas d’un pore chargé négativement, pour respecter l’électroneutralité, il y a un 

excès de charge positive. Cet excès est d’autant plus important que la concentration est faible. Les 

contre-ions se déplacent en direction opposée des polynucléotides, et créent à l’entrée du nanopore une 

zone enrichie en charge positive. Le polynucléotide lorsqu’il arrive près du pore, serait ainsi capturé 

plus facilement à cause des effets attractifs.  

Ensuite, le polymère lorsqu’il arrive près du pore, a besoin de se déplier, car le diamètre effectif dans 

lequel le polynucléotide peut traverser le pore est d’environ 1,5 nm (longueur de Debye 0,8 nm pour 

150 mM NaCl). Durant cette phase, il bouche en partie le pore empêchant les anions du côté cis de 

traverser le pore, et peut créer ainsi une rupture de l’électroneutralité qui favoriserait son entrée dans le 

nanopore. La vitesse plus importante de passage des polynucléotides à travers le pore natif, par rapport 

au pore TMS, serait probablement liée à ces effets. 

Il est à noter que l’interprétation précédente ne prend pas en compte la possible adsorption des 

polynucléotides sur la surface à l’entrée du nanopore. Le SiN a un potentiel zêta négatif pour des pHs 

supérieurs à 3 250 et donc il serait peu probable que les polynucléotides s’adsorbent à la surface, à cause 

des répulsions électrostatiques. Pour le nanopore TMS, la possibilité d’adsorption des polynucléotides 

doit être prise en compte, en effet le verre silanisé est utilisé pour le peignage de l’ADN.251 Pour évaluer 

l’adsorption des polynucléotides, ces derniers sont marqués avec un colorant, BOBOTM-3 Iodine (Life 

Technology B3586), et déposés sur des surfaces planes de SiN et de SiN-TMS. L’émission de 

fluorescence émise par les polynucléotides marqués, adsorbé en surface (incubation 30 min) est mesurée 

par spectroscopie de fluorescence confocale. 225 Comme attendu, aucune adsorption de polynucléotide 

n’est observée pour le SiN natif, ce qui n’est pas le cas du SiN-TMS. Nous ne pouvons donc pas négliger  

le fait que l’adsorption des polynucléotides joue un rôle sur l’augmentation de la barrière d’énergie. 

Enfin la différence observée entre les polyA et les polyC pourrait être expliquée soit par la différence 

de conformation des deux polynucléotides lors de leurs passages, et donc une différence de la 

composante entropique, soit par une affinité avec la surface et donc une adsorption plus importante. 

 

 

 

1.4. Influence sur la barrière entropique d’ions chélatants, exemple du 

magnésium 
Dans le but de déterminer si les comportements précédemment observés sont liés à la barrière entropique 

et au potentiel électrostatique, nous avons étudié le passage de polyA à travers les mêmes nanopores en 



Chapitre 4. Détection de molécule unique : Influence de la surface du pore 
 

 

- 115 - 
 

présence d’un agent chélatant, le magnésium. Ce dernier devrait induire une augmentation 

caractéristique de la barrière entropique car le dépliement des polynucléotides sera plus difficile.252,253 

De plus les interactions du magnésium avec la chaîne oses-phosphates entraine une diminution de la 

charge effective.254 Donc expérimentalement, nous devrions observer une forte diminution de la 

fréquence d’entrée du polymère dans le nanopore.255 L’influence de la concentration en magnésium sur 

la fréquence d’entrée des polyA a été étudiée à 150 mM de NaCl sous 1 V. (Figure 74) 

  
Figure 74: Evolution de la fréquence d’entrée des polyA à l’intérieur du pore natif (en noir) ou TMS (en 

rouge) en fonction de la concentration en Mg2+ 

En présence de magnésium, la fréquence d’entrée des polyA diminue pour les deux nanopores. Pour le 

nanopore non chargé, la diminution de la fréquence d’entrée suit l’augmentation de la concentration en 

Mg2+. Ce résultat est attendu car la chélation des polyA augmente la composante entropique de la 

barrière d’énergie. Pour le nanopore natif le comportement est diffèrent. A 1 µM, la fréquence diminue 

drastiquement de 30 s-1 à 2 s-1. Cependant, avec l’augmentation de la concentration de Mg2+, la fréquence 

augmente. Ceci pourrait être expliqué par le fait, que le Mg2+ vont remplacer les cations monovalent de 

la couche de Stern.256,257 Les Mg2+ vont créer une couche positive le long de la surface, amenant une 

inversion de charge à la surface du pore.258 Le polymère est chargé négativement, même si le dépliement 

est plus difficile, à cause des ions Mg2+, le pore est positivement chargé, et attire les polyA. Dans ce cas, 

l’augmentation de la barrière entropique, due au processus de chélation, serait contrebalancée par une 

inversion de charges à la surface du nanopore. (Figure 75) 
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Figure 75 : Schéma représentatif du passage du polyA à travers les différents pores après addition d’un 

agent chélatant. Le polyA est représenté par le polymère négativement chargé, bleu. Les cations de  

magnésium sont représentés par les charges positives violettes, les rouges sont pour les ions sodium et les 

charges négatives représentent les anions de chlore. 
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2. Détection d’ADN simple et double brins, courts, par des 

mesures de courant électrique en utilisant des nanopores 

coniques recouvert d’Al2O3 par dépôt de couche atomique 
 

Pour la détection d’ADN, les nanopores les plus utilisés sont en SiN à cause de leur faible rapport 

d’aspect. Cependant, une des limitations majeures provient des temps de passage très court à l’intérieur 

du pore. Il est donc difficile de détecter des brins de moins de 100 bases. Pour résoudre ce problème la 

solution envisagée a été l’utilisation d’un amplificateur rapide, il a permis de détecter des brins de 35 

paires de bases.259 Toutefois l’augmentation de la fréquence d’échantillonnage entraine une 

augmentation du bruit. 

Pour augmenter le rapport signal sur bruit, une couche d’oxyde d’aluminium peut ainsi être déposée à 

la surface, pour la passiver.68 Elle permet aussi de diminuer la vitesse de passage des molécules.30 Une 

autre solution serait l’utilisation de nanopore de fort rapport d’aspect (longueur micrométrique) pour 

diminuer le champ électrique dans le pore. Cette solution ne permet pas de détecter facilement des petits 

nucléotides car la résistance qu’ils induisent dans le nanopore est négligeable par rapport à celle du 

nanopore. Un bon compromis serait donc d’utiliser des nanopores coniques. Ainsi en utilisant cette 

technique, nous pourrions détecter plus facilement les modifications de courant induites par le passage 

de brins d’ADN court  à travers le pore. 

2.1. Passivation par couche d’oxyde d’aluminium 
Pour cette étude nous avons utilisé des nanopores coniques en PET, obtenus par la technique de la trace 

latente. Un des désavantages de ce pore est lié aux fortes fluctuations de courant, due aux mouvements 

des chaines libres terminales du PET.60,260 Pour palier à ce problème une couche d’Al2O3 est déposée 

sur la surface du pore, ce qui permet également d’ajuster le petit diamètre du pore. Enfin l’Al2O3 permet 

d’augmenter le rapport signal sur bruit et de ralentir encore les polynucléotides. 
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Figure 76:Transport ionique du nanopore. a. Courbe I-V avant (noir) et après (bleu) le dépôt de la couche 

d’Al2O3 par ALD, b. Conductance en fonction de la concentration en KCl à pH 8,4, c. Facteur de 

rectification pour le nanopore recouvert d’Al2O3 en fonction de la concentration en KCl à pH 8,4, d. Densité 

spectrale de puissance en fonction de la fréquence pour un nanopore conique à 500 mV, enregistrée à 200 

kHz, filtrée à 10 kHz dans une solution de KCl 1 M, Tris 10 mM, et EDTA 1 mM, à pH 8,4 

Après ouverture, le nanopore a un petit diamètre d’environ 3 nm et un large diamètre d’environ 225 nm. 

Après deux cycles d’Al2O3 d’épaisseur 0,2 nm chacun, le petit diamètre est réduit à 2,2 nm. (Figure 76a) 

Il a été démontré que le point isoélectrique de l’Al2O3 est d’environ 5.261 Les expériences concernant le 

passage de l’ADN à travers un pore s’effectuent généralement à pH 8,4 à travers un pore de charge 

négative. En effet, un pore négatif semble augmenter le taux de capture de l’ADN comparé à un pore 

positif262 ou hydrophobe.136 Dans le but de confirmer la charge de surface, la conductivité ionique du 

pore est étudiée à pH 8,4. La conductance du KCl (GKCl) suit deux régimes, le premier est constant à 

basse concentration, [KCl] < 0,01 mol L-1, et un deuxième à peu près linéaire qui augmente à plus haute 

concentration [KCl] > 0,1 mol L-1, (Figure 76b) ce qui est typiquement observé pour des nanopores 

chargés. Cependant à ce stade, la présence de charge ne peut être prouvée, car un pore non chargé peut 

avoir le même comportement.98 Donc, afin de pouvoir confirmer la présence de charge à la surface du 

nanopore, le facteur de rectification a été analysé. Les résultats obtenus, reportés dans la Figure 76c 

montrent clairement une augmentation du facteur de rectification avec la concentration en KCl. Ce 

a b

c d
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comportement est clairement l’opposé de ce que l’on observe dans le cas d’un pore natif en PET.260 Ceci 

confirme que, le dépôt de la couche d’Al2O3 a réussi. Il est à noter que la couche d’Al2O3 déposée sur le 

pore est stable jusqu’à pH 10. 

Afin de compléter la caractérisation du pore, les densités spectrales de puissance sont étudiées. (Figure 

76d)  Contrairement aux SiN, les nanopores en PET présentent une densité spectrale plus faible et donc 

des signaux moins bruités. Afin d’optimiser le rapport signal sur bruit, pour pouvoir observer un 

maximum d’évènements en présence de macromolécules, il est préférable d’observer tout d’abord le 

signal obtenu uniquement par la solution d’électrolyte.263 La densité spectrale de puissance (Si) a été 

enregistrée dans les conditions expérimentales utilisées pour la détection d’ADN, c’est-à-dire dans une 

solution de KCl 1 M, Tris 10 mM etEDTA 1 mM, à pH 8,4. La faible valeur de la densité spectrale de 

puissance peut être assignée à la faible constante diélectrique du PET. 

2.2. Détection et discrimination grâce aux blocages de courant et temps de 

résidence 
La détection de petits brins d’ADN a été réalisée du petit vers le grand côté du nanopore en solution 

tampon KCl 1 M, Tris 10 mM, et EDTA 1 mM, à pH 8,4. Les brins d’ADN sont ajoutés du côté du petit 

diamètre et un voltage positif (500 mV) est appliqué du côté trans du pore. Ce voltage a été choisi en 

tant que bon compromis entre la stabilité du courant, et une détection possible des blocages de courant. 

Pour cette étude nous avons utilisé deux types de polynucléotides. Des homo-polythymidylates, 

constitué de 10 ou 40 bases (T10 et T40), et des homo-polyadénosines, constitué de 10 ou 40 bases (A10 

et A40). Pour l’étude d’ADN double brin, des mélanges de polynucléotides avec leurs brins 

complémentaires ont été préparés par simple addition puis ajoutés dans la demi-cellule côté cis. Des 

traces de courant caractéristiques ont été enregistrées pour le contrôle et les échantillons de T40, A40/T40, 

A10/ T10.  
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Figure 77: Exemples de traces de courant obtenues sans ADN (noté control), et avec les différents 

échantillons T40, A40/T40, A10/ T10 

Tous les échantillons ont pu être détectés en utilisant notre nanopore. Ceci a été possible car ce nanopore 

a un petit diamètre optimisé pour la détection. Des tests effectués sur des nanopores plus larges (petit 

diamètre supérieur à 6 nm) n’ont pas permis de détecter les polynucléotides simples et doubles brins.  

Des blocages de courant, le temps de résidence (Δt) et le blocage de courant relatif (ΔI/I) ont été extraits. 

Les histogrammes sont représentés dans la (Figure 78). 

 
Figure 78: Histogrammes des paramètres des évènements, a. Temps de résidence b.  Blocages relatifs de 

courant  

Pour déterminer la valeur moyenne de chaque distribution, le temps de résidence est ajusté en utilisant 

une loi normale logarithmique, et les blocages de courant relatifs sont ajustés par une fonction 

gaussienne. Pour les ADN simples brins T40 les distributions sont monomodales pour à la fois le temps 
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de résidence (0,86 ms)  et pour les blocages relatifs de courant (8,5 %). En ce qui concerne les ADN 

doubles brins les distributions pour les blocages de courant sont clairement bimodales (Figure 78a). 

Cette distribution bimodale peut être expliquée par la différence de géométrie (complètement déplié ou 

plié) de l’ADN quand il entre à l’intérieur du pore. Cependant cette hypothèse parait peu probable, à 

cause du diamètre du pore, qui ne permet pas un passage de l’ADN dans une conformation repliée. 

Table 8: Valeurs moyennes des histogrammes des évènements 

Echantillons 
Temps de résidence 

(ms) 
Blocage relatif de courant ΔI/I (%) 

T40 0,86 8,5 - 

A40/T40 0,65 9,06 15,24 

A10/T10 1,07 9,60 15,79 

 

Une autre explication peut être envisagée. Les doubles brins ont été obtenus par un simple mélange des 

simples brins complémentaires, polyA et polyT. Dans ce cas, nous obtenons donc un mélange à 

l’équilibre entre les doubles et les simples brins qui ne se sont pas couplés. Les valeurs faibles de 

blocages relatifs de courant, 9,06 % pour A40/T40 et 9,60 % A10/T10, seraient dues aux simples brins 

d’ADN, puisque proches de celle obtenues pour T40 (8,5 %). Pour les ADN doubles brins, la valeur du 

ΔI/I serait plus élevée, aux alentours de 15 %, puisque le diamètre des doubles brins est supérieur à celui 

des simples brins, et donc occupe plus d’espace à l’intérieur du pore. Nos résultats sont cohérents avec 

une étude précédente sur le passage de l’ADN double brin à travers un pore conique (petit diamètre 4 

nm) qui a montré des blocages relatifs de courant de 15 à 30 %.264  

Contrairement aux ΔI/I, la distribution des Δt pour les ADN doubles brins ne présente pas clairement de 

distribution bimodale. Cependant, les distributions sont centrées autour de 0,65 ms pour A40/T40 et 1,07 

ms pour A10/T10. Pour mieux comprendre la distribution du temps de résidence, nous avons cartographié 

les évènements, leurs temps de résidence en fonction de blocage relatif de courant.  
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Figure 79 : Cartes des évènements, temps de résidence en fonction des blocages relatifs de courant. 

 

En accord avec nos hypothèses précédentes, les évènements à faibles ΔI/I sont considérés comme étant 

le passage des ADN simples brins. Une valeur limite de 13 % peut être estimée grossièrement en accord 

avec les résultats obtenus pour T40. Donc, le temps de résidence pour des ΔI/I > 13 %, sont d’environ 

0,3 ms pour A40/T40 et 1,5 ms pour A10/T10, respectivement plus court et plus long que pour l’ADN 

simple brin (0,86 ms). Ce résultat semble contre-intuitif quand nous le comparons à la littérature. En 

effet il est couramment reporté une augmentation du temps de résidence avec l’augmentation de la 

longueur de chaine de l’ADN.259 Toutefois la plupart des études du passage de l’ADN dans un nanopore 

solide se font dans du SiN, d’épaisseur environ 30 nm correspondant à une longueur d’ADN déplié 

d’environ 90 paires de bases. Pour de l’ADN de plus de 100 paires de bases, sa longueur est supérieure 

à celle du pore et donc le facteur déterminant pour le temps de résidence est la longueur de l’ADN. Dans 

notre cas les longueurs des ADN dépliés sont de 13,2 nm pour A40/T40 et 3,3 nm pour A10/T10. La 

détection de l’ADN s’effectue dans la zone du nanopore où le diamètre est suffisamment petit, pour 

induire un blocage significatif. Si l’on fait l’hypothèse que ce diamètre doit être inférieur à 6 nm, la 

longueur de détection correspondante est de 158 nm, ce qui est plus de 10 à 30 fois supérieur à la 

longueur des brins. Donc, le paramètre qui gouverne le temps de résidence est la vitesse de l’ADN, qui 

dépend de son nombre de charges. Ainsi, le temps de passage de l’ADN à l’intérieur du pore diminue 

avec l’augmentation du nombre de charges et donc l’augmentation du nombre de nucléotides, ce qui est 

cohérent avec nos résultats.  

L’utilisation d’un nanopore de fort rapport d’aspect conique, et un champ électrique faible permet une 

forte augmentation du temps de résidence qui permet la détection d’ADN de 40 et 10 paires de bases 

avec des temps respectifs de 0,65 ms et 1,07 ms. Cependant, ce résultat est à prendre avec précaution 

car les blocages relatifs de courant, sont inférieurs à 20 %, ce qui rend la détection difficile.  

2.3. Rapport signal sur bruit 
Due à ces faibles blocages relatifs de courant, nous nous sommes intéressés au rapport signal sur bruit 

(SNR : signal to noise ratio). Il peut être calculé grâce à (éq4.1): 263 
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𝑆𝑆𝑆𝑆𝑅𝑅 =  |𝛥𝛥𝐼𝐼|
𝐼𝐼𝑏𝑏𝑟𝑟𝑝𝑝𝑖𝑖𝑝𝑝,𝑚𝑚𝑚𝑚𝑦𝑦𝑝𝑝𝑚𝑚𝑚𝑚𝑝𝑝 𝑞𝑞𝑝𝑝𝑎𝑎𝑣𝑣𝑟𝑟𝑎𝑎𝑝𝑝𝑖𝑖𝑞𝑞𝑝𝑝𝑝𝑝

=  |𝛥𝛥𝐼𝐼|
𝐼𝐼𝑏𝑏𝑟𝑟𝑝𝑝𝑖𝑖𝑝𝑝,𝑅𝑅𝑀𝑀𝑅𝑅

      (éq 4.1) 

𝑜𝑜ù Ibruit, RMS (RMS : root mean square) est calculé à partir de la moyenne quadratique de l’intégrale de la 

densité spectrale de puissance (Figure 76d).  

Les SNR pour l’ADN double brin et simple brin sont de 4,16 et 2,3 respectivement. Ces valeurs sont 

plus faibles que celle obtenues pour les pores de faible rapport d’aspect en SiN. En effet pour des 

conditions expérimentales semblables, concentration en sel, 1 M KCl, et petit diamètre, 3 nm, le SNR 

attendu est supérieur à 15.263 Dans notre cas, Ibruit, RMS est de 12 pA, ce faible SNR est due aux faibles 

blocages de courant induits par le passage des brins courts. C’est également à l’origine du recoupement 

des distributions de ΔI/I, dans le cas des simples et doubles brins d’ADN.  

L’utilisation de ce type de nanopore ne serait pas approprié pour de l’analyse haute résolution, c’est-à-

dire pour différencier des nucléotides, sans une forte amélioration du SNR. Il existerait plusieurs pistes 

pour améliorer le SNR. Une des méthodes peut être de diminuer le volume de la zone de détection. Ceci 

pourrait être réalisé avec des nanopores en forme de cigare.  

3. Discussion 
En adaptant la technique du compteur Coulter et donc de pulsation résistive adaptée au nanopore unique, 

nous avons pu détecter différents polynucléotides. Nous avons fabriqué et modifié différents types de 

nanopores avec des rapports d’aspects, des formes, et des états de surfaces différents. En jouant sur leurs 

diamètres et en modifiant leurs surfaces et leurs charges nous avons pu étudier les différents paramètres 

dynamiques qui régissent l’entrée d’une biomolécule chargée à l’intérieur d’un nanopore solide. Nous 

avons ainsi observé l’influence du voltage, de la force ionique, d’ions chélatants, et de la charge du pore 

sur le temps de latence et l’amplitude des blocages de courant lors du passage d’un polynucléotide à 

travers le pore. En modifiant l’état de surface et la géométrie des nanopores nous avons également réussi 

à réduire le problème du rapport signal sur bruit, et ainsi pu détecter de très courts brins d’ADN. En 

effet, en utilisant des pores de haut rapport d’aspect, nous avons augmenté le temps de passage des 

polynucléotides à travers le pore, ce qui permet de détecter ces derniers. 

Nous avons conçu des nanopores solides de faible rapport d’aspect (diamètre ~ 4 nm, épaisseur 30 nm) 

avec différents états de surface (négatif et non chargé). Le passage des polynucléotides à travers ces 

pores a été étudié à de faibles concentrations en sel. Pour résumer, à 150 mM NaCl, la mobilité et la 

barrière énergétique dépendent fortement de la charge de surface du pore. En effet, la barrière 

énergétique est plus faible pour un pore chargé négativement, que pour un pore non-chargé. Ce résultat 

contre-intuitif peut être expliqué par l’excès de cations mobile, qui assure l’électroneutralité du pore. 

Ces ions créent une zone de capture à l’entrée du nanopore. Toutefois, les phénomènes d’adsorption ne 

sont pas négligeables. Une différence a été observée entre les fréquences d’entrée pour les polyA et les 

polyC. Elles pourraient être expliquées soit par la différence de conformation des deux polynucléotides, 

soit par une différence d’affinité avec la surface. Une analyse plus fine en utilisant de la dynamique 
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moléculaire par exemple pourrait expliquer ces résultats expérimentaux. L’ajout d’un agent chélatant 

(Mg2+) aux polyA, diminue la barrière d’énergie comme attendu, indépendamment de l’état de surface 

du nanopore. Ceci est dû à l’augmentation de l’énergie requise pour déplier le polynucléotide. 

Cependant, quand la concentration en magnésium augmente, nous pouvons observer une diminution de 

la barrière énergétique pour le pore chargé négativement, qui est probablement liée à une inversion de 

charge. 

Dans un deuxième temps, nous avons fabriqué un nanopore conique, dont nous avons passivé la surface 

par déposition d’Al2O3 en utilisant la technique d’ALD. Cette méthode nous permet d’ajuster le diamètre 

et la charge du pore dans le but d’optimiser la détection de l’ADN. Grâce à ce pore optimisé, nous avons 

pu détecter avec succès des brins d’ADN courts, ceux de 40 bases en brins simples, ainsi que ceux de 

10 et 40 paires de bases, dans des concentrations faibles de 10 nm. Les temps de passage sont 

respectivement de 0,85, 1,07 et 0,65 ms. Ceci est possible grâce à la longueur du pore, 13 μm, et à la 

passivation par Al2O3, qui permettent de diminuer la vitesse de passage de l’ADN à travers le nanopore. 

En ce qui concerne les ADN doubles brins qui sont préparés in-situ avant la détection, nos résultats 

permettent de discriminer les brins d’ADN couplés ou seuls, en augmentant le SNR en modifiant la 

géométrie du pore. Cependant ce temps de passage long est contrebalancé par le faible ratio signal sur 

bruit de 4,16 pour l’ADN double brin et de 2,3 pour l’ADN simple brin.  

Les nanopores en polymères ont l’avantage d’être beaucoup plus facile à manipuler que les pores 

biologiques. Ils ne nécessitent pas l’utilisation de bicouches phospholipidiques. De plus, ils sont 

beaucoup plus robustes que les pores en SiN ou graphène, étant donné qu’il n’y a pas de risque de casser 

la couche suspendue. Enfin le nanopore est extrêmement stable, il peut être utilisé pendant plus de 3 

semaines sans dommage.  
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Chapitre 5. 
Détection d’agrégats 

d’amyloïdes par nanopores 
fonctionnalisés 

 

 

 

 
L’objectif de ce chapitre est la détection de fibrilles d’amyloïdes de lysozyme par un nanopore fonctionnalisé. 

Le but de la fonctionnalisation est d’éviter l’adsorption non spécifique des protéines à la surface du pore, et en 

particulier à son entrée, pour empêcher l’obstruction du nanopore.  

Dans ce chapitre nous avons choisi de greffer des chaines poly-(éthylène glycol) (PEG) sur des nanopores 

coniques en PET obtenus par la technique de la trace attaquée. Ces nanopores modifiés présentent de nouvelles 

propriétés, telles qu’une surface plus hydrophile, et une diminution de la densité de la charge de surface. Nous 

nous sommes intéressés à trois méthodes pour greffer les chaines de PEG à la surface du pore.



 
 

 



Chapitre 5. Détection d’agrégats d’amyloïdes par nanopores fonctionnalisés 
 

 

- 128 - 
 

 1. Fonctionnalisation des nanopores 
Dans ce chapitre, le but de la fonctionnalisation est d’éviter l’adsorption non spécifique des protéines à 

la surface du nanopore, et en particulier à son entrée, pour empêcher l’obstruction du nanopore. En effet, 

il a été montré que les nanopores natifs sont facilement et irréversiblement colmatés par l’adsorption de 

protéines. Ceci se traduit par une considérable diminution du courant.265,266 L’adsorption non-spécifique 

est l’un des problèmes récurant empêchant une utilisation optimale des nanopores solides pour la 

détection de protéine.212,267,268 Plusieurs groupes ont étudié différentes stratégies pour limiter 

l’adsorption, tels que la fonctionnalisation par des lipides,48,49,212 des poly(éthylène glycol) (PEG),203,269 

ou encore la modification de la surface grâce à des organosilanes pour étudier des groupements 

fonctionnels simples et répandus:  Epoxy (1), methoxyethylene glycol (“PEG”-type) (2), amine 

(Glycidyloxypropyltrimethoxysilane,methoxyethoxyundecyltrichlorosilane,minopropyltrimethoxysila

ne).35 Dans ce chapitre nous avons fonctionnalisé des pores grâce à des PEG en utilisant trois stratégies, 

une fonctionnalisation de la surface interne et externe, une externe, et une interne 

 

Table 9 : Fonctionnalisation utilisée dans ce chapitre 

Surface du pore 

fonctionnalisé 

Interne et externe Externe Interne 

Matériau PET PET PET 

Technique de 

fonctionnalisation 

ALD (Al2O3/ZnO), 

AEAPTMS 

“sputtering”  (Au) Conjugaison 

chimique Et-(NH2)2 

Greffage des PEG PEG-NHS PEG-SH PEG-NHS 

 

1.1. Fonctionnalisation interne et externe 

  

Figure 80 : Structure de N-[3-Trimethoxysilyl)propyl]ethylenediamine (AEAPTMS) 

Dans cette partie la taille des pores, est réduite par ALD en déposant des couches alternées de 5 cycles 

d’Al2O3 suivi de 5 cycles de ZnO. Ensuite les nanopores sont exposés à N-[3-
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Trimethoxysilyl)propyl]ethylenediamine (AEAPTMS), pendant 48 h en phase vapeur. L’AEAPTMS 

permet de recouvrir toute la surface (interne et externe) de terminaisons amines. Ces fonctions vont 

ensuite être utilisées pour greffer des PEG à la surface des pores. Des PEG-hydrosuccimidines esters 

sont dispersés dans 1 mL de méthanol. 50 µL de cette solution est inséré dans 1,8 mL de tampon 
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phosphate (PBS) (0,01 M tampon phosphate, 0,0027 M chlorure de potassium, et 0,137 M chlorure de 

sodium, pH 7,4), à 25 °C pendant 24h. (Figure 81) 

 
Figure 81: Schéma du pore en PET (représenté par le rectangle gris) fonctionnalisé après dépôts d’ALD 

(couche d’Al2O3 en orange, de ZnO en marron), et la fonctionnalisation par AEAPTMS pour créer les 

amines en surface, et enfin  le greffage de mPEG-NHS 

 
Figure 82 : Courbes I-V pour un pore en PET cylindrique, (noir) après l’attaque chimique (~ 51 nm de 

diamètre), (rouge) après l’ALD et la fonctionnalisation par les amines (~ 26 nm de diamètre), (bleu) après 

le greffage des PEG de façon asymétrique.  
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Le greffage des PEG est effectué de manière asymétrique, une rectification de courant est observée. 

(Figure 82) 

1.2. Fonctionnalisation sélective de l’entrée du pore 
Cette stratégie consiste en l’auto-assemblage d’une monocouche dense de PEG à l’entrée du pore. Pour 

ce faire une couche mince d’or est déposée par pulvérisation cathodique (« sputtering ») d’un côté du 

pore. Ensuite le film est immergé dans une solution contenant les PEG-SH pour obtenir une monocouche 

par auto-assemblage (« self assembled monolayers » SAMs). Bien que l’auto-assemblage soit rapide, 

une bonne procédure expérimentale est nécessaire pour produire une couche uniforme et hautement 

ordonnée.  

 
Figure 83: Schéma représentant le pore en PET conique (gris), avec l’or déposé par pulvérisation du côté 

tip du pore, et les PEG (traits noirs) auto assemblés sur l’or grâce à leurs têtes thiolés (points noirs) 

Tout d’abord, il est à noter que toutes les manipulations doivent être faites dans un environnement 

propre. La verrerie doit être préalablement nettoyée grâce à une solution piranha, pour éviter toute 

contamination. De plus, les contenants doivent pouvoir facilement être scellés afin de travailler sous 

atmosphère inerte (N2). En effet le contact de l’or avec l’oxygène doit être minime pendant l’assemblage, 

si l’on veut obtenir une couche homogène. Il est conseillé de déposer une couche de chrome ou titane 

sous la couche d’or, afin d’éviter la délamination de l’or.  
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Figure 84: Taux de croissance du dépôt d’or sur substrat de SiO2/Si calculé par ellipsométrie. Les points 

ont été obtenus expérimentalement, la droite rouge est l’ajustement linéaire (τ = 0,23023 ± 0,01  nm s-1) 

Les solutions de PEG-SH (Mw 2 kD) à 2 mM sont préparées dans de l’éthanol ultra pur (sans additif). 

La solution est soniquée pendant 5 à 10 min jusqu’à complète dissolution des thiols. Ensuite les substrats 

recouverts d’or sont immergés dans la solution en minimisant leurs expositions à l’air. Les récipients 

sont ensuite remplis avec de l’azote, et scellés. Les échantillons sont ensuite stockés de 24 à 48 h, afin 

d’augmenter la densité de PEG en surface. Enfin les échantillons sont rincés avec du solvant propre 

pendant 10 à 15 s, puis séchés sous flux d’azote. L’avantage de cette technique est qu’elle permet 

d’obtenir des monocouches très denses et homogènes. Le problème est lié à la couche d’or. En effet, 

nous connaissons le taux de croissance de l’or en fonction du temps de dépôt (Figure 84), mais nous ne 

maitrisons pas l’épaisseur de ce dépôt à l’intérieur du pore, et donc son influence sur son diamètre. Il 

est impossible d’obtenir précisément ce diamètre par conductimétrie, car nous ne connaissons pas 

exactement la longueur sur laquelle l’or a été déposé à l’intérieur du pore. Toutefois, il est possible de 

caractériser les différentes étapes de la fonctionnalisation par conductivité. Sur la Figure 85, la 

13,8 nm.min-1
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rectification du courant ionique est beaucoup plus importante, après le dépôt et la fonctionnalisation 

(courbe rouge), que pour le pore natif (courbe noire).  

 
Figure 85 : Courbes I-V après l'attaque chimique, (rouge) après dépôt d’or, et fonctionnalisation par les 

SAMs 

Nous avons tenté d’évaluer la réduction de diamètre induite par le dépôt d’or grâce à l’utilisation de 

membranes multi-pores observées par MEB (Figure 86). Les membranes natives après ouverture par 

attaque chimique ont un diamètre d’environ 900 ± 24 nm. Des dépôts d’or de temps différents ont été 

effectués sur cette même membrane. Le premier, un dépôt de 140 s, dont l’épaisseur théorique d’après 

l’éllipsométrie est 32 nm par  rayon, est estimée à 40 nm par rayon. Le diamètre mesuré est d’environ 

820 ± 16 nm. Ensuite, un dépôt de 228 s est effectué toujours sur la membrane native. Nous évaluons 
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l’épaisseur de l’or à environ 53 nm par rayon-. Par MEB, le diamètre obtenu est d’environ 755 ± 18 nm, 

ainsi la couche d’or serait d’environ 70 nm par rayon. 

 
Figure 86 : a. Pore natif après ouverture par attaque chimique (d ~ 900 ± 24 nm) b. Même membrane que 

en a, après 140 s de Au sputtering (épaisseur théorique  ~ 32 nm (rayon)-1), dexp ~ 820 ± 16 nm (épaisseur 

expérimentale  ~ 40 nm (rayon)-1)  c. Même membrane que en a, après 228 s de Au sputtering (épaisseur 

théorique ~ 53 nm (rayon)-1), dexp ~ 755 ± 18 nm (épaisseur expérimentale ~ 70 nm (rayon)-1) 

On remarque également sur les images MEB que plus la couche d’or déposée est épaisse plus la taille 

des grains est importante. Cela peut être une gêne pour l’homogénéité des auto-assemblages de PEG. 

 

1 µM 1 µM

1 µM 1 µM

a.

b.

c.

1 µM 1 µM
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1.3. Fonctionnalisation sélective à l’intérieur du pore 
La dernière stratégie, consiste à greffer des PEG directement sur les fonctions COOH présentes à 

l’intérieur du pore, pour ce faire (Figure 87):  

1. le pore est immergé dans une solution de 1M d’éthylène-diamine dans une solution de KCl MES à 

0.1M, pH 4.7. Ensuite de l’EDC hydro-chloride est ajouté pour obtenir une concentration finale de 

50 mM. Le film est ensuite incubé pendant la nuit pour une modification homogène de la surface.  

2. Enfin pour attacher les PEG aux amines à la surface du pore, le pore incube dans une solution à 2 

mM de PEG-NHS dans de l’éthanol, pendant 2 h, ce qui assure une réaction quasi-totale entre les 

PEG et les amines. 

 

 
Figure 87 : Les fonctions carboxyles à l’intérieur du pore en PET, après l’attaque chimique, sont utilisées 

pour attacher les fonctions amines qui sont ensuite utilisées pour greffer les PEG  

L’avantage de cette technique est que la fonctionnalisation peut être réalisée juste après l’étape de 

l’attaque, dans la cellule. Toutefois cette technique est réalisable uniquement sur des films en polymères 

contenant des groupements carboxyles sur la surface interne du pore. 
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Figure 88: Courbes I-V pour un pore natif (noir), après fonctionnalisation avec Et(NH2)2 (rouge), et mPEG 

(bleu), immergé dans une solution de KCl 1M, à pH7. a. Petit diamètre du pore estimé à d = 40 ± 5 nm, le 

grand ~ 375 nm, b. Petit diamètre du pore estimé à d = 20 ± 2 nm, le grand ~ 425 nm. 

Chaque étape de la fonctionnalisation est caractérisée par conductimétrie. (Figure 88) Nous observons 

une inversion de la rectification du courant après la fonctionnalisation par les amines, due à l’inversion 

de la charge de surface. Nous observons également une diminution des valeurs de courant après le 

greffage des PEG par rapport aux amines. Nous remarquons également, pour des voltages inferieur à 

– 750 mV, des oscillations de courant, après la fonctionnalisation par les chaines polymères. Celles-ci 

sont probablement dues aux mouvements des chaines à l’entrée du pore, lorsqu’une énergie 

suffisamment importante est appliquée. 

1.4. Hydrophilycité des matériaux fonctionnalisés 
Il a été montré que dans le cas des surfaces fonctionnalisées par des PEG, il existe une corrélation entre 

l’hydrophobicité et l’adsorption non spécifique.270 Typiquement plus la densité de PEG en surface est 

importante, plus la surface est hydrophile et moins les protéines s’adsorbent. 

a b
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Figure 89: Angle de contact en fonction des différents traitements de surface : a. Plaque de Silicium native, 

b. Silicium après dépôt d’or et SAMs des PEG, c. Plaque de silicium, (Si) après dépôt de 5 bicouches d’ALD, 

d. Silicium après dépôt de 5 bicouches d’ALD et dépôt en phase vapeur d’AEPTMS, e. Silicium après dépôt 

de 5 bicouches d’ALD et dépôt en phase vapeur d’AEPTMS et PEGylation 

Par mesure des angles de contact (Figure 89), nous observons que la fonctionnalisation par SAMs rend 

la surface extrêmement hydrophile, ceci est dû à la haute densité de PEG à la surface. Dans le cas des 

nanopores fonctionnalisés après ALD, la surface est également plus hydrophile que la surface native, 

mais elle ne l’est pas autant que pour les auto-assemblages. Le problème de cette technique est lié à la 

densité de OH en surface du ZnO susceptible de réagir avec l’AEPTMS. Nous ne connaissons pas et 

nous ne pouvons pas savoir le nombre de points d’ancrage. Les problèmes sont liés à l’homogénéité et 

l’uniformité de la silanisation. Les différences observées sont dues à l’arrangement des PEG en surface. 

Après ALD et AEAPTMS les points d’ancrage sont limités. Tandis qu’avec les SAMs, plus les temps 

d’assemblage sont longs, dans notre cas 24h, plus la couche de PEG sera dense. Les angles de contact 

n’ont pas pu être faits pour les fonctionnalisations avec l’éthylène diamine, en effet, cette technique 

utilise les acides carboxyliques présents sur la surface interne des nanopores en PET. 

a. b.

c. d. e.
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2. Détection d’amyloïdes dans les nanopores fonctionnalisés 

2.1. Préparation  des amyloïdes 
La préparation des fibrilles d’amyloïdes de lysozyme est réalisée en se basant sur la méthode reporté par 

Hill et al.271 Une solution de lysozyme (34 mg mL-1) est préparée par dissolution de lysozyme lyophilisé 

dans de l’eau ultra-pure. La solution est ensuite chauffée à 45°C pour enlever tous les agrégats de 

protéines préformés. Une solution est de 300 mM de NaCl est ajoutée en proportion 1 :1 à la solution 

de lysozyme. Tous les échantillons sont ensuite centrifugés à 9500 g pendant 5 min, et filtrés par des 

membranes de 200 nm.  Le pH de la solution est ajusté à 2 par ajout de HCl. La concentration  de 

lysozyme en solution est déterminée grâce à son absorption dans l’ultraviolet à 280 nm. Les solutions 

de lysozymes sont incubées pour différents temps de 30 min à plusieurs jours pour 2 températures, 55°C 

et 70°C.  

Nous avons caractérisé par Microscopie de Force Atomique (Atomic Force Microscopy, AFM), les 

amyloïdes obtenus après 24 h à 70°C. Pour ce faire, des échantillons d’amyloïdes ont été immobilisés 

sur des substrats de mica fraichement clivé, à une concentration de 2 µM en unité monomère. Un 

diamètre d’environ 6 nm, estimé grâce aux images est globalement homogène. (Figure 90) Les longueurs 

sont, en revanche, très poly-disperses et varient de quelques nanomètres jusqu’à plusieurs centaines de 

nanomètres.  



Chapitre 5. Détection d’agrégats d’amyloïdes par nanopores fonctionnalisés 
 

 

- 139 - 
 

 
Figure 90 : a. Images AFM d’une solution d’amyloïdes à 2 μM en unité monomère déposée sur du mica. Les 

amyloïdes ont été fabriqués en utilisant la méthode précédemment décrite, pendant 24 h à 70°C. b. 

Amyloïdes sélectionnés et analysés dans le profil c. d. Image AFM d’amyloïdes, les profils de 6 d’entre eux 

sont reportés en e. f. Représentation 3D d’un amyloïde 
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Les amyloïdes en solution ont également été analysées par diffusion dynamique de la lumière (DLS), 

(Table 10). A partir des coefficients de diffusion obtenus, nous pouvons estimer la dimension des 

amyloïdes. Pour la protéine native le coefficient de diffusion est de 117,23 µm² s-1, ce qui équivaut à 

une sphère de diamètre hydrodynamique de 4 nm. Après 24 h d’incubation à 70°C, il n’y a plus de 

monomères. Le problème des mesures faites par la DLS est leurs imprécisions.  
Table 10 : Coefficients de diffusion obtenus par DLS, l’hypothèse faite quand à la géométrie est que les 

amyloïdes sont de formes cylindriques avec un diamètre de 6 nm 

Echantillon D1 [µm²/s] D2 µm²/s] D3 [µm²/s] 

3h (70°C)  10,42 ± 13,1 116,1 ± 3,28 

24h (70°C) 0,378 ±  0,87 2,02 ± 0,59 8,95 ± 2,29 

2.2. Détection des amyloïdes par nanopore fonctionnalisé par auto-

assemblage 

2.2.1. Fonctionnalisation sélective de l’entrée du pore 

Nous avons tenté de détecter des fibrilles d’amyloïdes de lysozymes obtenues par incubation à 70°C 

pendant 24 h, grâce à un nanopore conique (dtip = 131 nm ± 2 nm, Dbase = 1200 nm). Ensuite un dépôt 

d’or de 60 s a été réalisé, uniquement du côté « tip », ce qui réduit le diamètre à environ 100 nm.Puis le 

nanopore est fonctionnalisé avec les PEG-SH. 

Une solution de KCl à 0,5 M est placé de chaque côté du pore. Un potentiel constant de – 4 V, ou – 5 V 

est appliqué du côté trans de la cellule, du côté de la grande ouverture du pore. Le courant est enregistré 

en fonction du temps. Avant addition des amyloïdes, pour – 4 V, le courant est de - 1250 ± 10 nA. A – 

5 V, elle est de 1520 ± 20 nA. 

 
Figure 91 : Courants enregistrés pour un pore fonctionnalisé asymétriquement par auto-assemblage de 

PEG sur couche d’or, ayant un petit diamètre final de 100 nm, à 0,5 M de KCl pour un potentiel appliqué 

du côté trans (grande ouverture) de a.- 5 V, b. -4 V 

Ensuite nous avons introduit une solution d’amyloïde de lysozyme (incubé pendant 24 h à 70°C) pour 

obtenir une concentration finale de 2 µM, du côté cis de la cellule (côté tip du pore). 

a b
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Le courant est enregistré en fonction du temps pour un potentiel appliqué de -5 V (Figure 92), – 4 V 

(Figure 93) pendant 10 min pour chaque voltage. Puis un potentiel de 5 V est appliqué pendant 40 s 

(Figure 94).   

 
Figure 92 : Courant mesuré en fonction du temps, pour un potentiel de – 5 V, avec une concentration en 

amyloïde de lysozyme (incubé pendant 24 h à 70°C) de 2 μM, a. 1er enregistrement, b. 2ème enregistrement  

Nous nous intéressons tout d’abord, aux variations du courant en fonction du temps, pour un potentiel 

de -5 V. Dans la Figure 92a, nous pouvons voir plusieurs diminutions de courant consécutives suivies 

de plateaux : Une première entre 60 et 120 s, une deuxième entre 120 et 180 s, et une troisième entre 

180 et 240 s, elles pourraient être induites par l’adsorption successive de longs amyloïdes à l’entrée du 

pore. Ces derniers bloquent une partie du courant. Ensuite nous observons de grandes oscillations. Sur 

la Figure 92b, nous observons tout d’abord une diminution lente du courant, qui peut être due à 

l’adsorption d’un amyloïde long à l’entrée du pore. Puis des oscillations sont observées, qui peuvent 

être expliquées par le passage devant ou à travers le pore d’amyloïdes plus petits. 

Ensuite nous nous intéressons au même pore dans les mêmes conditions, mais pour un potentiel appliqué 

de -4 V. Les courants de la Figure 93 ont été enregistrés immédiatement après celui de la Figure 92. 

Comme le pore de la Figure 92a est partiellement bouché, il en est de même pour le début de 

l’enregistrement suivant. Nous observons différents types de blocages de courant et d’oscillations. Ces 

dernières peuvent être interprétées comme le passage d’autres amyloïdes qui traversent le pore, et qui 

peuvent être détectés du fait que le nanopore est en partie bouché. Une autre hypothèse serait que 

plusieurs amyloïdes se placent à l’entrée du pore bloquant le courant, et que les oscillations soient dues 

aux mouvements d’autres chaines qui arrivent à l’entrée du nanopore, sans toutefois qu’ils traversent le 

pore. 
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Figure 93 : Courant mesuré en fonction du temps, pour un potentiel de – 4 V, avec une concentration en 

amyloïde de lysozyme (incubé pendant 24 h à 70°C) de 2 μM 

 

Les amyloïdes étudiés ici, ont des diamètres de 6 nm et des longueurs pouvant varier de 6 nm 

(monomères de lysozymes) à quelques centaines de nm, comme le montre les AFM. Différentes 

hypothèses sont émises quand aux formes du courant enregistré.  

La première est que les lysozymes et autres petits amyloïdes ne sont pas détectés lors de leurs passages 

à travers le pore à cause de leur taille. Seuls les amyloïdes ayant une longueur d’un ordre de grandeur 

équivalent au diamètre peuvent être détectés. Les amyloïdes de longueur supérieure à 100 nm de par 

leur taille et leur rigidité ne peuvent pas traverser le pore et être détectés. En effet, même s’ils arrivent à 

entrer dans le nanopore dans la bonne conformation, leur diamètre est trop faible pour observer les 

modifications de courant. Ces derniers peuvent se coller sur la surface à l’entrée du pore et bloquer une 

partie du courant, créant une diminution du courant sur des temps longs comme nous pouvons le voir 

en (Figure 92 et Figure 93). Sous l’influence du champ appliqué, ils peuvent vibrer et créer ainsi des 

perturbations du courant, créant des augmentations ou des diminutions de courant de l’ordre de quelques 

microsecondes à quelques millisecondes. 

Une deuxième hypothèse, se base également sur le fait qu’un long brin d’amyloïde bouche une partie 

de l’entrée du pore. Ainsi le diamètre est réduit ce qui permet de détecter de plus petits filaments. Une 

troisième hypothèse est qu’un gel d’amyloïde se forme et bloque l’entrée du pore, et les oscillations du 

courant seraient dues au mouvement de ce gel à l’entrée du pore.  
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Il est difficile de choisir une hypothèse par rapport à une autre tant que les données sont bruitées et 

stochastiques.

 
Figure 94 : Courant mesuré en fonction du temps, pour un potentiel de 5 V, à 0,5 M de KCl 

Afin de  prouver que les diminutions de courant sont dues à la présence de longs amyloïdes bloqués à 

l’entrée du pore, nous avons appliqué un voltage de 5 V. (Figure 94) Il a été remarqué, qu’en l’absence 

de cette étape le pore se bouche, et que nous observons une diminution du courant. Mais lorsqu’un 

voltage positif est appliqué, le courant ionique retrouve sa ligne de base. Ce qui laisse penser que les 

amyloïdes sont adsorbés de manière réversible à l’entrée du pore grâce aux PEG à la surface du pore. 

 

 

2.2.2. Fonctionnalisation sélective à l’intérieur du pore 

 
Figure 95: Courant enregistré en fonction du temps, à - 500 mV, pour un pore après fonctionnalisation avec 

Et(NH2)2 et mPEG. La courbe noire représente un pore dont le petit diamètre pore est estimé à d = 40 ± 5 

nm, le grand ~ 375 nm. La courbe rouge, le petit diamètre du pore est estimé à d = 20 ± 2 nm, le grand ~ 425 

nm. a. 0,5 M KCl, pH 7, b. 0,5 M KCl, pH 7, plus 2 µM d’amyloïdes (3h, 70°C) ont été ajouté du côté tip du 

pore. 

Deux nanopores NPd=40 et  NPd=20(d = 40 ± 5 nm, D ~ 375 nm, et d = 20 ± 2 nm, D ~ 425 nm) ont été 

préparés par attaque asymétrique dans des films en PET. Ils ont ensuite été aminés, puis des PEG ont 

été greffés. Leurs fonctionnalisations ont été suivies par conductimétrie (Figure 88). Le courant a ensuite 

a b

a b
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été enregistré en fonction du temps à 0,5 M KCl, pH 7, à - 500 mV. Les amyloïdes sont insérés du petit 

côté du pore. 

Pour NPd=40 nous n’observons aucune oscillation du courant lorsque les amyloïdes sont insérés en 

solution. Le courant décroit légèrement, mais les amyloïdes ne sont pas détectés. Il est probable que le 

diamètre du pore soit trop grand, ou le potentiel appliqué n’est pas suffisant pour permettre aux 

amyloïdes de passer la barrière d’énergie de l’entrée du pore. 

Pour NPd=20, le courant n’est pas extrêmement stable, nous remarquons de légères oscillations, qui 

peuvent être dues au mouvement des chaines polymères à l’entrée du pore. Les mesures électriques 

reflètent leur présence, par rapport à l’autre pore, probablement à cause de son diamètre plus faible et 

du courant plus élevé.  

On remarque sur la Figure 95b, après l’insertion d’amyloïdes ayant incubé pendant 3h, une forte 

augmentation du bruit. Aucune oscillation significative ne peut en être extraite. Une hypothèse pourrait 

être que les temps sont trop courts pour détecter les amyloïdes. Une autre pourrait être que les amyloïdes 

ont été adsorbés de manière non-spécifique et irréversible sur la surface externe à l’entrée du pore 

entrainant une augmentation du bruit. Une analyse du bruit devrait être réalisée et permettrait 

probablement d’obtenir plus d’information.  

 

3. Discussion 
Nous n’avons pas réussi à obtenir les conditions optimales pour observer le passage de fibrilles 

d’amyloïdes à travers un pore, nous avons cependant réussi à obtenir un pore fonctionnel qui empêche 

l’adsorption des protéines. Pour améliorer notre système, il faut tout d’abord éliminer le problème de la 

poly-dispersité des amyloïdes. En effet il faudrait tout d’abord pouvoir calibrer les échantillons, et 

pouvoir estimer les temps de passage en fonctions du diamètre. Ce qui permettrait également d’optimiser 

le diamètre du pore pour la détection d’amyloïdes de lysozyme de tailles supérieures à 20 monomères, 

qui est la taille à partir de laquelle les amyloïdes présentent une cytotoxicité.272,273 En effet les pores que 

nous avons présenté dans ce chapitre sont très grands, longueurs d’environ 100 nm, les pores plus petits 

ne permettant pas d’obtenir un rapport signal sur bruit assez bon pour pouvoir observer le passage des 

amyloïdes. 

Nous n’avons pas effectué d’étude du passage des amyloïdes sur les pores fonctionnalisés par ALD, par 

manque de temps, mais nous avons pu observer sur des pores en SiN modifiés utilisant cette technique, 

une diminution du courant probablement due à l’adsorption non spécifique de molécules biologiques 

(les résultats ne sont pas présentés ici, car ils sont insuffisant). 
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L’objectif de ces travaux de thèse a été de concevoir un nanopore unique et fonctionnalisé dans 

le but d’obtenir des propriétés biomimétiques. Nos objectifs étaient triples (i) obtenir des nanopores 

ayant des propriétés stimuli répondantes, (ii) étudier l’influence de l’état de surface des pores sur les 

propriétés de transport d’objets et enfin, (iii) empêcher l’adsorption non spécifique pour la détection de 

fibrilles d’amyloïde et d’étudier leurs propriétés de transport. 

Nous nous sommes particulièrement intéressés aux nanopores fabriqués par la technique de la 

trace attaquée en PET et dans une moindre mesure, à ceux en SiN percé par TEM. En effet les premiers 

sont facilement modifiables chimiquement grâce à leurs groupements fonctionnels sur la surface interne 

du pore. Toutefois, des techniques de dépôts comme l’ALD ont également été utilisées pour avoir une 

surface homogène à l’intérieur et à l’extérieur du nanopore. 

Nous avons utilisé différentes stratégies de fonctionnalisation pour mimer des canaux biologiques 

stimuli répondants en particulier pH et ligands. Pour ce faire, la première stratégie réalisée sur un 

nanopore en PET cylindrique, sur lequel un dépôt par ALD de couches d’oxyde, suivi par un dépôt en 

phase vapeur des groupement amines ont permis de recouvrir la surface et enfin des chaines terminées 

par des biotines ont été greffées. En utilisant un système biotine-avidine, nous avons démontré qu’il est 

possible de moduler l’ouverture du nanopore avec le pH et que ce processus est réversible. De plus, il 

est possible de détecter des protéines biotinylées et des anticorps par une mesure simple courant/voltage. 

Toutefois, le principal défaut de cette stratégie est que la modification du pore est irréversible, le 

nanopore est utilisable une seule fois. Pour résoudre ce problème, nous avons utilisé les groupements 

carboxylates de la surface interne, pour fonctionnaliser le pore grâce à des interactions électrostatiques 

avec des poly-électrolytes (Poly-L-Lysine et Poly Styrene Sulfonate). Grâce à l’utilisation de nanopores 

coniques, cette fonctionnalisation permet de moduler la sélectivité ionique du pore. Et en utilisant à 

nouveau un système des Poly-L-Lysine sur lesquelles sont greffées des PEG-biotine, il est possible de 

détecter l’avidine et de réutiliser le pore. 

Ensuite, la maitrise de méthodes de fonctionnalisation homogène nous a permis de nous intéresser aux 

questions fondamentales liées à l’influence de l’état de surface du nanopore (hydrophobicité, charge) 

sur la translocation de polynucléotide dans les conditions, où la distance de Debye n’est plus négligeable. 

Nous avons démontré que si le nanopore présente la même charge que la PolyAdenosine et la 

PolyCytosine, la vitesse de passage de la molécule augmente et la barrière globale d’énergie d’entrée du 

nanopore diminue par rapport au nanopore non-chargé hydrophobe. Ceci pourrait être dû à un 

enrichissement en contre-ions de la zone à l’entrée du nanopore. Ensuite nous avons montré qu’il est 

possible de détecter des brins simples et doubles d’ADN très courts (10 à 40 bases) en utilisant un 

nanopore conique de fort rapport d’aspect couvert d’Al2O3 avec des amplificateurs classiques. Enfin 

nous avons tenté la détection de fibrilles d’amyloïde de lysozyme par des nanopores traités pour limiter 

l’adsorption non spécifique. Cet objectif n’a pas été complètement atteint compte tenu des résultats 

obtenus qui ne permettent pas d’affirmer si les molécules traversent le pore ou non. 
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Dans la suite logique de nos recherches un premier projet serait de concevoir des nanopores 

multifonctionnels, présentant à la fois un ou des dispositifs de captures spécifiques, et d’étudier ces 

molécules capturées, par translocation. L’idée est de pouvoir à terme séparer et détecter des bio-

marqueurs spécifiques dans un mélange complexe. Il serait donc possible d’utiliser une stratégie alliant 

une couche supportée de phospholipide et un nanopore solide. Dans ce système hybride, le nanopore 

solide servira de support hydrophobe pour auto-assembler une simple couche de phospholipide. La 

couche lipidique aura pour objectif de fournir un support fluide présentant une ou plusieurs fonctions 

spécifiques. Ce support fluide permettra, après capture des molécules cibles, de faire migrer le complexe 

vers le nanopore sous l’effet du champ électrique et de procéder à leur détection par pulsation résistive. 

Un autre avantage des phospholipides est leur propriété d’anti-adhésion, ce qui évitera les phénomènes 

de colmatage du nanopore par l’adsorption non-spécifique de protéines, par exemple. Pour ce qui est de 

la fonction capture, il est possible de greffer à la surface du nanopore différents éléments permettant la 

reconnaissance spécifique, tel que les acides nitrilotriacétiques (NTA) qui complexent les protéines 

histidylées en présence de nickel, ou bien un système avidine/biotine déjà largement utilisé, ou encore 

un système antigène/anticorps.  

Dans la continuité de nos travaux de thèse un deuxième projet serait de mimer les canaux 

biologiques qui ont des propriétés et sélectivités différentes dues à leurs formes, tailles et fonctions 

spécifiques. En effet, certains possèdent des rétrécissements à l’intérieur de leurs canaux, et grâce à leurs 

structures tridimensionnelles, ils peuvent être sélectifs à un seul type d’ions comme les canaux sodiques 

ou potassiques. Il a été montré que l’organisation électronique du canal, influe sur l’organisation des 

ions/molécules et donc sur leur passage, par exemple des pores ayant des diamètres inférieurs à ceux 

des ions hydratés. L’objectif serait donc de reproduire des environnements similaires grâce aux 

interactions à l’intérieur du nanopore. Pour ce faire, il faudrait créer des géométries adéquates et greffer 

les fonctions voulues sur des points d’ancrage spécifiques. Une solution peut être l’utilisation de canaux 

en origami d’ADN. 

 

Pour résumer, le domaine des nanopores comme outil de détection pour des biomacromolécules 

est en plein développement. Cette méthode de détection à l’échelle de la molécule unique est très 

prometteuse, pour des applications dans le diagnostic ou le développement de nouvelles générations de 

séquenceurs d’ADN. Ils seront utilisés pour la détection de bio-marqueurs, ce qui permet le diagnostic 

précoce, essentiel pour une meilleure prise en charge de maladies dégénératives ou la résorption de 

certains cancers. Nous espérons de grandes avancées et contributions dans un futur proche pour la 

réalisation de détecteurs nanopores dans des applications cliniques. De plus, le travail sur un nanopore 

unique permet de concevoir de nouvelles membranes stimulables et d’en comprendre les propriétés de 

transport. 
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Combining a sensor and a pH-gated nanopore
based on an avidin–biotin system†

Mathilde Lepoitevin,‡a Gael Nguyen,‡a Mikhael Bechelany,a Emmanuel Balanzat,b

Jean-Marc Janota and Sebastien Balme*a

Here we propose a new approach to tailor nanopores, which combines

both pH gating and sensing properties. This strategy is based on PEG

like-avidin grafting in nanopores designed by atomic layer deposition

(ALD). Below pH 5 the nanopore is blocked. We show that the PEG

chains are at the origin of these properties.

Biological channels are involved in many tasks in biology such as
cellular communication, osmotic pressure control and defence
against external micro-organisms.1 For the past two decades,
biological channels2 have served as an inspiration to building
nanodevices such as ionic diodes3 and sensors4 which can
precisely detect differences between ions,5 small molecules or
complex macromolecules such as DNA.6 However the limitations
of ‘‘raw’’ artificial nanopores are the lack of selectivity and
unresponsiveness against biological stimuli such as pH, ionic
strength, inhibitors or antibodies. However, this limitation can
be broken by functionalization of nanopores.7 Among artificial
nanopores, the ones obtained by the track-etching methods on
polymer films are particularly interesting. Indeed, their geometry
can be controlled (cylindrical, conical)8 and the chemical func-
tions on the nanopore surface induced by the chemical etching
process enable surface modification, such as functionalization
by polymers9 or DNA strands,7b or their size reduction by atomic
layer deposition.10 Several applications of these nanopores were
demonstrated as ionic diodes,3,11 or voltage responsive nanopores.12

More recently an elegant pH response nanopore by grafting DNA
inside a conical nanopore was reported.7b In this communication,
authors used the isoelectric point of nucleotides to create a

mesh which blocked current at low pH. However, these nanopore
modifications were limited on a unique functionalization,
which limited their applications to unique functions. In order
to build nanopores with different functions a strategy should be
designed to use an avidin–biotin system.13 Briefly, avidin is
a glycoprotein which presents strong interaction with biotin
(Ka = 1015 M�1), which is a base for developing many kinds of
biosensors.13 This system allows us to build nanopores by multistep
approaches after the functionalization of the nanopore surface with
biotin.

Here we report the feasibility of a new type of nanopore,
which combines pH-gating and sensing properties. These single
nanopores were obtained by using the track-etched method on
PET film (13 mm). The first step consisted of grafting a PEG–
biotin molecule to the surface of the nanopore by following two
approaches: (i) directly after chemical etching of the nanopore
and (ii) after reducing the diameter of the nanopore by atomic
layer deposition (ALD) and the surface was functionalized by
amine groups (Fig. S1, ESI†). Then, avidin (IP 10.6) or streptavidin
(IP 5.6) was linked to the biotin. The obtained nanopores were
tested for pH gating properties and detecting the presence of
biotinylated g-globulin.

The first approach of the nanopore modification was performed
on both conical and cylindrical shaped nanopores. Cylindrical
nanopores (B19 nm diameter) were directly functionalized after
chemical etching. Since the surface of the nanopore is covered with
carboxyl groups, the latter can be modified by chemical grafting.
This involves using biotin with an amine end for a one-step
N-(3-dimethylaminopropyl)-N0-ethylcarbodiimide (EDC) modification
process.7b In the first step, we attached poly(ethylene glycol)
2-aminoethyl ether biotin (Mn 5300 g mol�1) (biotin–PEG–NH2).
The latter compound and EDC are placed in the cis reservoir of
the electrochemical cell for 12 hours (Fig. S1, ESI†). Then, a
solution of avidin (c = 2.44 mM, PBS 10 mM, NaCl 150 mM,
pH 7.2) is placed in the cis reservoir for 30 min under a 100 mV
voltage potential to help the protein enter the nanopore. After
this step, the current–voltage dependence was recorded (Fig. 1a)
at different NaCl concentrations (Fig. 1a and Fig. S2, ESI†) and
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compared to the nanopore before functionalization. Avidin induces
a weak decrease of current as expected due to a reduction of the
nanopore diameter. The nanopore conductance is a function of
the salt concentration (recorded at pH 7) allowing us to estimate
the nanopore diameter (B17 nm) after avidin linkage (Fig. 1b).
Regarding the initial diameter (B19 nm), the reduction of the
nanopore diameter is B2 nm. The latter value does not correspond
to the hydrodynamic diameter of avidin.14 This is explained by the
location of avidin close to the nanopore entrance and not along the
nanopore length.7c We also observed that after the avidin linkage,
current oscillates at high positive voltage (typically from 800 mV to
1 V) regardless the salt used, KCl or NaCl (Fig. S2, ESI†). The
observation of such oscillations was reported in nanopores.11b,15

They result from different phenomena such as (i) vapor–gas
equilibrium,15,16 (ii) wetting–dewetting,11b and (iii) the mobility of
free polymer chains after chemical etching. However another
explanation could be given. Indeed, proteins are well known to
adsorb non-specifically at a liquid/solid interface.17 It can be
assumed that two populations of avidin are present in the nano-
pore, one linked to biotin and one adsorbed on the PET surface
(particularly on the cis side, where PET is exposed to the protein).
After rinsing, the adsorbed avidin can be released into the solution
and translocate through the nanopore. This can also explain that
oscillations are only observed when a positive voltage is applied on
the trans chamber since avidin exhibits a negative charge at pH 7.

In order to estimate the localization of avidin inside the
nanopore and the non-specific adsorption on PET film, further
investigations were performed using a high resolution fluorescence
confocal spectrometer.17b The latter technique allows measurement
of the fluorescence intensity through the thickness of the membrane
by steps of 0.1 mm. For these experiments, we used avidin labeled by
alexa-fluor 594 to allow its detection. Three different samples of PET
film were used (i) a membrane with a nanopore previously functio-
nalized by PEG–biotin, (ii) one with a native nanopore and (iii) and
one without the nanopore. The spectra reported in Fig. S3 (ESI†)
indicate the presence of avidin on the PET surface due to nonspecific
adsorption. We can also observe avidin inside the nanopore in both
functionalized and native nanopores. However a higher fluorescence
response located at the cis side of the membrane confirms a higher
density of avidin where PEG–biotin is present. Regarding the non-
specific adsorption, the previous assumption of avidin translocation
to interpret current oscillation should be taken into account.

The first approach for nanopore modification was also performed
on conical shaped nanopores (tip diameter 40 nm). Fig. 2 shows

examples of current–voltage dependence before and after avidin
linkage. As previously described in the literature, I–V curves exhibit
current rectification.18 After avidin linkage, the rectification is less
important at negative voltage which proves the success of the
functionalization. As previously mentioned the biotin–avidin allows
considering multistep functionalization by addition of other
biotinylated protein. We have tested if our nanopore (after PEG
avidin functionalization) allows us to detect the g-globulin modified
by poly(ethylene glycol) (N-hydroxysuccinimide 5-pentanoate) ether
2-(biotinylamino)ethane (biotin–PEG–NHS, Mn 5400 g mol�1).
To do this, the latter was added to the cis chamber of the
electrochemical cell for one hour. We have chosen g-globulin
for its isoelectric point (6.5) close to neutral pH. Fig. 2a shows an
example of an I–V curve recorded at NaCl 100 mM pH 7. The
PEG–g-globulin induces a modification of current response
under a negative electric field. This proves the ability of this
kind of nanopore to detect a biotin–PEG–protein. The I–V
response at pH from 5 to 8 (Fig. 2b) is the most interesting part,
since with the decrease of pH the current decreases.

From this first approach, we have shown the possibility to
obtain both a pH dependent and sensing nanopore by successive
functionalization. However, several points can be improved. First, we
have shown non-specific adsorption of avidin onto the nanopore
surface. These adsorbed proteins should play a role since they could
connect with biotin–PEG–g-globulin and likely at the origin of the
electrical oscillations. Then, the chemical conical etching allows
predicting with difficulty the nanopore diameter.19 Experimentally, if
we want to tailor a nanopore with a precise diameter, several
nanopores must be produced and individually characterized. Thus,
this approach cannot be easily scaled up.

In order to break these limitations, we investigated the
second approach. In order to control the diameter and be able
to reproduce it easily, cylindrical nanopores were designed by
atomic layer deposition. As previously reported this method
allows us to control the size of the nanopore and to obtain a
homogenous coating along the nanopore length.20 We show
here a typical result obtained with a nanopore with an initial
diameter of B48 nm determined using the nanopore conductance
as a function of the salt concentration (Fig. S4, ESI†). The nanopore
was reduced by successive deposition of Al2O3/ZnO bilayers by ALD.
The last layer (ZnO) enables the functionalization of the free OH

Fig. 1 (a) Example of the I–V curve (here under 100 mM NaCl pH 7) and
(b) conductance/salt conductivity dependence of the cylindrical nanopore
at each step, directly after chemical etching (black), after PEG–avidin
functionalization (blue) and after PEG–g-globulin addition (red).

Fig. 2 Conductance characterization of the conical nanopore: (a) I–V
curve (under 100 mM NaCl pH 7) of the conical nanopore at each step,
directly after chemical etching (black), after PEG–avidin functionalization
(blue), and after PEG–g-globulin (red). (b) Influence of pH on the nanopore
conductivity after PEG–g-globulin addition at 100 mM NaCl pH 8 (black),
pH 7 (blue) and pH 5 (red).
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group when gaseous N-[3-(trimethoxysilyl)propyl]ethylenediamine
was added in order to graft amine groups on both wall and external
nanopore surfaces as confirmed by XPS characterization (Table S7,
ESI†). A final diameter of B22 nm is obtained from the conduc-
tance as a function of the salt concentration. The second step
consists of linking biotin–PEG at the amine end (Fig. S1b, ESI†).
To do this a solution of poly(ethylene glycol) (N-hydroxysuccinimide
5-pentanoate) ether 2-(biotinylamino)ethane (Mn 5400 g mol�1) is
added to the cis reservoir of the electrochemical cell. After one hour,
the nanopore is rinsed and a streptavidin (chosen for its IP B5)
solution is added into the same reservoir. Here both external and
internal surfaces of the nanopore are covered by PEG–biotin
making unlikely the unspecific adsorption of streptavidin. After
this step, the I–V curves are recorded at pH from 10 to 4 and NaCl
100 mM. At first, it can be noticed that the current traces recorded
regardless of the voltage do not exhibit oscillations. This should
confirm our previous interpretation related to the translocation of
released avidin in solution when nanopores were functionalized
using the first approach.

The study of I–V response as a function of pH shows that for
pH higher than 5 there is a weak current rectification as usually
reported for a conical nanopore. This current rectification is due
to the dissymmetric nanopore functionalization.7c,21 Indeed,
streptavidin has an isoelectric point close to 5, thus at pH Z 6
it exhibits a global negative charge. The localization of protein
on the cis side induces a difference of charge on the nanopore
surface wall. This induces an asymmetric flow of ions.21 In
addition, when a negative charge is applied on the trans side,
streptavidin is repelled from the nanopore, conversely when a
positive voltage is applied. In this case the current rectification
could also be explained by the location of avidin (outside or
inside the nanopore, regarding the applied voltage and global
protein) which could reduce the diameter of the nanopore cis
entrance. Interestingly, at pH values lower than 6 the current
decreases dramatically. At pH 4 the nanopore is totally closed
since the current is below �5 pA at �1 V and 5 pA at 1 V (Fig. 3a
and Fig. S5a, ESI†). Our measurements show that the nanopore
enclosure is reversible since after the increase of pH buffer, the
current values and the rectification are recovered. In addition,
we have tested our nanopore at a pH gradient (pH 4 in the cis
chamber and 8 in the trans chamber). The current voltage
dependence (Fig. 3b) with a voltage range from �1 V to 0.4 V
shows that the current is close to zero and increases above
voltages higher than 0.4 V. In addition, the current trace reveals a
current gap at 0.35 V.

This test confirms the pH dependence of the nanopore and
the reversibility of the nanopore enclosure. The pH-gate
observed at pH lower than 6 cannot be basically interpreted
by a steric effect due to the avidin location inside or outside the
nanopore cis entrance as previously mentioned. Indeed if this is
the case one can expect an inversion of current rectification
with the streptavidin global charge.

Thus, the nanopore enclosures at pH lower than 6 could come
from the PEG chain. In order to investigate this assumption,
a similar nanopore functionalized with biotinamidohexanoyl-6-
aminohexanoic acid N-hydroxysuccinimide ester before streptavidin

addition was tailored. The I–V curves at different pH values do not
exhibit a current blockage at pH 4 (Fig. S5b, ESI†) which confirms
that PEG is at the origin of current blockage.

It has been demonstrated that pH plays an important role in
the PEG–protein interactions. This phenomenon is at the origin
of protein aggregation and precipitation at low pH.22 pH is also
involved in swelling and deswelling of the PEG layer, on modified
mesoporous material.23 However, the nanopore (diameter B 10 nm)
was functionalized with only PEG–biotin. In this case no pH
influence on the nanopore enclosure is observed. Thus at pH below
6, the enclosure of our nanopore should be induced by protein–PEG
interactions, likely by reversible aggregation. At a pH gradient and
with respect to our experimental setup (Fig. S5a, ESI†), when a
negative voltage is applied, the protons enter preferentially inside the
nanopore, thus the PEG–avidin aggregation encloses the nanopore.
Conversely, when a positive voltage is applied, hydroxides enter the
nanopore and induce disaggregation of PEG–avidin and open the
nanopore. A current gap of 0.35 V should be interpreted by the local
pH at the cis entrance of the nanopore and/or a dead time to reverse
the enclosure mechanism.

The potential to detect a biotinylated protein was evaluated
by the addition of biotin–PEG–g-globulin. The latter is added to
the cis reservoir (the same as streptavidin before). The current
voltage curves (Fig. 4a and Fig. S6, ESI†) at different pH values
exhibit: (i) current rectification at pH higher than 6 and (ii) current
blockage at pH lower than 6. Thus the pH-gate properties are not
affected by biotin–PEG–g-globulin addition. However at pH higher
than 6, the current amplitude decreases weakly and the current
rectification is more pronounced. To illustrate that, the rectifica-
tion factor calculated from the ratio between conductances under
positive over negative voltage is reported in Fig. 4b at different
pH values. The results show that the biotin–PEG–g-globulin
addition induces an increase in the rectification factor. From
these measurements, it is shown that the biotinylated protein can
be easily detected at pH higher than 7. Considering the exact
location of g-globulins, these experiments cannot permit to con-
clude. Indeed the latter can be located either (i) at the external
surface close to the nanopore entrance, or (ii) at the nanopore
entrance or (iii) inside the nanopore. However the weak decrease
of current and the steric volume occupied by the PEG–streptavidin
suggest that the g-globulins are outside the nanopore close to its
entrance and unlikely inside the nanopore.

To sum up our results, we have shown two different
approaches for biotinylated PET nanopores: (i) directly after

Fig. 3 pH response of the nanopore tailored by ALD after biotin–avidin
functionalization (a) example of the I–V curve after PEG–avidin grafting at
pH 10 (black), pH 7 (blue) and pH 4 (red). (b) I–V curve at a pH gradient
(black – pH 4 in the cis chamber and pH 8 in the trans chamber).
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chemical etching and (ii) after nanopore modification using atomic
layer deposition and surface functionalization by amine groups.
After avidin linkage, the addition of PEG–g-globulin can be detected
at a pH value higher than 7 using current–voltage measurements.
Even if, in this communication we have not optimized our nano-
pores, this result allows us to consider a large number of applica-
tions as a biosensor based on an avidin–biotin system. The most
fascinating part is the reversible nanopore enclosure observed at pH
lower than 6 induced by the modification of the thickness of the PEG
layer. In addition this phenomenon is totally reversible. These
properties open up applications such as the membrane for drug
delivery as suggested by Duan et al.24 that is able to control both the
rate and the location in the body of the drug release and in
electrochemical (bio)sensors for the controlled gating of ions.25 With
further investigation, we hope that this new concept will enable us to
combine both pH gating and biosensing properties to achieve smart
nanopores able to mimic biological channels.

This work was supported in part by the French Research
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and by the European Institute of Membrane by health project
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A B S T R A C T

Single nanopore technology permits to design a biosensor, able to detect proteins without the use of
specific probe. In this work, we have fashioned cylindrical nanopore by track-etched technique and
atomic layer deposition. The nanopore was then decorated by the asymmetric tethering of biotin. From
the rectification of the I–V response induced by the asymmetry of the nanopore, we demonstrate the
potentiality of this strategy to detect and to discriminate avidin and streptavidin with respect to their
global charge. Based on the nanopore decorated with avidin and streptavidin, we show the possible
detection layer by layer of biotinylated protein (IgG and BSA) as well as antibody.
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1. Introduction

The development of nanopore technologies have become an
important research area over the last two decades as a new way for
DNA sequencing [1–4] as well as for biosensing [5,6]. Among the
various approaches investigated so far, solid state nanopores are an
alternative to the fragile biological ones. Indeed, they present
obvious advantages like their stability, easy handling, and up-
scaled production [7]. Solid state nanopores can be made of
different types of materials such as: polymer [8], silicon based
materials [9,10], glass [11], graphene [12,13], and MoS2 [14]. They
are defined by their compositions, aspect ratio, and surface state
(typically chemical function). The polymeric nanopores obtained
by track-etched methods, offer a large scale of applications
regarding their shapes (i.e. cylindrical, conical) and the ability to
decorate them with suitable functions to design for instance
nanovalve pH-dependent or ionic diode [15,16].

Polymeric single nanopores have also been investigated to
fashion biosensor for detection using mainly two methods. The
first one is the resistive pulse method which permits the detection
of a single molecule [17–21]. Basically this method consists to
apply a voltage through a nanopore and record the current
fluctuations induced by the translocation of macromolecules or
nanoparticles. These fluctuations are linked to the macromolecule
* Corresponding author. Tel.: +33467149118.
E-mail address: sebastien.balme@umontpellier.fr (S. Balme).

http://dx.doi.org/10.1016/j.electacta.2016.06.079
0013-4686/ã 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.
properties such as, its size, charge, and shape. The second one is
based on the modification of the current rectification induced by a
charge modification at the entrance of an asymmetric nanopore. It
is the case for both, conical nanopores after a modification of their
surface charge [22], as well as an asymmetric functionalization of
cylindrical nanopores with protein [23]. Based on this concept,
biomolecular conjugations inside single synthetic nanopores have
been studied extensively due to their interest to fashion a large
range of biosensors. Those biomolecular conjugations can be
achieved by the immobilization, on the inner wall of the nanopore,
of recognition sites for biomolecules such as, aptamer [23], biotin
[24–26], Nitrilotriacetic acid (NTA) [27] or antibodies[28]. Multi-
step functionalization using proteins have been performed with
multipore membranes in order to detect, T4 Polynucleotide Kinase
[29] or glucose [30] as well as to evaluate enzymatic reaction under
confinement [31]. Beside these two detection methods for sensor
applications, chronopotentiometry [32] and impedance [33] have
also been reported.

In most previous studies, the functionalization of nanopores is
performed directly after the etching process. This way seems the
most suitable but it has two limitations. The first one is the
difficulty to precisely predict the diameter of the nanopore before
chemical etching. The second one is the location of chemically
active groups (typically COOH groups for Polyethylene terephthal-
ate (PET)), which are only inside the nanopore, on its surface walls.
This permits a selective functionalization inside the nanopore.
However if we consider the decoration of a nanopore with protein

http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.electacta.2016.06.079&domain=pdf
mailto:sebastien.balme@umontpellier.fr
http://dx.doi.org/10.1016/j.electacta.2016.06.079
http://dx.doi.org/10.1016/j.electacta.2016.06.079
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00134686
www.elsevier.com/locate/electacta
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or for the detection of proteins, the unspecific adsorption close to
the nanopore entrance could induce interferences. In order to
tackle these problems, the nanopore can be modified by atomic
layer deposition (ALD) [34]. This method is particularly adapted to
fashion nanopore since it permits (i) to coat identically and
homogeneously the inside and the outside of the nanopore [35],
(ii) to functionalize the surface with chemically active groups such
as amine and (iii) to control precisely the nanopore diameter up to
1 nm [36].

In a previous work [37], we proved that this approach is suitable
to functionalize nanopore with streptavidin using a long Polyeth-
ylene glycol (PEG)-biotin spacer. This nanopore exhibits both, pH-
gating and potential sensing properties. In this paper, we have used
this approach and investigated the sensing aspects more in details.
Different parameters such as (i) the size of the PEG spacer, and (ii)
the protein used (avidin and streptavidin) were investigated as a
proof of concept for protein detection. In order to work with a well-
known system we have selected biotinilated protein (bovine serum
albumin (BSA) and immunoglobulin G (IgG)) and antibody
(AntiBSA).

2. Materials and method

2.1. Materials

NaCl was purchased from ACROS Organics (99,5%, 207790010).
Ultra-pure water was produced from a Q-grad1-1 MilliQ system
(Millipore). Poly(Ethylene Terephthalate) (PET) film (thickness
13 mm, biaxial orientation) was purchased from Goodfellow
(ES301061). Diethyl zinc (DEZ) (Zn (CH2CH3)2, 95% purity, 557-
20-0), Trimethylaluminum (TMA) (Al(CH3)3, 97% purity, 75-24-1),
N-[3-(Trimethoxysilyl)propyl]ethylenediamine (104884), sodium
chloride (S9888), phosphate buffered saline (P4417), MES hemi-
sodium salt (M0164), HEPES (H4034), CAPS (C2632) Avidin from
egg white (A9275), Streptavidin from Streptomyces avidinii
(S0677), Biotinamidohexanoyl-6-aminohexanoic acid N-hydrox-
ysuccinimide ester (B3295) Poly(ethylene glycol) (N-hydroxysuc-
cinimide 5-pentanoate) ether 2-(biotinylamino)ethane Mn 3800
(757799), g-Globulins from bovine blood (G7516), Bovine Serum
Albumin (A215), monoclonal Anti-BSA antibody produced in
mouse (SAB5300158) were purchased from Sigma Aldrich.
Potassium chloride was purchased from VWR (26764.298).

2.2. Buffer preparation

The buffer solutions were made as follow: pH 10 and pH 9 (NaCl
100 mM, CAPS 1 mM); pH 8 and pH 7 (NaCl 100 mM, HEPES 1 mM);
pH 6 and pH 5 (NaCl 100 mM, MES 1 mM); pH 4 (NaCl 100 mM,
Citrate 1 mM). The final pH of the solutions was adjusted with HCl
and NaOH solutions using a pH meter (Hanna HI 221 pH meter, pH
electrode HI 1131).
Table 1
Details of studied nanopore.

Pore name Etching time, at 55 �C (s) N� of Al2O3/ZnO bilayers Diameter a

NP24Biot 304 15 24 

NP11Biot 276 12 11 

NP22Biot 324 15 22 

NP18Biot 300 9 18 

NP16
PEGbiot

263 10 16 

NP22
PEGbiot

251 7 22 

NP26
PEGbiot

244 5 26 
2.3. Current-voltage measurements

I-V curves were recorded using a patch-clamp amplifier (EPC10
HEKA electronics, Germany). Typically current traces were
recorded as a function of time under applied voltages from 1 V
to �1 V by 100 mV steps during 20 s (sampling rate 2 kHz).
Each measurement was repeated three times. The single nanopore
is placed between two Teflon chambers containing the same
electrolyte solution. The current is measured by Ag/AgCl, 1 M KCl
electrodes connected to the cell chamber by agar-agar bridges. One
electrode was plugged to the positive end of the amplifier (trans
chamber) and the other electrode connected to the ground (cis
chamber). Recorded currents were analyzed by Fitmaster (Heka
Elektronik, Germany).

2.4. Track-etching nanopore

Single nanopores were tailored by track-etched methods. The
single tracks were produced by Xe irradiation (8,98 MeV u�1) of
PET film (13 mm) (GANIL, SME line, Caen, France). The activation of
track was performed by UV exposition 24 h per side, (Fisher
bioblock; VL215.MC, l = 312 nm) before chemical etching process.
The chemical etching of cylindrical nanopores was performed
under NaOH solution (3 M, 4–5 min, 55 �C, see Table 1). Then the
nanopore was immerged 24 h hours in ultrapure water. The
diameter of cylindrical nanopores d was obtained from the
dependence of the conductance G with NaCl concentration from
10 mM to 750 mM, assuming bulk-like ionic conductivity inside the
nanopores. In order to correct the conductivity at high salt
concentration, the diameter is calculated from Eq. (1) using the
ionic conductivity of bulk solution k. The latter have been
measured using a conductimeter (Hanna HI 255 combined meter
with conductivity and electrode HI 76310) after preparation.

G ¼ kpd2

4L
ð1Þ

where L and d are the length and diameter of the nanopore.

2.5. Functionalization of the nanopores

Atomic layer deposition: The nanopore diameter was reduced
by depositing thin Al2O3/ZnO films using a custom-made ALD
setup. The Al2O3 films were deposited by alternating exposures of
TMA and deionized water (H2O) with the following cycle times:
0.2 s pulse of TMA, 30 s exposure, and 40 s purge with 100 sccm dry
Argon. A 2 s pulse, 30 s exposure, and 60 s purge with dry argon
were used for H2O. The ZnO films were deposited by alternating
exposures of DEZ and deionized water with the following cycle
times: 0.2 s pulse of DEZ, 30 s exposure, and 40 s purge. Again a 2 s
pulse, 30 s exposure, and 60 s purge with dry argon were used for
H2O. ALD was carried out at 60 �C. These pulses, exposure, and
fter ALD (nm) Biotin 1st protein 2nd protein 3rd protein

– biotin StreptAvidin IgG-biotin –

– biotin Avidin IgG-biotin –

– biotin StreptAvidin BSA-biotin –

– biotin Avidin BSA-biotin Anti-BSA
– PEG – biotin StreptAvidin BSA-biotin Anti-BSA

– PEG – biotin StreptAvidin IgG-biotin –

– PEG – biotin Avidin BSA-biotin Anti-BSA
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purge times were chosen conservatively to ensure completion of
the ALD surface reactions and to prevent mixing of the reactive
gases. The growth per cycle was about 2 Å/cycle for Al2O3 and
2.1 Å/cycle for ZnO [38]. A sequence of five cycles of Al2O3

preceding five cycles of ZnO was used to reduce the pore diameter.
After ALD deposition, a 48 h N-[3-(Trimethoxysilyl)propyl]ethyl-
enediamine (AEAPTMS) vapor exposure treatment was performed
under vacuum to create a pore surface with a –NH2 terminal. The
nanopores modification was approved by XPS measurement
(ESCALAB 250 Thermo Electron) [37].

Nanopore biotinylation: A 0.5 mg of poly(ethylene glycol)
(N-hydroxysuccinimide-5-pentanoate) ether 2-(biotinylamino)
ethane was added in 1 mL of a solution MeOH. 50 mL of that
solution were added in the cis side of the cell in a 1.8 mL
phosphate-buffered saline (PBS) solution (0.01 M phosphate
buffer, 0.0027 M potassium chloride and 0.137 M sodium chloride,
pH 7.4, at 25 �C), for 1 h. The same protocol was followed in order to
graft Biotinamidohexanoyl-6-aminohexanoic acid N-hydroxysuc-
cinimide ester.

Avidin or Streptavidin attachment: 100 mL of streptavidin
(130 nM) were added, in the cis side of the cell, in 1.8 mL of NaCl
(100 mM) and HEPES (1 mM) at pH 7, under an applied voltage of
100 mV, for 30 min. The same protocol was followed for avidin but
the applied voltage was �100 mV.

Biotinylation of protein (g-globulin and BSA): 1 mL of protein
(1 mg mL�1) in PBS (0.01 M phosphate buffer, 0.0027 M potassium
chloride and 0.137 M sodium chloride, pH 7.4, at 25�C) was added
to Poly(ethylene glycol) (N-hydroxysuccinimide 5-pentanoate)
ether 2-(biotinylamino)ethane dry molar ratio 1:1 and allowed to
react for 0.5 h at 20�C. Then the unreacted biotin-PEG was
separated by centrifugation (16000 g, 1 min) using a filter
(Biospin P6).
Fig. 1. Scheme of the functionalisation
Biotinilated protein insertion: 100 mL of biotin-PEG-protein
(g-globulin or BSA 0.5 mg ml�1) were added, in the cis side of the
cell, in 1.8 mL of NaCl (100 mM) and HEPES (1 mM) at pH 8, under
an applied voltage of 200 mV (for both proteins), for 1 h.

Anti-BSA insertion: 50 mL of anti-BSA (1 mg mL�1) were added,
in the cis side of the cell, in 1.8 mL of NaCl (100 mM) and HEPES
(1 mM) at pH 7, without applied voltage, for 1 h.

Rectification factor calculation: to compare all the results a
rectification factor has to be defined. Rf is the quotient between the
conductance at the positive and negative voltage Rf ¼ Gþ=G�. The
conductivities G�were calculated from the slope of the I–V curves
from 0.3 V to 1 V, and �1 V to �0.3 V, for the positive and negative
values respectively.

3. Results and discussion

3.1. Nanopore design

Seven single cylindrical nanopores (Table 1) with high aspect
ratio (L = 13 mm) were fabricated by a symmetrical etching process
of films irradiated by heavy ions. Then, the nanopores were
reduced by successive atomic layer deposition of Al2O3/ZnO
bilayers carried out at 60 �C. The last layer of ZnO enables the
functionalization of the free ��OH groups which were modified by
addition of N-[3-(Trimethoxysilyl)propyl]ethylenediamine (Fig. 1).
After both chemical etching and ALD steps, nanopore diameters d
were determined from the linear dependence (Eq. (1)) of the
conductance G on NaCl bulk conductivity k at salt concentration
from 10 to 750 mM (Fig. 2a). The nanopore biotinylization were
performed using spacers with different lengths. The shorter one
was obtained from biotinamidohexanoyl-6-aminohexanoic acid
N-hydroxysuccinimide ester (noted NPbiot) and the longer one by
 of the pore surface (not to scale).



Fig. 2. a) Nanopore conductance of NP26PEGbiot after both the chemical etching (black squares) and ALD (red squares) steps for NP26PEGbiot, nanopore diameters d were
determined from the linear dependence (Eq. (1)) of the conductance G on NaCl bulk conductivity k at salt concentration from 10 to 750 mM. The lines are the linear fits. B, c)
Examples of current/voltage response of the nanopore after etching (black), after ALD (red) and after addition of PEG-biotin (blue) at 250 mM of NaCl for (b) NP26PEGbiot and
(c) NP24Biot. SEM images of a multipore membrane before (d) and after reduction by atomic layer deposition (e). (For interpretation of the references to colour in this figure
legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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addition of Poly(ethylene glycol) (N-hydroxysuccinimide
5-pentanoate) ether 2-(biotinylamino)ethane (noted NPxPEGbiot).
The I–V responses of the nanopores after each step (chemical
etching, ALD and N-[3-(Trimethoxysilyl)propyl]ethylenediamine
Fig. 5. Left side: I–V curves at pH 7, NaCl 100 mM, after the addition of streptavidins 

comparison of the rectification factor as a function of the pH, between different pores befo
100 mM. a. Biotin-PEG-g �globulin insertion: red: NP22PEGbiot, contains long biotin-PE
streptavidin. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the re
grafting, as well as biotinilation) were measured under symmetric
electrolyte conditions (Fig. 2 and S1). As previously mentioned, the
chemical etching process was performed under symmetrical
condition. It results a cylindrical nanopore. In this case, the I–V
response is perfectly linear. This is also the case after the
functionalization step by ALD and N-[3-(Trimethoxysilyl)propyl]
ethylenediamine grafting. Thus, we can define the reference state
at this step since the rectification factor is equal to 1. The
biotinilation was performed under asymmetrical condition since
PEG-biotin or biotinamidohexanoyl-6-aminohexanoic was
inserted only in the cis side of the cell, for a short time (1 h).
Thus according to literature, the biotinamidohexanoyl-6-amino-
hexanoic or PEG-biotins are not grafted along the whole nanopore
length [39]. The grafting of biotinamidohexanoyl-6-aminohex-
anoic induces only a weak current modification. On the contrary,
when nanopore is tethered with PEG-biotin a current rectification
is observed. This rectification is usually reported for conical
nanopores. It comes from an assymmetry, either of size, and/or
charge of the nanopore.

3.2. Avidin/StreptAvidin detection

This work aims at the detection of captured proteins by using
the avidin-biotin strategy. Our first question regards the effect of
the global charge of the protein on the I–V response at different
pHs. We have selected avidin (IP 10.6) and streptavidin (IP 5.6)
since they exhibit opposite charge in large pH range from 6 to 10.
After tethering �biotin onto the inner wall of the pore, avidin
[or streptavidin] were introduced in the cis side of nanopore for
(open squares), and after grafting of the proteins IgG (filled squares). Right side:
re (patterned column) and after (filled column) the second protein insertion at NaCl
G chains and streptavidin, and blue: NP24Biot, contains short �biotin spacers and
ader is referred to the web version of this article.)
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30 min under a �100 mV potential [or 100 mV respectively]. Then
the pore was washed with a buffer solution to remove all
unattached proteins before measuring the I–V response. The latter
is performed at 100 mM NaCl at pH 7. Under these conditions,
avidin is positively charged while streptavidin is negatively
charged (Fig. 3). The I–V response shows a clear decrease of the
current after proteins insertion for NP26PEGbiot,and the nanopores
with biotin spacers. In the case of NP22PEGbiot, the current
modification induced by streptavidin is less obvious. This could
suggest that the proteins were not tethered onto the nanopore.
However, we have observed that the nanopore is reversibly clogged
at pH 4 and thus proves that streptavidins are tethered onto the
nanopore. The low difference should be interpreted by the location
of the proteins at the nanopore entrance due to its small diameter.
For long spacer (PEG-biotin) the current rectification (defined by
the ratio G þð Þ=G �ð Þ) is below 1 before and after, avidin or
streptavidin addition, and does not depend of the pH (from 6 to
10). (Fig. 4) This seems to indicate that the charge of the protein has
no influence on the current rectification. In the case of short spacer
(-biotin), the global charge of the proteins influences the
rectification factor. Indeed after the proteins tethering at pH 7,
the latter is below 1 for avidin and above 1 for streptavidin. Those
results might be due to the nanopore assymmetry induced by the
proteins tethering [23]. More specifically, for avidin the current
rectification increases with pH in order to reach 1 at pH 9. From this
observation, the current rectification seems dependent of the
protein charge. Base on that assumption, the current rectification
should also increase with pH for streptavidin since the number of
negative charge increases. On the contrary our result shows a
quasi-constant value for pH from 5 to 8 and a decrease to reach a
Fig. 6. successive insertion of Avidin, BSA and Anti-BSA for NP26PEGbiot, (black) and NP18
the addition of BSA (open squares), and after grafting of the anti-BSA (filled squares). R
different pores after avidin, BSA and anti-BSA. (For interpretation of the references to c
value close to 1 at pH 9. Regarding our experimental conditions,
only the entrance of the nanopore is functionalized with PEG-
biotin. After protein tethering, the nanopore charge is different at
its entrance (charge of the protein) and inside the nanopore
(charge of amine groups). The rectification factor for both the
avidin and streptavidin comes close to 1, above pH 9 which is
compatible with the pKa of methoxy propyl ethylendiamine group.
In this case, the discrepancy observed for streptavidin could be
explained by an ion depletion at the frontier between the proteins
and the amine groups [40,41] Another assumption is that it could
come from the orientation of the streptavidins. Indeed, if we
consider that the current rectification is due to the charge of the
protein, the surface oriented inside the nanopore may not be
influenced by the increase of pH.

At this step, our result shows that the nanopore functionaliza-
tion with short spacer is more suitable than long spacer to
discriminate avidin and streptavidin since the current rectification
depends on the protein charge. To go further, we investigated, its
potentiality to detect a biotinylated protein, using g-globulin and
�BSA. This experiment will permit also to prove if the binding sites
of avidin (or streptavidin) are still active and accessible despite the
confinement effect. To do it, biotinylated protein (BSA or
g-globulin) were added, in the cis side of the cell, after avidin
or streptavidin tethering, under NaCl 100 mM, 10 mM HEPES pH 7
condition. The I–V responses before and after the grafting of biotin-
PEG-g-globulin (IP 6.5) on nanopores decorated with PEGbiot-
streptavidin or biotin-streptavidin is reported on Fig. 5. For the
biotin-PEG chains, the biotin-PEG-g-globulins tethered on the
streptavidin induce an increase of current rectification indepen-
dent to the pH (from 6 to 10). However the shape of the I–V curves
biot, (green) Left side: I–V curves at NaCl 100 mM, after avidin insertion (cross), after
ight side: Comparison of the rectification factor as a function of the pH, between

olour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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is the same since the current rectification is always below 1. For
short �biotin chains, the insertion of the biotin-PEG-g �globulin
induces a decrease of the rectification factor independent of the
pH. This decrease is more pronounced at pH 7 and 8 when
streptavidin and g �globulin have opposite global charges. At
these pHs, the inversion of the I–V curve response permits an easy
detection of the PEG-g �globulin.

The biotinilated BSA detection have been also performed on
nanopore decorated with avidin. The latter choice is motivated
by an opposite global charge of both proteins from pH 5 to 10.
Under these conditions, we can expect to observe an inversion of
the I–V curve shapes due to the BSA tethering. The rectification
factors reported on Fig. 6 do not show the expected inversion. In
the case of a short spacer, the addition of biotinilated BSA induces
an increase of the rectification factor from pH 5 to 8 and a
decrease at pH 4 and pH 9–10. This behavior can be correlated to
the global charge inversion of BSA (IP 4.7) and the amine group
inside the nanopore. It can be noticed as well that the rectification
factor is 1 for pH 9-10, after the BSA insertion. For the long spacer
an increase of the current factor rectification is also observed for
pH from 6 to 9.

In order to test the suitability of our approach to detect
successive protein addition, anti-BSA was added after the BSA
tethering on NP26PEGbiot and NP18biot. When the anti-BSA is added
on short spacers (NP18Biot), there is no significant inversion. On the
contrary, the I–V curve reported after the anti-BSA addition shows
an inversion of the rectification factor for NP26PEGbiot at pH 6 and 7.
Thus in this case of biotin-PEG, the antibody detection could be not
suitable.

4. Conclusion

To sum up, we have shown the integration of bio-recognition
elements into a symmetrical nanopore to obtain a functional
biosensor. The preparation of single nanopore in polymer foils with
asymmetric functionalization was described together with the
methods to study their transport properties. We have demonstrat-
ed, a simple fabrication and functionalisation of nanopores, by
successive tethering of amine functions, and biotins with different
spacers. Each step of the functionalization can be monitored since
it induces a modification of voltage-current dependence. The
asymmetrical grafting leads to a current rectification which is
depending to both the protein charges and the free amine groups
inside the nanopore. Based on this, our results show the possibility
to discriminate avidin and streptavidin at pH below 9. We have also
proved that binding sites of both avidin and streptavidin are still
active and accessible in the nanopore, despite the confinement
effects. This permits the detection of biotinyled protein such as IgG.
The proof of concept of single nanopore to detect a antibody was
also demonstrated using BSA � antiBSA. Finally this strategy is
interesting since the concentration of protein needed for detection
is around 1 nM and do not require fluorescence labelling.
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Supporting Informations: Label – free proteins sensing with track-

etched nanopore decorated by avidin/biotin system 
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Balme 

 

Figure S1 : Linear dependence (equation 1) of the conductance G on NaCl bulk conductivity κ at salt 

concentration from 10 to 750 mM after chemical etching (black squares) and ALD (red squares) steps 

for each pore. The lines are the linear fits. 

0 1 2 3 4 5 6 7 8
0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

 

Conductivity (S/m)

C
o

n
d

u
c
ta

n
c
e
 (

n
S

)

0 1 2 3 4 5 6 7 8
0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

 

Conductivity (S/m)

C
o
n

d
u
c
ta

n
c
e

 (
n

S
)

0 1 2 3 4 5 6 7 8
0

1

2

3

4

 

Conductivity (S/m)

C
o

n
d

u
c
ta

n
c
e
 (

n
S

)

0 1 2 3 4 5 6 7 8
0

1

2

3

4

5

 

Conductivity (S/m)

C
o

n
d

u
c
ta

n
c
e
 (

n
S

)

0 1 2 3 4 5 6 7 8
0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

 

Conductivity (S/m)

C
o

n
d

u
c
ta

n
c
e
 (

n
S

)

0 1 2 3 4 5 6 7 8
0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5
 

Conductivity (S/m)

C
o

n
d

u
c
ta

n
c
e
 (

n
S

)

NP26PEGbiot

NP24Biot

NP22PEGbiot

NP18Biot

NP22Biot

NP16PEGbiot

Etch

ALD

Etch

ALD

Etch

ALD

Etch

ALD

Etch

ALD

Etch

ALD



 

Figure S2: Global charge of the model proteins depending on their pH 
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Figure S3 : I-V curves for NP26PEGbiot, after the etching process (a), the ALD (b), the grafting of -

PEG-biotin chains (c) at different concentrations. I-V curves, after grafting of the avidins (d), BSA (e), 

and anti-BSA (f) at different pHs and NaCl 100 mM 
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Figure S4: I-V curves for NP24Biot, after the etching process (a), the ALD (b), the grafting of -biotin 

chains (c) at different concentrations. I-V curves, after grafting of the streptavidins (d), IgG (e), at 

different pHs and NaCl 100 mM. 
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Figure S5 : I-V curves for NP22PEGbiot, after the etching process (a), the ALD (b), the grafting of -

PEG -biotin chains (c) at different concentrations. I-V curves, after grafting of the streptavidins (d), 

IgG (e), at different pHs and NaCl 100 mM 
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Figure S6 : I-V curves for NP22Biot, after the etching process (a), the ALD (b), the grafting of -biotin 

chains (c) at different concentrations. I-V curves, after grafting of the streptavidins (d), BSA (e), at 

different pHs and NaCl 100 mM 
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Figure S7 : I-V curves for NP18Biot, after the etching process (a), the ALD (b), the grafting of -biotin 

chains (c) at different concentrations. I-V curves, after grafting of the avidins (d), BSA (e), and anti-

BSA (f) at different pHs and NaCl 100mM 
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Figure S8 : I-V curves, (a) for NP22PEGbiot after grafting of the Streptavidins (red), IgG (wine), and 

(b) for NP24Biot after grafting  of the Streptavidins (cyan), and IgG (blue) at different pHs and NaCl 100 

mM 
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Figure S9 : I-V curves, for NP26PEGbiot after grafting of (a) the avidins (black), BSA (grey), and (b) 

the BSA (grey), anti-BSA (black) at different pHs and NaCl 100 mM 

a b
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Figure S10 : I-V curves, for NP18Biot after grafting  of (a) the avidins (blue), BSA (green), and (b) the 

BSA (green), anti-BSA (olive) at different pHs and NaCl 100 mM 

 

Figure S11: Comparison of the rectification factor as a function of the pH, between different pores after 

Avidin, BSA and anti-BSA insertion at NaCl 100 mM, black: NP26PEGbiot, contains long -biotin-PEG 

chains and avidin, green: NP18biot, contains short -biotin spacers and avidin. 
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le functionalization of a single
nanopore based on layer-by-layer polyelectrolyte
self-assembly for tuning current rectification and
designing sensors†

Mathilde Lepoitevin,a Bastien Jamilloux,a Mikhael Bechelany,a Emmanuel Balanzat,b

Jean-Marc Janota and Sebastien Balme*a

Single track-etched nanopores offer an opportunity to develop different nano-devices such as, ionic diodes

or biosensors. Here we report an original approach to functionalize conical nanopores based on layer-by-

layer self-assembly of poly-L-lysine and poly(styrene sulfonate). Our results show the possibility to

modulate the current rectification properties and to reduce the tip diameter of the nanopore. This

strategy permits a fast (less than 1 minute) and reversible functionalization of the nanopore. Based on

this, we demonstrate applications in order to detect differences in polyanion (poly(styrene sulfonate),

chondroitin sulfate and ssDNA) and avidin using PLL grafted with specific functions (mPEG-biotin).
Introduction

Single solid state nanopore technology offers an opportunity to
develop different nano-devices such as, ionic diodes1–3 or
biosensors.4–8 This technology is directly inspired by biological
nanopores such as a-hemolysin and its analogues9–12 as well as
ion channels.13 Compared to biological nanopores, solid-state
ones can be considered for a larger range of applications due
to their long lifetime. Apart from nanopores drilled in an SiN
thin layer, which are the most promising for single macromol-
ecule detection, especially DNA,14 ones obtained by the track-
etching technique are particularly interesting for mimicking
ion channels or ligand-gate response.7 Indeed, they can be
produced in different polymer materials (polyethylene tere-
phthalate (PET), polycarbonate (PC), polyimide (PI), Kapton and
polytetrauoroethylene (PTFE)). Regarding the chemical
etching conditions, nanopores can be obtained with different
shapes such as conical or cylindrical.15 Conically shaped
nanopores are particularly interesting since the current–voltage
(I–V) curve exhibits a more or less important current rectica-
tion.2,16–21 This “ionic diode” effect is dependent on the nano-
pore tip diameter22,23 and on the density of surface charges.24,25

Typically for PET, the surface charges are induced by –COOH
groups negatively charged at a pH higher than 3.5. In this case,
5635 UM ENSM CNRS, Place Eugène

ce

riaux et la Photonique, UMR6252 CEA-

al Juin, 14050 Caen Cedex 4, France.

tion (ESI) available: Additional
9/c6ra03698h

3

the ionic transport through the nanopore is lowered when
a positive voltage is applied to its base side. In order to tune the
ion current rectication, nanopores were chemically function-
alized. The graing of amine groups allows the current recti-
cation to inverse, by changing the surface charges. To do this,
different strategies were considered. As an example, function-
alization using an electrostatic interaction was reported for the
surfactant CTAB.26 The most used method, involves the activa-
tion of –COOH groups by 1-ethyl-3-(-3-dimethylaminopropyl)
carbodiimide. This has been employed to gra ethylene
diamine,2,19,27 amine-terminated polymer brushes28 or poly-
imide.29 These experiments require from several hours to one
day, depending on whether the functionalization is expected
only at the entrance or along the nanopore. Based on this
concept, several examples of sensors30–33 or nanovalves34–36 were
reported. However, the main problem of chemical functionali-
zation is their non-reversibility. Thus, a conical nanopore can be
used only once as a sensor and an “in situ” modulation of ionic
transport properties during an experiment cannot be consid-
ered. This substantially limits the interest of these nanopores
for sensing applications.

By using the electrostatic interactions of the carboxyl groups
on the nanopore surface wall with amine groups of polycations
such as, poly(allylamine) or poly-L-lysine, a reversible function-
alization can be considered. The deposition, layer-by-layer (LBL)
of polyelectrolytes is commonly used to modify surface prop-
erties of membranes37,38 as well as nanoparticles.39 For single
nanopores only LBL of poly(allylamine) (PAH) and poly(styrene
sulfonate) (PSS) have been reported.40 However, this concept
can be extended (i) to modulate “in situ” the ionic transport
This journal is © The Royal Society of Chemistry 2016
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properties and (ii) to perform reversible functionalization of the
nanopore.

This work aims to propose a fast and reversible functional-
ization of single nanopores which allows a change to its ionic
transport properties. To do it, we considered PET conical
nanopore functionalization with poly-L-lysine (PLL) and poly-
(styrene sulfonate) (PSS). PLL was chosen since it is a weak
polycation which is partially charged at neutral pH.41 We have
studied, rst, PLL and PLL/PSS LBL adsorption onto a nano-
pore, and their inuence on its ionic transport properties as
well as the reversibility of the functionalization. Then PLL and
PLL-g-PEG-biotin adsorption was also investigated in order to
apply this concept in nanopore sensing.
Material and methods
Material

Poly(ethylene terephthalate) (PET) lm (thickness 13 mm,
biaxial orientation) was purchased from Goodfellow
(ES301061). Sodium chloride (S9888), sodium hydroxide
(30603), ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (E5513), poly-L-
lysine hydrobromide (PLL) Mw 30–70 kD (P2636), poly(sodium
4-styrene sulfonate) (PSS) Mw 70 kD (243051) poly(ethylene
glycol) (N-hydroxysuccinimide 5-pentanoate) ether 2-(bio-
tinylamino)ethane (NHS-mPEG-biotin) Mn ¼ 3800 g mol�1

(757799), avidin from egg white (A9275), sodium tetraborate
(221732), trizma hydrochloride (T3253) and CAPS (C2632) were
purchased from Sigma-Aldrich. Potassium chloride (POCL-00A)
was purchased from LabKem. Ultra-pure water was produced
from a Q-grad®-1 Milli-Q system (Millipore). Succinimidyl
mPEG (NHS-mPEG) Mn ¼ 2000 g mol�1 (PG1-SC-2k-1) was
purchased from Tebu bio.
Preparation of buffer and polyelectrolyte solutions

The solutions for the pH response measurements were made as
follows: the buffer solution of pH 8 used for polyelectrolyte
adsorption, to rinse and for I–V measurements contains NaCl
100 mM, Tris 5 mM and EDTA 1 mM pH 8. The buffer solution
of pH 12 used for PLL and PLL/PSS bilayer desorption contains
KCl 100mM and CAPS 10mM. The nal pH of the solutions was
adjusted with HCl and NaOH solutions using a pH meter
(Hanna HI 221 pH meter, pH electrode HI 1131). PLL and PSS
stock solutions were obtained by direct dissolution in water
with a nal concentration of 1 mg mL�1.
Table 1 Diameters of conical nanopores

Nanopore Tip (nm) Base (nm)

NP-1 10 525
NP-2 12.3 323
NP-3 13.5 570
NP-4 10.2 650
PLL-g-[(mPEG)12x-(PEG-biotin)x] synthesis

The synthesis of graed copolymer PLL-g-[(mPEG)12x-(PEG-
biotin)x] was adapted from the protocol described by Elbert and
Hubbel.42 PLL (40 mg mL �1) was dissolved in sodium tetrabo-
rate buffer (50 mM pH 8.5). The solution was ltered and ster-
ilized. Then the solution was directly added to solid NHS-mPEG
and NHS-PEG-biotin (12 : 1). The mixture was stirred for 6 h at
room temperature. Then the unreactive polymers were removed
by dialysis against 1 L (24 h) buffer NaCl 100mM, Tris 5mM and
EDTA 1 mM pH 8 and stored at �20 �C.
This journal is © The Royal Society of Chemistry 2016
Current–voltage measurements

Electrical measurements were performed using a patch-clamp
amplier (EPC10 HEKA electronics, Germany). The current is
measured by Ag/AgCl, 1 M KCl electrodes connected to the cell
chamber by agar–agar bridges. A single nanopore was mounted
in Teon cell containing an electrolyte solution. One electrode
was plugged to the working end of the amplier (trans chamber,
base) and the other electrode connected to the ground (cis
chamber, tip). For I–V curves, trace currents were recorded as
a function of time under ramp voltages from �1 V to 1 V (60 s).
All current traces were recorded at a frequency of 20 kHz.
Track-etching nanopores and characterization

Single tracks were produced by Xe irradiation (8.98 MeV u�1) of
PET lm (13 mm) (GANIL, SME line, Caen, France). Activation of
the track was performed by UV exposition for 24 h per side,
(Fisher bioblock; VL215.MC, l ¼ 312 nm) before the chemical
etching process. The etching of the conical nanopore was per-
formed under dissymmetric conditions. The PET foil is moun-
ted in a chemical cell in Teon. On one side of the cell, there is
the etchant solution (9 M NaOH), and on the other side the
stopping solution (1 M KCl and 1 M of acetic acid). The time is
recorded as soon as the etching solution is inserted. A 1 V
potential is applied across the membrane, the reference elec-
trode is in the stopping solution and the working electrode in
the etchant solution. When the current rises, there is a break-
through. When it reaches hundreds of pA, the etching process is
stopped, and the NaOH solution is replaced by the stopping
one.

The tip diameter dt of the conical nanopore was obtained
from the dependence of the conductance G measured in the
linear zone of the I–V curve using eqn (1):

G ¼ kpdbdt/L (1)

where k is the ionic conductivity of the solution, L is the
nanopore length (13 mm) and db is calculated from the total
etching time t using the relationship db ¼ 2.5t (the factor 2.5
was determined in our experimental set up using multipore
track-etched membranes).
Results and discussion

Single nanopores were fabricated by a track-etching method on
PET lm. In order to obtain a conical shape, the etching was
performed under dissymmetrical conditions. The nanopores
used for this study have a tip diameter (dt) around 11 � 2 nm
RSC Adv., 2016, 6, 32228–32233 | 32229
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(Table 1). Aer chemical etching, PET nanopores exhibit
a negative surface charge due to carboxylate groups. Thus, I–V
curves recorded at pH 8 (NaCl 500 mM, Tris 5 mM, and EDTA 1
mM) exhibit a current rectication. The latter can be quantied
by a rectication factor (f(rec)) calculated from |I(�1 V)|/|I(1 V)|.
According to our experimental conditions, for a negatively
charged nanopore, the rectication factor is greater than 1
(Fig. 1 and SI-1†). This current rectication has been interpreted
by the formation of the depletion zone inside the nanopore.24 It
depends on the nanopore properties such as the surface charge
density and the opening angle as well as the salt concentration.

The nanopore functionalization was performed by adding 16
mL of PLL solution (1 mgmL�1) directly on the tip side of the cell
chamber containing 1.6 mL of buffer solution at pH 8 (NaCl 500
mM, Tris 5 mM, and EDTA 1 mM) (Fig. 1a). A voltage of �1 V
was applied in order to favor the PLL entrance and to monitor
the current during the functionalization. Indeed, since the
current rectication is strongly dependent on both the nano-
pore surface charge and angle, it becomes possible to charac-
terize the PLL adsorption on the nanopore during the
functionalization process. For all the nanopores, a decrease of
the current is observed for a time between 35 to 60 seconds aer
the PLL addition at the tip side (Fig. 1b). This time does not
seem particularly dependent on the nanopore tip diameter.
Aer the current stabilization, typically 2 minutes aer the PLL
addition, the cell is rinsed with the buffer solution at pH 8 to
remove the excess of PLL. The I–V curve exhibits an inversion of
current rectication for all nanopores with f(rec) < 1 (Fig. 1c and
SI-1†). This inversion of current rectication indicates a surface
charge inversion of the nanopore induced by the PLL adsorp-
tion. Basically, it comes from an excess of positive charges from
the PLL which blocks the cation transport under a negative
Fig. 1 PLL adsorption on the conical nanopore NP-1: (a) illustration of
the experimental protocol, (b) typical current trace recorded during
PLL loading at pH 8, NaCl 500 mM, Tris 5 mM, and EDTA 1 mM, �1 V
(here for NP-1). (c) I–V curve, before (black) and after PLL (red) loading.
Evolution of the rectification factor (with PLL red circle, without PLL
black square) (d) and conductance (e) for each cycle of PLL adsorp-
tion/desorption. The conductance was measured after PLL removal,
on the linear zone of the I–V curve (between �75 mv to 75 mV).

32230 | RSC Adv., 2016, 6, 32228–32233
voltage. Regarding the short time required to obtain the inver-
sion of the current rectication, we cannot consider full func-
tionalization along the nanopore length. Thus, the PLL should
be located only at the nanopore entrance. Indeed, the inversion
of the current rectication is also observed even if the amine
groups are located only at the nanopore entrance.29 Interest-
ingly, the current at positive voltage is not strongly impacted by
the PLL addition as opposed to the negative voltage. This can be
assigned to the functionalization of only the nanopore
entrance. Moreover, it has been shown that a bipolar nanopore
induces a higher rectication degree compared to a unipolar
nanopore with similar surface charge densities on the pore
walls.18

Since PLL is a weak polyelectrolyte, we have attempted to
remove it by breaking its electrostatic interactions with the
nanopore. In order to do that, the buffer solution at pH 8 was
replaced by a buffer solution at pH 12 (KCl 100 mM, and CAPS
10 mM). Aer 5 min, the cell was rinsed and lled with the
buffer solution at pH8. The I–V curve recorded aer the
desorption process is similar to the one before PLL adsorption.
In order to evaluate the reversibility of PLL functionalization,
the adsorption/desorption cycle was repeated 9 times on the
same nanopore. The I–V curves are recorded aer each cycle
with and without PLL (Fig. SI-2†). The results show that the
number of cycles does not have a strong inuence on the ionic
transport properties. Indeed, the rectication factors are
between 0.17 � 0.4 and 4.8 � 1.2 aer PLL adsorption and
desorption respectively (Fig. 1d). The nanopore conductivity
aer PLL desorption is also constant 4.6 � 0.6 nS (Fig. 1e). This
means that the nanopore is not clogging during the adsorption/
desorption process due to the PLL which stays at the nanopore
entrance. Thus at this stage we have proven that PLL adsorption
is suitable as a reversible method to modify the ionic transport
properties of nanopores.

To go further in our investigation, a second functionalization
with PSS aer PLL adsorption was considered. Basically, we
proceeded as follows: aer PLL adsorption and rinse, 16 mL PSS
(1 mg mL�1) was added directly to the tip side under 1 V. A
voltage is applied to facilitate the polymer entrance in the
nanopore. The current trace (Fig. 2) shows a decrease of current
aer several seconds (typically from 15 s to 60 s). This current
decrease suggests the adsorption of negatively charged PSS onto
positively charged PLL. Aer 2 minutes, when the current is
stable, the cell is rinsed with buffer solution (pH 8) to remove
the excess of PSS. The I–V curves recorded aer PSS adsorption
exhibit an inversion of the current rectication. The latter
increases from 0.5 to 4 and from 0.3 to 3 for the nanopores
reported in Fig. 2. Interestingly, the current rectication is more
pronounced aer PSS addition (3 and 6 for NP-3 and NP-2) than
for the raw nanopore (1.5 and 3). This result suggests the
successful adsorption of PSS on the PLL layer. The difference in
rectication factor can be assigned to the different charge
densities of the PSS layer and PET.

In order to conrm the PSS loading as well as to evaluate the
reversibility of PLL/PSS bilayer adsorption, the cell was lled
with buffer solution at pH 12 for 3 minutes. Then, it was rinsed
with buffer solution at pH 8. In the example in Fig. SI-3,† the I–V
This journal is © The Royal Society of Chemistry 2016
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Fig. 2 PLL-PSS bilayer adsorption on NP3 (a) illustration of the
experimental protocol, (b) a typical current trace recorded during the
PSS loading at pH 8; NaCl 500 mM; Tris 5 mM; EDTA 1 mM, and 1 V (c)
I–V curves before (black), after PLL (red) and after PSS (blue) insertion,
for NP-3. (d) Reversibility of PLL-PSS functionalization for NP-2 (from
I–V curves Fig. SI-3†), evolution of the rectification factor (without PLL/
PSS black square, with PLL red circle, with PLL/PSS bilayer blue
triangle) and conductance for each cycle of PLL/PSS adsorption/
desorption (the conductance wasmeasured after the PLL/PSS removal
on a linear zone of the I–V curve between �75 mv to 75 mV). (e)
Rectification factor obtained after polyanion loading (NP-2).

Fig. 3 LBL PLL/PSS deposition on NP-4. I–V curve after PLL (red) and
PSS (blue) loading (a) (PLL/PSS)1 and (b) (PLL/PSS)8. Evolution of the
factor of rectification (after PLL red circle and after PSS blue triangle) (c)
and conductance (d) for each layer of PLL/PSS. The conductance was
measured after PSS addition on linear zone of the I–V curve (between
�75 mV to 75 mV).
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curves for 3 cycles of PLL/PSS bilayer adsorption/desorption
aer each step (PLL adsorption, PSS adsorption and PLL/PSS
desorption) are reported. First of all, we observe that aer
treatment at pH 12, the I–V curve is similar to the one before
PLL/PSS adsorption. Thus, this result indicates the reversibility
of PLL/PSS bilayer adsorption. In addition, the conductance
aer each PLL/PSS bilayer adsorption/desorption cycle is
constant (Fig. 2). This shows that the diameter at the nanopore
entrance is not modied by successive cycles of PLL/PSS bilayer
adsorption/desorption. In addition the results show quasi-
constant values of f(rec) at each step: 0.4 � 0.1 aer PLL
adsorption, 4 � 0.2 aer PSS adsorption and 3 � 0.2 aer rinse
at pH 12 (Fig. 2). This suggests that the adsorption process of
PLL and PSS is not affected by the previous PLL/PSS bilayer, and
thus conrms the complete reversibility of the functionaliza-
tion. To go further in our investigation and demonstrate the
potentialities of this strategy of functionalization, we have
considered sensing applications. Similar experiments were
conducted with different polyanions (PSS Mn ¼ 70 kD and 1000
kD, chondroitin sulfate and ssDNA) using the same nanopore
aer PLL adsorption. As expected, when polyanions were added,
the rectication factors show a charge inversion of the nano-
pore. More interestingly the f(rec) value (Fig. 2e) is dependent on
the nature of the polyanion or on its molecular weight for PSS.
Thus nanopores decorated with PLL could be used for poly-
anion detection as well as to modulate the current rectication
properties.

Since the formation of one PLL/PSS bilayer inside a nano-
pore is now proved, multilayer functionalization of nanopores
was considered. Starting from a nanopore with a dtip ¼ 10 nm
This journal is © The Royal Society of Chemistry 2016
and dbase ¼ 650 nm, PLL and PSS were alternatively introduced
in the nanopore. At each step the I–V dependence was recorded
at pH 8 aer rinsing to remove the excess of polyelectrolytes.
The current rectication and the conductance G, extracted from
the I–V linear part (�0.1 V to 0.1 V) are reported in Fig. 3. As
expected the current rectication is inversed with each adsor-
bed layer of PLL and PSS. The decrease of conductance indicates
a decrease of the tip nanopore diameter induced by successive
PLL-PSS bilayer adsorption. Another interesting point is the
evolution of the current rectication with the number of layers.
Indeed it decreases aer PSS and PLL adsorption. This means
that the density of the negatively charged surface of the nano-
pore, aer PSS adsorption, decreases as opposed to the density
of the positively charged surface aer PLL adsorption. Thus
using this method to design conical nanopores can be consid-
ered since it is possible to modify the tip diameter as well as the
density of the surface charges of the nanopore. More generally,
both LBL growth and the surface charge depend on the orga-
nization of polyelectrolytes (coil or linear). This parameter is
connected with the strength of the polyelectrolyte, the concen-
tration and the salt used during the adsorption process, the pH
or the temperature.43 However, the diameter size aer LBL
functionalization cannot be deduced from the conductance
since it requires knowing the surface charge of the nanopore as
well as the ionic transport inside the LBL.

Beside the modulation of the ionic diode properties and the
detection of polyanions, we have considered a functionalization
of the nanopore using PLL graed with a specic function
(mPEG-biotin) in order to detect avidin. This system was chosen
as a proof of concept since it is a base for developing many
kinds of biosensors. The nanopore functionalization was per-
formed by adding PLL-g-[(mPEG)12x-(PEG-biotin)x] (denoted
PLL-g-mPEG-biotin) in the tip side of the nanopore under
a voltage of 1 V (10 minutes). The I–V curve shows a decrease of
both the current rectication, 0.89 (1.8 for raw nanopore) and
RSC Adv., 2016, 6, 32228–32233 | 32231
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Fig. 4 PLL-g-PEG-biotin functionalization of NP-2 and avidin sensing
(a) I–V curve (pH 8; NaCl 500 mM; Tris 5 mM; EDTA 1 mM) before
(black), after PLL-g-PEG-biotin (green) and after avidin (orange). (b)
Rectification factor obtained for raw nanopore (black), after func-
tionalization by PLL adsorption (red) or PLL-g-PEG-biotin (green) and
avidin addition (orange).
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the conductance due to the steric volume of PEG (Fig. 4). In
addition the current rectication for PLL-g-mPEG-biotin is less
pronounced than for PLL. This is correlated with a lower surface
charge of PLL-g-mPEG-biotin due to the mPEG-biotin graing.
Aer that, 16 mL avidin (1 mg mL�1) is added on the tip side
under a voltage of �200 mV for 6 minutes. Aer rinsing, the I–V
curve (Fig. SI-5†) exhibits a decrease of both conductance and
current rectication (0.6). The latter can be interpreted by an
increase of positive surface charge at the nanopore entrance
provided by the global positive charge of avidin at pH 8. The
functionalization of the nanopore is removed by rinsing it with
a solution at pH 12, and the nanopore can be functionalized
again.
Conclusions

To sum up, we have demonstrated that PLL is suitable to tune
a nanopore, since this functionalization: (i) requires a simple
addition of polyelectrolyte on the tip side of the cell and the
functionalization is achieved aer less than a minute (ii) it can
be monitored to control if the functionalization is achieved, and
(iii) it is totally reversible at pH 12 without alteration of the
nanopore. We have also shown that PLL and PLL/PSS LBL are
suitable to modulate the ionic selectivity of a conical nanopore.
In addition PLL and PLL-g-PEG-biotin can be used also to
design sensors where the nanopore could be re-used. We expect
that the polyelectrolyte adsorption onto an asymmetric nano-
pore can lead to a large variety of new switchable nanouidic
diodes with further applications in different technological areas
such as biosensing, or drug delivery. Finally, the advantage of
track-etched nanopores is easy upscaling to multipore
membranes. Thus, it becomes possible to extend this method in
order to design large surface membranes for ionic separation or
biosensing.
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Abstract
We investigate the influence of a nanopore surface state and the addition of Mg2+ on poly-
adenosine translocation. To do so, two kinds of nanopores with a low aspect ratio (diameter
∼3–5 nm, length 30 nm) were tailored: the first one with a negative charge surface and the
second one uncharged. It was shown that the velocity and the energy barrier strongly depend on
the nanopore surface. Typically if the nanopore and polyA exhibit a similar charge, the
macromolecule velocity increases and its global energy barrier of entrance in the nanopore
decreases, as opposed to the non-charged nanopore. Moreover, the addition of a divalent
chelating cation induces an increase of energy barrier of entrance, as expected. However, for a
negative nanopore, this effect is counterbalanced by the inversion of the surface charge induced
by the adsorption of divalent cations.
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(Some figures may appear in colour only in the online journal)

1. Introduction

In the last decade, nanopore (NP) technologies have just
begun to impact scientific and technological discovery [1–3].
The next major breakthroughs in the development of this
technology hinge upon progress made in two parallel avenues
of research: (i) the fundamental understanding of the dyna-
mical processes that govern macromolecules translocation
through NP and (ii) the availability of methods that allow
routine fabrication of nanoscale materials. The understanding
of macromolecule translocation requires developing a com-
prehensive model that accounts, on one hand, for macro-
molecule hydrodynamics and their interactions with the NP
[4] and on the other hand, the influence of small electrolyte
flow (typically electro-osmotic flow (EOF) and double
layer effect) [5]. There are many aspects of macromolecule
translocation through the NP that need to be strongly

explored. The first question concerns the velocity profile of
macromolecules. For many applications, it would be advan-
tageous if the macromolecule maintained a constant velocity
during the translocation process, since this would simplify the
signal analysis [6, 7]. In addition, this question is very closely
linked to the resolution of an NP. Presently, solid-state NPs
are tens of nanometers thick, limiting the resolution to a
minimum of ∼30 bases [7]. This restricts the resolution of
some practical applications, such as DNA sequencing. The
second question concerns the entropic energy barrier of
the macromolecule entrance inside the NP. Indeed, it has been
empirically defined that the electric field in an NP exerts
forces of tens of pN on macromolecules [8]. This force
seems sufficient to overcome the entropic free-energy barrier
associated with (i) the linearizing of the macromolecule, (ii)
the interactions with the NP surfaces, and (iii) the EOF
[7–12].
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Both macromolecule velocity and the entropic free-
energy barrier are strongly linked to the NP properties (aspect
ratio, shape, and surface charges) [10, 13]. Indeed, it was
shown that the energy barrier of the macromolecule entrance
is lower when both the NP and macromolecule (carboxylate
modified microspheres) exhibit similar charges, since their
diameters are close [14]. To go further in this investigation,
we studied the influence of NP surface charge on poly-
nucleotide translocation. To achieve this, we tailored two NPs
with diameter close to 3 nm, one negatively charged, and one
neutral. Then, we studied the translocation of polydisperse
polyA under NaCl concentration 150 mM and 500 mM to
show the influence of the electrical double layer on the
translocation. We also investigated the influence of Mg2+

addition in a polyA solution, as a chelating agent, on the
entropic energy barrier of the macromolecule entrance in
the NP.

2. Methods section

2.1. Materials

Diethyl zinc (DEZ) (Zn (CH2CH3)2, 95% purity, CAS: 557-
20-0), trimethylaluminum (TMA) (Al(CH3)3, 97% purity,
CAS: 75-24-1), sodium chloride (S9888), Polyadenylic acid
potassium salt noted polyA (P9403) (polydispersity from 600
to 4000 bases), TRIZMA® BASE (T-6791) and hexam-
ethyldisilazane (HMDS) (reagent grade, ⩾99%) were pur-
chased from Sigma Aldrich. Potassium chloride was
purchased from VWR (26764.298). Deionized water was
obtained by Milli-Q system (Millipore). The Tetraflow™ flow
cell was purchased from NP solutions.

2.2. SiN NP design

SiN membrane window TEM grids (thickness 30 nm, window
50 × 50 μm) were purchased from Neyco. NPs were drilled by
using the electron beam of a TEM JEOL 2010F. Depending
on the exposition time and the size of the electron probe
(defined by the convergence angle), NPs in the range 2 to
10 nm can be obtained. The initial diameters of the NPs are
reported in table 1.

2.3. Tuning the NP diameter using atomic layer
deposition (ALD)

The ALD technique allows us to adjust the NP diameter and
surface charges. A custom-made ALD setup [15] was used to
deposit thin Al2O3/ZnO films. The Al2O3 films were depos-
ited by alternating exposures of TMA and deionized water

(H2O) with the following cycle times: 2 s pulse (TMA), 30 s
exposure, and 40 s purge with 100 sccm dry argon. A 2 s
pulse, 30 s exposure, and 60 s purge with dry argon were used
for H2O. The ZnO films were deposited by alternating
exposures of DEZ and deionized water (H2O) with the fol-
lowing cycle times: 1.5 s pulse (DEZ), 30 s exposure, and 40 s
purge. Again a 2 s pulse, 30 s exposure, and 60 s purge with
dry argon were used for H2O. ALD was carried out at 100 °C.
These pulses, exposure, and purge times were chosen con-
servatively to ensure completion of the ALD surface reactions
and to prevent mixing of the reactive gases. The growth per
cycle was about 2 Å/cycle for Al2O3 and 2.1 Å/cycle for ZnO
[16, 17]. A sequence of four cycles of Al2O3 preceding
four cycles of ZnO was used to reduce the pore diameter.
After ALD deposition, a 24 h HMDS vapor exposure treat-
ment was performed at room temperature to create a
hydrophobic pore surface with a −Si(CH3)3 bonds (TriMethyl
Silane (TMS)), leading to a neutrally charged surface.
Thus we obtained two pores of around 3–4 nm (allowing in
theory only the translocation of linear polymers) with two
different surface charges states at pH 8: one neutral (TMS-
NP) and one negative (native-NP according to [10]).
The bilayer thickness was measured by small angle x-ray
scattering (SAXS) using a setup operating in transmission
geometry, and involving a molybdenum anode associated to a
multishell mirror (Xenocs) delivering a beam of 0.71 nm
wavelength. AFM measurements (AFM NANOMAN 5 from
Veeco instrument controlled with a Nanoscope V software)
were performed in order to obtain the roughness of the
surface.

2.4. Ion current recordings and polynucleotides translocations

A single NP was mounted in a Tetraflow™ cell containing a
buffer solution (S1: 150 mM NaCl, 1 mM KCl, and 10 mM of
TRIS at pH∼ 8 and σ∼ 1.5 mS cm−1, or S2: 500 mM NaCl,
0.5 mM KCl, and 5 mM of tris at pH∼ 8 and
σ∼ 4.5 mS cm−1). The current was measured by two Ag/AgCl
1M KCl electrodes isolated from the solution by agar salt
bridge. One electrode was plugged to the positive end of the
amplifier (trans-chamber) and the other electrode connected to
the ground (cis chamber). PolyA translocations through both
SiN NPs, native or, reduced by ALD and coated by TMS,
were completed as follows. A solution of polyA, under the
same buffer as the one in measurement cell, were added to a
solution in the cis chamber to reach concentration C = 5
10−12 mg mL−1. Positive potentials (+1000, 800, 600 mV)
were then applied to the trans-chamber. Ion current was
recorded by a patch-clamp post amplifier (EPC10, HEKA
Electronics, Germany) at a sampling frequency 200 kHz. The
data acquisition was performed by an Instrutech LIH 8 + 8

Table 1. NPs used in this study.

NP Initial Pore Diameter (nm) ALD Layer Mean Pore Diameter After TMS Grafting (nm)

Native-NP 2.5–3.2 0
TMS-NP 9.2–10.2 4.46 4.74–5.74
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acquisition card using patch master software (HEKA Elec-
tronics, Germany). A lab-made analyzing software (Matlab,
Matworks, USA) was used for the data analysis of the dwell
time (Δt) and the difference of current intensity (ΔI). Typi-
cally our software detects each current event using the deri-
vative method. The events are considered when the current
increase is higher 5 pA and the time is longer than 20 μs. For
each event, we report the duration Δt and intensity ΔI. The
frequency is obtained by the number of events during an
experiment.

3. Results and discussion

3.1. NP design and characterization

Two NPs with low aspect ratio were tailored by electron-
beam-induced drilling on a silicon nitride (SiN) window
(length L = 30 nm) by TEM. The NP diameters (D) were
inspected during fabrication by TEM (figure 1). Note that due
to heat diffusion during the electron drilling, the membrane

located around the NP has also been thinned. Typically, SiN
thicknesses of few nanometers can be observed. The first NP
(native-NP) was used directly after the drilling (2 min) with
the following properties (i) a 2.5–3.2 nm diameter, (ii) a
hydrophilic surface state, and (iii) a negative surface charge.
The second one (TMS-NP) was obtained using the same
drilling method (5 min). The initial diameter (9.2–10.2 nm)
was reduced by ALD of Al2O3/ZnO homogeneous bilayers
and TMS treatment. A single NP cannot be characterized by
TEM after ALD because it is difficult to localize on the
TEM grid.

Thus the only way to know the final size of the pore is to
perfectly control the growth of the ALD layers. SAXS
experiments were performed to measure the growth rate per
cycle of the layers. A bilayer thickness of 1.93 nm determined
by SAXS measurement has been obtained inside the NPs for
Al2O3/ZnO nanolaminates. Figure 1(c) shows the SAXS
measurement performed on 30 sequences of four cycles
Al2O3/4 cycles ZnO on a PET track etched membrane with a
pore diameter of 200 nm. The SAXS profile presents three

Figure 1. TEM images of SiN NP after drilling (a) native-NP and (b) TMS-NP before reduction. (c) SAXS profile of a sample with 30
bilayers deposited by ALD (four cycles of Al2O3 followed by four cycles of ZnO) on a PET multipores membrane.
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main features. First, a structure peak appears at q = 3.26 nm−1

(i.e., 1.93 nm in the real space) that corresponds to the width
of a double layer deposited by ALD. Second, a structural peak
appears at q = 0.55 nm−1 (i.e., 11 nm in the real space) that
corresponds to the polymeric structures of the PET mem-
brane. Finally, a q−4 slope is observed in the low q region,
characteristic of a sharp interface between the air in pores and
the layers deposited by ALD. The latter result is indicative of

the quality of the deposition in terms of width control and
homogeneity.

We chose to alternate Al2O3/ZnO layers to limit the
roughness induced by the deposition, which is estimated to
0.25 nm [15]. Regarding the thickness of Al2O3/ZnO layers,
and the initial diameter size, the second NP (TMS-NP) dia-
meter was calculated to be 4.74–5.74 nm. ALD also allows a
conformational coating along the NP thickness as previously

Figure 2. Cartoon to illustrate polyA translocation through NP and the electrolyte distribution. (a) Native -NP at NaCl 150 mM (b) native-NP
at NaCl 500 mM and (c) TMS-NP at NaCl 150 mM.

Figure 3. Examples of current trace at 1000 mV. (a) SiN native NaCl 150 mM, (b) SiN native NaCl 500 mM, (c) SiN TMS NaCl 150 mM,
and (d) SiN TMS NaCl 500 mM.

4

Nanotechnology 26 (2015) 144001 M Lepoitevin et al



reported (see figure 2(a) of [18]). After the grafting of TMS,
the NP surface exhibited both an uncharged and a hydro-
phobic character [14]. We chose to design TMS-NP larger
than native-NP to obtain a similar distance with low elec-
trolyte concentration. Indeed, for the native-NP this distance
is equal to the NP diameter. In the case of the TMS NP, it was
previously shown by molecular dynamic simulation that there
is a space (0.75 nm) between the NP wall and a structured
layer of solvated electrolyte (see figure 8 in [18]). We chose
to take this space into account assuming that the polyA
translocation can happen only when water and the electrolyte
are both present. Thus we consider an effective diameter
3.25–4.25 nm and 2.5–3.2 nm for TMS-NP and native-NP,
respectively, where polyA translocation can happen.

3.2. Translocation of polyA through NP

This study focuses on the influence of NPs surface state on
polyA translocation at low salt concentration, typically when
the Debye length is not negligible compared to the NP dia-
meter. We will then try to explain the influence of surface
charges and chelating ions. To achieve this goal, two para-
meters were studied. The first one is polyA velocity (νeff)
inside the NP. It depends on zeta potential for both polyA
ζ( )PA and NP ζ( ),NP equation (1) [10]. It can be extracted

directly from the dwell time of polyA inside the NP.

ε
η

ζ ζ= −( )v
E

(1)eff PA NP

where E is the electric field, ε is the dielectric permittivity
(ε= ε0 εr: εr = 78), and η is the viscosity of the fluid
(10−3 Pa s). The second parameter is the entropic energy

barrier (U) of the macromolecule entrance inside the NP. It is
extracted from the frequency of entrance of polyA inside the
NP using Van’t Hoff–Arrhenius law [19]. Equation (2).

κν
μ

= −f
C AV

L

U

k T
. exp (2)

pA bulk

B

( )

where κ is the probability factor, ν is the frequence factor, kB

is the Boltzmann constant, T is the temperature, A is the cross
section area of the NP, L is the NP length, μpA(bulk) is the
polyA mobility, V is the applied voltage, and C is the
concentration of polyA.

The influence of the surface state of the NP on polyA
translocation (C = 5 10−12 mg mL−1, NaCl = 150 mM, or
500 mM, pH = 8) was studied under an electric field (E = 3.33
10−7 V m−1) (figure 2). A positive voltage was applied on the
trans-chamber. Figure 3 reports examples of current traces
obtained under 1 V. Regarding the NP diameter and the low
salt concentration, polyA translocations induce current
enhancements. The latter are due to the high charges of
polyA. Indeed, when the latter enters the NP, it leads to a
current increase due to an enhanced flow of counter ions
along the polynucleotide with respect to the electro-neutrality
[11]. A real advantage exists from the experimental point of
view to detect current enhancement compared to current
blockade [20]. Indeed, the detected event from polyA trans-
location should be easily discriminated from the current
blockades induced by non-translocative events [21], the
wetting-dewetting for a hydrophobic NP [22], or the sto-
chastic pore blocking observed experimentally [23] and pre-
dicted by theory for weakly charged NPs [24]. From the
current enhancements, we have extracted the dwell time (Δt),

Figure 4. Distributions of event induced by polyA translocations at 150 mM NaCl and 500 mM NaCl. Black columns SiN native, red
columns SiN HMDS, left side pulse height (ΔI), right side dwell time (Δt obtained from the enhancement duration).
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the intensity of current enhancement (ΔI) (figure 4), and the
frequency of entrance (f) (table 2).

At 1000 mV and 500 mM NaCl, for both native-NP and
TMS-NP, the ΔI has a bimodal distribution. However the
majority of events are centered at 5.9 pA and 5.6 pA,
respectively, for native-NP and TMS-NP. The Δt has still only
one distribution for both the native-NP and TMS-NP. At 1 V
and 150 mM NaCl, both Δt and ΔI have monomodal dis-
tributions for both native-NP and TMS-NP (figure 4). The
main distribution of ΔI might come from the fact that the
polynucleotides preferentially translocate through the pore in
unfolded conformations [20, 25, 26]. This should be due to
the low salt concentration since at 150 mM and 500 mM, the
Debye lengths are quite close to the pore radius (λD∼ 0.85 nm
and λD∼ 0.4 nm, respectively). Thus, the diameter accessible
to polyA cannot allow translocation in folded conformation.
At NaCl 150 mM, average Δt is longer for the TMS-NP
(6.76 ms) than native-NP (1.24 ms). The same observation
can be completed at NaCl 500 mM. This means that the
polyA velocity is higher when the NP also exhibits a negative
charge. A similar result was reported in the case of negatively
charged nanoparticle translocation through PET NP [14].

Figure 5 reports the frequency of polyA entrance inside
the NP. They are extracted from the number of polyA that
translocate through the NP during the experiments. The result
shows that the frequency increases with applied voltage
according to equation (2) [27]. At 500 mM NaCl, the
noticeable element is that the surface functionalization has no
strong impact on the frequency of entrance. The latter values
are quite similar for both native-NP and TMS-NP. If we
compare the frequency at 1 V and 150 mM NaCl, we observe
a significant difference, indeed for the native-NP f = 30 s−1

and the TMS-NP f = 5 s−1. The frequency is clearly higher in
the case of the native-NP. According to equation (2), the
energy barrier increases conversely to the frequency. Thus, at
low salt concentration (150 mM NaCl) the frequency is higher
for negatively charged NP than uncharged NP. On the con-
trary, at 500 mM NaCl, their frequencies are similar and
independent of the surface state. The global energy of polyA
entrance through an NP can be decomposed in three terms
[19] equation (3)

= + −U U U ze V* (3)ES

The term zeV is the energy provided by the electrodes on
the particle where z is the apparent charge number of the
polyA, e is the elementary charge, and V is the applied vol-
tage. U* is the entropic barrier linked to the decrease of
degrees of freedom and the unfolding of the polymer. UES is

the electrostatic potential between the internal surface charge
of the NP and polyA [14]. Under the experimental condition
(NaCl 150 mM, V = 1 V, pH 8), the term zeV is similar for all
experiments since both voltage V and z are the same. In
addition, polyA translocates mostly in linear form through
both native-NP and TMS-NP. Thus, it can be assumed that
the entropic terms U* are similar for both NPs. Thus U should
depend on the electrostatic term (UES), which is a function of
the surface charge density for both the polyA and the NP [14].
Since polyA are negatively charged, it should be expected
that the global energy of entrance in the native-NP (negatively
charged) is greater than TMS-NP due to repulsive effects. We
observe a decrease of the energy barrier for native-NP, which
might seem counterintuitive. Two factors can be used to
interpret this result: (i) the electrolyte distribution (Na+ and
Cl−) inside the NP and (ii) the interaction between the polyA
and the surface wall of the NP.

It has been previously demonstrated that the electrolytes
that are at the origin of the electro-osmotic flux can have a
leading role on the translocation of macromolecules [8, 10].
To ensure the electronegativity of the negatively charged NP,
there is a strong excess of positive charges going in the
opposite direction to the polymer. In addition, regarding the
Debye length (0.8 nm for 150 mM NaCl), the effective dia-
meter where polyA can translocate is around 1.5 nm.
Regarding this, the excess of mobile positive charge could
help polyA entrance through the NP due to the attractive
effect. The higher velocity of polyA through the native pore
compared to TMS-NP should result from the same origin.
Thanks to the electro-osmotic flux, when the polyA enters the
NP, the cations (Na+) close to the NP walls are going out
slowly and in the opposite direction of the macromolecule. In
addition, the number of negative charges induced by polyA
entrance should temporarily break the electro-neutrality of the
NP. This induces an aspiration phenomenon that can explain
the faster polyA translocation in a native-NP. In the case of
the TMS-NP a different behavior is observed; this is due to
the uncharged surface. It can be noticed that the previous

Table 2. Detail of current enhancement parameters.

NP Native-NP TMS-NP

NaCl concentration (mM) 150 500 150 500
Dwell time (ms) 1.24 2.61 6.75 4.38
Pulse height (pA) 5.71 5.9 5.54 5.59
Frequency of entrance (s−1) 31.65 6.09 4.98 3.12

Figure 5. Frequency applied voltage dependence of poly entrance
inside NP (SiN native Black squares), (SiN HMDS red dots) NP, at
different NaCl concentration (150 mM solid line and 500 mM
dashed line).
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interpretation does not take into account the possible
adsorption of polyA on a SiN or TMS surface close to the NP
opening. SiN exhibits a negative zeta potential at pH higher
than 3 [28] and thus it should be unlikely that polyA is
adsorbed on the surface. For NP-TMS, the possibility of

polyA adsorption needs to be taken into account [29] since
silanized glass is used for the DNA combing [30, 31]. The
polyA adsorption on both SiN and SiN coated with TMS was
evaluated. To make this, the labeled polyA with BOBOTM-3
Iodide (life technology B3586) dye is adsorbed on flat surface

Figure 6. Example of current trace recorded for native-NP under condition: NaCl 150 mM and Mg2+ for (a) 1 μM, (b) 10 μM, (c) 100 μM,
and (d) 1 mM.

Figure 7. Example of current trace recorded for TMS-NP under condition: NaCl 150 mM and Mg2+ (a) 1 μM, (b) 10 μM, (c) 100 μM, and
(d) 1 mM.
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(SiN and SiN TMS). The fluorescence emission induced by
labeled polyA is measured by confocal fluorescence spec-
troscopy [32]. Typically, a solution of labeled polyA was
deposited on the surface, remained for 30 min, and then the
surface was rinsed with a buffer solution to remove the
unabsorbed polyA. Then the fluorescence surface was recor-
ded. As expected, no polyA adsorption was observed on
native SiN, as opposed to the TMS surface. Considering this,
we cannot exclude that the increase of energy barrier of the
entrance is induced by polyA adsorbed on the TMS surface
due to the repulsive polyA–polyA interaction.

In order to investigate if the behavior previously
observed should be linked to the electrostatic potential, we
studied the polyA translocation through the same NPs after
the addition of a chelating agent (Mg2+). Thanks to the latter,
the unfolding of the polyA will be more difficult and thus the
entropic free-energy barrier will increase [33, 34]. In addition,
Mg2+ interaction with a sugar-phosphate backbone group
create a decrease of effective charge [35]. Thus experimen-
tally, we expect to observe a strong decrease of the frequency
of the polyA entrance inside the NP [36].

The influence of Mg2+ on polyA translocation was stu-
died at 150 mM NaCl under a voltage of 1 V. From the cur-
rent enhancement (figures 6, 7), the frequency of polyA
entrance inside the NP was extracted and reported in figure 8
as a function of Mg2+ concentration. The result shows that as
soon as magnesium is added, a decrease of the frequency is
observed in both native-NP and TMS-NP. For TMS-NP, the
decrease of the frequency is related to the increase of Mg2+.
As expected, the chelation of polyA increases the energy
barrier induced by an increase of the entropic component. For
the native-NP a different behavior is observed. At 1 μM
Mg2+, the frequency decreases drastically from 30 s−1 to 2 s−1,
as expected. However when the Mg2+ concentration is
increased, the frequency starts to increase again. This could
be explained by the fact that Mg2+ can induce a modification
of the surface charge [37, 38]. In this case, with the increase
of Mg2+ concentration, the increase of the entropic barrier,
due to the chelating process, is counterbalanced by the charge

modification at the NP surface, which decreases the electro-
static potential.

4. Conclusion

In conclusion we reported the design of low aspect ratio solid-
state NPs (diameter ∼4 nm and thickness 30 nm) with dif-
ferent surface charges. The translocation of polyA through
these NPs was studied at low salt concentration. To sum up
our experiments, at low salt concentration (NaCl 150 mM),
the mobility and the energy barrier are strongly dependent on
the NP surface. Indeed the energy barrier is lower for the
negatively charged NP than the uncharged one. This coun-
terintuitive result could be explained by the excess of mobile
cations, which ensure the electro-neutrality of the NP. With
the addition of a chelating agent to polyA (Mg2+), the energy
barrier increases as expected independently of the NP surface
state. This is due to the increase of energy required to line-
arize macromolecules. However, when the Mg2+ concentra-
tion increases, it can be observed that a decrease of the energy
barrier for a negatively charged NP is likely due to a charge
inversion.
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We investigate the influence of nanopore surface state on poly-cytosine translocation. 
To do it, two kinds of nanopores with low aspect ratio (diameter ~3-5 nm, length 30 nm) 
were tailored: the first one with negative charge surface and the second one uncharged. 

It was shown that the velocity and the energy barrier strongly depend on the nanopore 
surface. Typically if the nanopore and polyC exhibit a similar charge, the macromolecule 
velocity increases and its global energy barrier of entrance in the NP decreases, as 

opposed to the non-charged nanopore.  

1.   Introduction 

Nanopore-based single-molecule sensors are being developed for 

variety of biotechnological applications (e.g., next-generation 

sequencing)[1]. By applying an electric potential across an insulating 

nanopore and monitoring the current, biomacromolecule (e.g. DNA, 

Protein) could be detected and characterized. Translocation process 

depends on both nanopore and biomacromolecule properties (size, 

length, charge…)[2]. The objective of this work is to study the influence 

of a nanopore surface charge on polycytosine translocation. To do it we 

investigated the fundamental mechanisms governing the translocation 

of a macromolecule through a nanopore. The understanding of those 

processes has to take into account (i) the dynamics of the 

macromolecules and their interactions with the nanopore[3], (ii) the 

influence of the electro-osmotic flow (EOF)[4] (iii) of the Stern layer[5]. 
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2.   Methods section 

2.1.   SiN Nanopore design 

SiN nanopores (thickness 30 nm) were drilled by using a TEM JEOL 

2010F. The native nanopore exhibits negative surface charge (2.5-3.2 

nm). TMS nanopore was tailored using ZnO/Al2O3 deposition by ALD and 

coated by Trimethyl silane function to ensure an uncharged surface 

(4.7-5.7 nm) 

2.2.   Ion current recordings and polynucleotides translocations 

Single nanopore was mounted in a Tetraflow™ cell containing a buffer 

solution (S1: 150 mM NaCl, and 10 mM TRIS at pH~8 or S2: 500 mM 

NaCl, and 5 mM TRIS at pH~8). PolyC translocations (C = 5 10-12 mg mL-1) 

through nanopores were done under positive potential (+1V; E = 3.33 

10-7 V.m-1). Ion current was recorded by a patch-clamp post amplifier 

(EPC10, HEKA electronics, Germany) at a sampling frequency 200 kHz. 

3.   Results and discussion 

This study focuses on the influence of the surface state of the nanopore 

on the polyC translocation at low salt concentration, when the Debye 

length cannot be neglected compare to the pore diameter. We studied 

two parameters (i) the velocity which depends on the charge of both 

the pC and the nanopore and directly extracted from the dwell time of 

the pC inside the nanopore. (ii)  the entropic energy barrier (U) of 

macromolecule entrance inside the nanopore.,  extracted from the 

frequency of entrance of polyC inside the nanopore using Van’t Hoff-

Arrhenius law.[6]  

𝒇 = 𝝂
𝑪𝝁𝒑𝑪(𝒃𝒖𝒍𝒌)𝑨𝑽

𝑳
. 𝐞𝐱𝐩 −

𝑼

𝒌𝑩𝑻
 (1) 

Where ν is the frequence factor, kB is the Boltzmann constant and T is 

the 
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temperature, A is the cross section area of the nanopore, L is the 

nanopore 

length, μ(pC(bulk)) is the polyC mobility, V is the applied voltage and C is the 

concentration of polyC. The entropic energy barrier (U) of 

macromolecule entrance inside the nanopore is linked to (i) the 

entropic part depending on the unfolding of the macromolecule (ii) the 

electrostatic potential depending on the charge difference between the 

nanopore and the macromolecule. 

 

Figure 1: Example of current enhancement at 1V for SiN-nat at 150mM NaCl 

With respect to our experimental protocol, the polyC translocation 

leads to current enhancements. The latters are due to the high charges 

of the polyC. Indeed when macromolecule enters the nanopore, it 

induces a strong increase of the current due to the increase of the 

counter ions flow along the polynucleotide, in order to respect the 

electroneutrality. From those enhancements, the dwell time Δt, the 

current enhancement intensity ΔI, and the frequency of entrance were 

extracted. 
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Figure 2: Distributions of events induced by polyC translocations. (a, a’) SiN-nat NaCl 150mM, (b, b’) 

SiN-nat NaCl 500mM, (c, c’) SiN-TMS NaCl 150mM, (d, d’) SiN-TMS NaCl 500mM, left side current 
enhancement, right side dwell time 

The pulse height distribution and the dwell time are mainly monomodal 

under 150mM NaCl for both native-NP and TMS-NP. This single 

distribution of the ΔI indicates that polyC translocate through the pore 

in a preferentially linear fashion. This can be explained by the low ionic 

strength which induced a Debye length similar than the pore radius. 

Thus, it would forbid the translocation of the molecule in a folded way. 

In addition, the average dwell-time is longer in the case of the TMS-NP 

(3.5 ms under NaCl 150mM; 10 ms under NaCl 500mM) compare to the 

native-NP (1.3 ms under NaCl 150mM; 4.5 ms under NaCl 500mM). Thus 

this would imply that the velocity of polyC is faster through nanopore 

with similar charged. 

The frequency of entrance under 1V is highest for the native-NP at 

150mM. It means the energy barrier of entrance is lowest. When the 

ionic force is increased, the frequency decreases even more. In the case 

of the TMS-NP the ionic force matters too but less. Surprisingly, with a 



 5 

large Debye length leading to a strong exclusion phenomenon, and 

when the pore and the macromolecule bear the same charge, the 

entrance of the latter is boosted. This counter-intuitive result can be 

explained by the ion organization inside charged nanopore. Indeed at 

low ionic strength the nanopore surface is covered by a layer of counter 

ion. 

Thus the polyC sees the pore as if it was positively charged, and thus 

would be attracted at its entrance. In term of energy the electrostatic 

component is more favorable. The velocity could be explained by the 

drift of mobility between “small” counter ions and the “large” 

macromolecule. Thus when the latter enters inside the nanopore, it 

breaks its electroneutrality. And thus the molecule might be sucked up. 

 

Figure 3: Frequency of entrance of the polyC inside the nanopore. From right to left: (black) SiN-nat 

NaCl 150mM, (grey) SiN-nat NaCl 500mM, (dark grey) SiN-TMS NaCl 150mM, (light grey) SiN-TMS 
NaCl 500mM 

4.   Conclusion 

We have demonstrated that we are able to design nanopores with a 
controlled diameter and different surface states, in particular one with 
no surface charges, with a zeta potential of zero, used as a reference. 
We have shown that there is a difference of velocity in between the 
ions and counter ions, inducing that all the translocation mechanisms 
are governed by those surface charges. 
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Abstract DNA detection using solid state nanopores is lim-
ited by the difficulty of the detection of short DNA strands due
to their very short dwell time. Here, we report on the fabrica-
tion of nanopores using a track-etching technique along with
the atomic layer deposition of aluminum oxide. This method
allows shaping of conical nanopores, controlling their diame-
ter, and passivation of the surface by Al2O3. Through the
optimized nanopore, short DNA (10 nM) having 10 and 40
nucleotides in length were detected both at the single stranded
and double stranded levels. The analysis of current trace
shows signal to noise ratio of 2 and 4 for ssDNA and dsDNA
respectively and a dwell time at ms scale. This is possible
because of both the high aspect ratio and the Al2O3 coating
that permit to decrease the DNA velocity.

Keywords Aluminum oxide . Track etching .

Conductometry . Patch-clamp amplifier . DNA translocation .

Dwell time

Introduction

Single nanopore technologies have opened the route to multi-
ple applications such as DNA detection and sequencing [1–3]
or macromolecule mass spectroscopy [4]. This technology is
considered as one of the major breakthroughs in the field
of the nanotechnologies for the last decades. However this
method is not simply a nanoscale Bcounter Coulter .̂ Indeed
at nanoscale, the effect of the interaction between nanopore,
biomacromolecule and electrolyte cannot be neglected [5,
6]. There are three major strategies using the single
nanopore as molecular sensors. The first is inserting a bio-
logical channel inside a phospholipid membrane. This way
offers the most promising results for DNA sequencing ap-
plication [7] as well as unfolded protein detection [8]. The
second approach is based on the production of solid state
nanopore [9]. The last one is the hybrid biological/artificial
solid-state nanopores by direct insertion of biological chan-
nels. Solid state nanopore can be made in different type of
materials: polymer [10], silicon based [11], or graphene
[12, 13]. For biomacromolecules (DNA, protein) sensing,
the most used nanopore is SiN due to its low aspect ratio.
One of its limitations comes from the fast translocation of
DNA which makes difficult the detection of DNA shorter
than 100mer. Indeed detection of 25 bp DNA was per-
formed through graphene [13] and SiN nanopore [14] with
dwell times of 12.5 μs and 20 μs respectively. The mea-
surement of short time events is difficult using patch-clamp
amplifier with sample rate of 200 kHz. Using a fast ampli-
fier, 35 bp DNA have been successfully detected by Carson
et al. [15]. In order to increase the DNA dwell time inside
nanopore from μs to ms scale, two strategies are considered.
The first one involves modified biological nanopore (basically
a α-hemolysin mutant). Based on this, it becomes possible to
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detect less than 10 mers DNA [16] as well as one nucleotide
[17, 18]. The second one involves biological nanopore con-
fined inside biomimetic nanopore with high aspect ratio
typically the polymeric ones using track-etching methods
[19]. The track-etched technique permits nanopore design
in different polymer materials (polyethylene terephthalate
(PET), polycarbonate (PC), polyimide (PI), Kapton and
polytetrafluoroethylene (PTFE). Regarding the chemical
etching condition, different shapes of nanopore can be ob-
tained [10]. Among the geometry and the polymer that can
be used, the conical nanopore in PET is the most efficient
for sensing macromolecule, such as protein [20], DNA
[21–23] as well as smaller molecule such as porphyrin
[24]. Nevertheless, the polymeric nanopores were less used
than SiN for biomacromolecule sensing since they suffer
from two limitations: (i) the difficulty to predict precisely
the size of the tip diameter before etching process and (ii)
the fluctuation of the current likely due to the mobility of
free polymer chains after chemical etching. In order to over-
come these problems, the nanopore can be fashioned after the
etching process by atomic layer deposition (ALD). Indeed the
latter is a powerful technique to fashion nanostructure with
complex shapes and high aspect ratio. It also permits to deposit
different oxides materials which broaden the range of nanopore
functionalization. It was used to tune SiN and polymeric
nanopore with different oxides such as TiO2, Al2O3 or ZnO
[25]. For polymeric materials, the ALD process is performed
at low temperature (60 °C). It permit to reduce the diameter up
to 1 nm in PET nanopores [26].

Polymer nanopore fashioned by ALD was used to detect
proteins macromolecules or nanoparticles [27]. For DNA detec-
tion, the deposition of Al2O3 on SiN nanopore permits to pas-
sivate the non-ideal surface of SiN and then to obtain a better
signal to noise ratio [28, 29]. Venkatesan et al. [30] have shown
that DNA transport studies reveal an order-of-magnitude
reduction in translocation velocities relative to Si3N4 or SiO2

nanopores. A better signal to noise ratio and a decrease of trans-
location velocity are crucial to facilitate the analysis of current
blockades and thus detect short DNA strands. Regarding that,
we have investigated the possibility of short ssDNA and
dsDNA detection using a conical nanopore coated by Al2O3.
To achieve this, we tailored conical nanopores with tip diameter
close to 2 nm. Then, we studied the translocation of ssDNA
(T40) and dsDNA (A40/T40 and A10/T10).

Material and methods

Nucleotide synthesis

The oligodeoxynucleotides were synthesized from commer-
cially available phosphoramidites (Link Technologies Ltd.,
Scotland). Syntheses were performed in 1 μmol scale using

ABI 381A DNA synthesizer by standard phosphoramidite
chemistry with conditions described in Table 1.

All oligonucleotides synthesized were analyzed by
MALDI-TOF MS on a Voyager DE (PerSeptive Biosystems,
Framingham, MA, USA) equipped with a 337 nm nitrogen
laser (Table 2).

Track-etching nanopore

Single nanopore was tailored by track-etched method [19]. The
single tracks were produced by Xe irradiation (8.98 MeV u−1)
(GANIL, SME line, Caen, France) of polyethylene terephthalate
(PET) film (thickness 13 μm, biaxial orientation ES301061
Goodfellow (13 μm). The activation of track was performed
by UVexposition 24 h per side, (Fisher bioblock; VL215.MC,
λ = 312 nm) before chemical etching process. The etching of
conical nanopore was performed under dissymmetric condition.
The PET foil wasmounted in a chemical cell in Teflon. One side
of the cell is filled with the etchant solution (9 M NaOH), and
the other one with the stopping solution (1 M KCl and 1 M of
acetic acid). The time is recorded as soon as the etching solution
is inserted. A 1 V potential is applied across the membrane, the
reference electrode is in the stopping solution and the active
electrode in the etchant. When the current rises to a hundred
of pA, there is a breakthrough. To stop the etching process,
the NaOH solution is replaced by the stopping one.

The tip diameter of conical nanopores dt was calculated
from the dependence of the conductance G (from −100 mV
to 100 mV) with KCl concentration, assuming bulk-like ionic
conductivity inside the nanopores. In order to correct the con-
ductivity at high salt concentration, the diameter is calculated
from Eq. 1 using the ionic conductivity of solution κ. The
latter have been measured using a conductimeter (Hanna HI
255 combined meter with conductivity and electrode HI
76310) after preparation.

The tip diameter dt of conical nanopore is also estimated
from the conductance using Eq. 1 [31]:

G ¼ κπdbdt=4L ð1Þ

Where db is calculated from the total etching time t using
the relationship db = 2.5t. The factor 2.5 was determined in our

Table 1 Coupling conditions for oligonucleotide syntheses

Step Reaction Reagent Time (s)

1 Deblocking 3 % Tricholoroacetic Acid
in dichloromethane

35

2 Coupling 0.1 M amidite in CH3CN + 0.3 M
5-benzylmercaptotetrazole in
CH3CN

180

3 Capping Ac2O/THF/Pyridine +10 %
1-Methylimidazole in THF

8

4 Oxidation 0.1 M I2 in THF/H2O/Pyridine 15

Microchim Acta



laboratory using multipore membrane track. This factor is
close to the 2.13 one usually reported in literature.

Atomic layer deposition

The nanopore was coated by thin Al2O3 films using a custom-
made atomic layer deposition setup. The Al2O3 films were
deposited by alternating exposures of trimethylaluminum
(TMA) (Al(CH3)3, 97% purity, CAS: 75–24-1) and deionized
water (H2O) with the following cycle times: 0.2 s pulse
(TMA), 30 s exposure, and 40 s purge with 100 sccm dry
Argon. A 2 s pulse, 30 s exposure, and 60 s purge with 100
sccm dry argon were used for H2O. ALD was carried out at
60 °C. These pulse, exposure, and purge times were chosen
conservatively to ensure completion of the ALD surface reac-
tions and to prevent mixing of the reactive gases. The growth
per cycle was about 2 Å cycle−1 for Al2O3.

Current-voltage measurement

Electrical measurement was performed using a patch-clamp
amplifier (EPC10 HEKA electronics, Germany). The single
nanopore is mounted between two Teflon chambers contain-
ing the same electrolyte solution. The current is measured by
Ag/AgCl, 1 M KCl electrodes connected to the cell chamber
by agar-agar bridges. One electrode was plugged to the work-
ing end of the amplifier (trans chamber, base) and the other
electrode connected to the ground (cis chamber, tip). For I-V
curves, current traces were recorded as a function of time
under applied voltages from 1 V to −1 V by 50 mV step. Data
has been recorded at 2 kHz. DNA translocation experiments
were performed under KCl 1 M, TRIS 10 mM, EDTA 1 mM
at pH of 8.4. The polynucleotide samples were added on cis
chamber (tip side of nanopore) to reach a final concentration
of 10 nM. Positive potentials (500 mV) were then applied to
trans chamber. Ion current was recorded at a sampling fre-
quency of 200 kHz. Those experiments were repeated 8 times
in 4 successive days. The detection of DNAwas achieved for
all experiments. After a 2 weeks period, we observed an in-
crease of the current fluctuation making difficult the current
blockade detection. The data analysis of the dwell time (Δt)
and the difference of current intensity (ΔI) were performed
using fitmaster software (HEKA). The events are considered
when the current increase is higher than 25 pA and the time
upper than 50 μs. For each event, we report the duration Δt
and the relative intensity ΔI/I.

Fig. 1 Ionic transport of a
nanopore (a) IV curve before
(black) and after (blue) coating of
Al2O3 by ALD, (b) conductivity
and (c) rectification factor for the
Al2O3 nanopore as a function of
KCl concentration at pH 8.4 (d)
Current power spectral densities
versus frequency for conical
nanopore at +500 mV, recorded at
200 kHz, filtered at 10 kHz in
KCl 1 M; Tris 10 mM; EDTA
1 mM; pH 8.4

Table 2 MALDI MS of synthesized ODNs

Sequence Calcld m/z [M-H]− Obs m/z [M-H]−

A40 12,425.9 12,425.1

T40 12,065.5 12,065.8

A10 3060.0 3060.6

T10 2969.9 2969.4
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Results and discussion

As previously mentioned, conical nanopore obtained by track-
etching methods was less used than SiN nanopore for DNA
detection. One of the reasons should be the strong fluctuation
of current [32]. The coating of nanopore by Al2O3 was
considered to passivate the surface for limiting the fluctua-
tion and adjust the tip diameter. After chemical etching, the
nanopore diameter was obtained by conductivity measure-
ment (KCl 1 M) (Fig. 1) using Eq. 1. Here, the nanopore
exhibits a tip diameter of 3 nm and a base one of 225 nm.
After two ALD cycles of Al2O3 (thickness of 0.4 nm), the
tip diameter is reduced to 2.2 nm. The deposition of Al2O3

by ALD permits also to modify the surface charge of the
nanopore. It has been shown that the isoelectric point of
Al2O3 is close to 5 [33]. The translocation of DNA experiments
are usually performed at pH 8.4 through a negative nanopore.
Indeed, a negative nanopore seems to increase the capture rate

of DNA compared to a positive [34] or hydrophobic nanopore
[25]. In order to confirm the surface charge, the ionic conduc-
tivity of nanopore was studied at pH 8.4. In Fig. 1b, the KCl
conductance G([KCl]), follows two regimes: (i) constant at low
concentration, [KCl] < 0.01 mol l−1, and (ii) a roughly linear
increase at high concentration, [KCl] > 0.1 mol l−1, as com-
monly observed for charged nanopore. However at this stage
the presence of charge cannot be claimed since uncharged
nanopore can follow the same behavior [26]. Thus in order to
confirm the presence of charge on the nanopore surface, the
rectification factor (G1V/G-1V) was also analyzed. According to
our experimental setup, if the rectification factor is more than 1,
the nanopore exhibits a negative surface charge. The results
reported in Fig. 1b show clearly an increase of the rectification
factor with the KCl concentration. Obviously, this behavior is
the opposite of the one observed for raw PET nanopore [32].
This confirms both, the coating with Al2O3 layer and the
negative surface charge of Al2O3 at pH 8, as expected. It
can be noticed that Al2O3 layer is stable for pH lower than
10. In order to complete the nanopore characterization, the
current power spectral densities (Si) have been recorded
under experimental condition used for DNA detection
(0.5 V, KCl 1 M; Tris 10 mM; EDTA 1 mM; pH 8.4)
(Fig. 1d). The low value of Si at high frequency can be
assigned to the low dielectric constant of PET.

The experimental detection of small DNA strands was per-
formed from tip to base side of nanopore under buffer solution
(KCl 1 M; Tris 10 mM; EDTA 1 mM; pH 8.4). DNA strands
were added on the tip chamber and a positive voltage of
500 mV was applied on the trans-chamber. The voltage ap-
plied was selected as a good compromise between current
stability and the possible detection of current blockade.
DNA samples are composed as follow: (i) one ssDNA and
(ii) two dsDNA. The ssDNA are homopolythymidylates made
of 10 and 40 thymidines (T10 and T40). Before the addition in
the electrochemical cell, dsDNA are prepared by mixing the
corresponding homopolythymidylates with their complemen-
tary strand (A10 or A40) at room temperature (25 °C). Typical
current trace for control, T40, A40/T40 and A10/T10 are reported
on Fig. 2. We can notice that all DNA samples can be detected
using our nanopore. This was possible because this nanopore

Fig. 3 Histogram of events
parameters (a) dwell time and (b)
the relative current blockades. In
red T40 n = 3868 events, in blue
A40/T40 n = 4017 events and in
green A10/T10 n = 13,468 events

Fig. 2 a schematic representation of nanopore detection byAl2O3 coated
nanopore. b Exemple of current traces obtained without DNA (noted
control) and with different samples T40, A40/T40 and A10/T10.
The current level of all traces has a mean value of 340 pA +/− 20pA
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exhibits a tip diameter optimized for the detection. Indeed
similar experiments conducted with a larger nanopore
(typically diameter larger than 6 nm) cannot permit to extract
current blockades. Thus at this stage, our first objective to
detect short DNA strands is achieved.

From the current blockades, the dwell time (Δt) and the
relative current blockade (ΔI/I) are extracted. Histogram of
ΔI/I and Δt are plotted in Fig. 3. In order to determine the
center of each distribution, the ΔI/I and Δt are fitted using
Gaussian and logarithm normal law respectively. For T40, both
ΔI/I and Δt distribution exhibit monomodal distributions
centered at 8.5 % and 0.86 ms respectively. For sample
containing dsDNA (A40/T40 and A10/T10), the distributions
of ΔI/I are clearly bimodal. The later can be fitted by two
Gaussians centered around 9 % and 15 % (Table 3). This
bimodal distribution can be assigned to a difference of
dsDNA geometry (totally unfolded and double folded)
when it enters inside the nanopore. However this assump-
tion is very unlikely regarding the tip diameter which
cannot permit the translocation of folded dsDNA. Another
assumption can be considered to explain the two ΔI/I
distributions. Indeed, dsDNA (A40/T40 and A10/T10) were
obtained by simply mixing polyA and polyT. In this case,
both paired AT and unpaired polyA and polyT are in
equilibrium in solution. In this case, the low values of
ΔI/I (centered at 9.06 % and 9.60 % for sample A40/T40
and A10/T10 respectively) are assigned to unpaired A or T
translocation since the values are close to 8.6 % obtained
for T40. The higher value of ΔI/I around 15 % is assigned to
the translocation of paired AT. This assumption is supported
by the fact that the diameter of dsDNA is larger than ssDNA
and thus takes up more space inside the nanopore. In addition,

a previous study of dsDNA translocation on conical nanopore
(tip diameter of 4 nm) reports relative current blockades
between 15 to 30 % [21].

As opposed toΔI/I, the distribution of Δt for A40/T40 and
A10/T10 does not clearly show a bimodal distribution. How-
ever, the distributions are centered respectively at 0.65 ms and
1.06 ms. To go further in our analysis of the dwell time, the
map of events is plotted in Fig. 4. With respect to our previous
assumption, the events with low ΔI/I are considered from
ssDNA translocation. A limit value of ΔI/I can be roughly
estimated at 13 % according to the result obtained for T40.
Based on this, the dwell time of event corresponding to the
highest ΔI/I value for A40/T40 and A10/T10 are respectively
shorter (centered around 0.3 ms) and longer (centered around
1.5 ms) than ssDNA (0.86 ms). This result seems counterin-
tuitive regarding the literature [26]. Indeed, it was commonly
reported an increase of the dwell time with the length of the
DNA strands [15]. Thus, this point should be clarified. Most
studies for DNA detection are performed on SiN nanopore
with a thickness smaller than 30 nm corresponding to the
length of 91 bp unfold dsDNA. For dsDNA with more than
100 bp, the length of the strand is longer than the nanopore
and thus it is the factor which determines its dwell time.
In our experiment, the A40/T40 and A10/T10 have unfolded
length estimated at 13.2 nm and 3.3 nm respectively. The
DNA detection is done in the nanopore zone where the
diameter permits it. If we assume that this diameter is
6 nm (the limit where we are able to detect DNA), the
corresponding thickness of nanopore zone detection is
158 nm. The latter is more than ten times longer than the
DNA length. Regarding that, the key factors which drive the
dwell time become the DNAvelocity given by the number of
charge. Thus, in our configuration, the DNA dwell time inside
the nanopore decreases with the number of charges and thus
the number of nucleotides as shown by our results.

In order to discuss about the interest of our approach for
short DNA strand detection, we can compare our results with
the ones reported in the literature on both solid-state and bio-
logical nanopore (Table 4). As previously mentioned, DNA
detection is commonly performed by SiN nanopore. The latter
is limited for the detection of DNA strand with more or less

Fig. 4 Scattered plot of relative current blockade vs dwell time of all events detected

Table 3 Centered value of histogram of events

Sample Dwell time (ms) Relative current blockade ΔI/I (%)

T40 0.86 8.5 -

A40/T40 0.65 9.06 15.24

A10/T10 1.07 9.60 15.79
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100 bp. However, the detection of 25 bp dsDNAwas reported
with a dwell time of 20 μs [14] Carson and co-worker [15] have
successfully detected dsDNA 35 bp using a high resolution
amplifier with a dwell time close to 10 μs. In the case of
graphene nanopore, the dwell time for DNA 25 bp is 12.5 μs
[13]. For all these studies which involved solid-state nanopore,
the short dwell time cannot permit to consider the detection of
smaller DNA strands. Shorter DNAwas only detected by mod-
ified biological nanopores [17, 18], since the dwell time can be
increased from μs to ms scale. With low aspect ratio nanopore,
the decrease of the electric field induces a strong increase of the
dwell-time and permits the detection ofDNAof 40 bp and 10 bp
with dwell time of 0.85 ms to 1.06 ms. However, this should be
moderated by the low relative current blockade (lower than
20 %) which can make difficult the detection of events. The
signal-to- noise ratio (SNR) can be calculated from Eq. 2:

SNR ¼ ΔIj j
Inoise;RMS

ð2Þ

where Inoise,RMS is calculated from the square root of the integral
current power spectral densities (Fig. 1d). The SNR for dsDNA
and ssDNA are 4.16 and 2.3 respectively. These values are
lower than the one obtained for low aspect ratio SiN nanopore.
Indeed under similar conditions, salt concentration (1 M KCl)
and tip diameter (3 nm), the expected SNR is upper than 15 [35].
In our case, the Inoise,RMS is 12 pA, the weak SNR is directly
assigned to the low current blockade ratio induced by short
DNA. It is also at the origin of the overlap of ΔI/I distribution
of dsDNA and ssDNA. Thus using this nanopore is not suitable
for high resolution analysis i.e. nucleotide discrimination with-
out a strong enhancement of the SNR. In order to improve the
SNR, one way should be to reduce the volume where the DNA
is detected. This could be achieved with semi-cigare shaped
nanopore. Polymer nanopore presents other advantage since
the sample is easier to manipulate than biological. Indeed, it
does not require painting phospholipid. In addition, it is more
robust than SiN or graphene single sheet since the risk to break
the window where the SiN is suspended does not exist with

polymer film. Finally, this nanopore is very stable since it can
be re-used during more than 3 weeks without alteration.

Conclusion

To sum up our results, we have designed a conical nanopore
by the conformal deposition of Al2O3 using the ALD tech-
nique. This method permits to adjust the tip diameter and the
charge of the nanopore in order to optimize the DNA detec-
tion. With this optimized nanopore, we have successfully de-
tected short ssDNA made of 40 nucleotides as well as 10mer
and 40mer dsDNA (10 nM) with long dwell time of 0.85 ms,
1.07 ms and 0.65 ms respectively. This is possible because of
the length of the nanopore (13 μm) as well as the Al2O3

coating that permit to decrease the DNA velocity inside the
nanopore. However this long dwell time which facilitates the
DNA detection is counterbalanced by a weak SNR of 4.16 and
2.3 for dsDNA and ssDNA respectively. For dsDNA sample
prepared in situ before detection, our results permit to consider
the discrimination of paired and unpaired DNA strand with an
enhancement of the SNR by the modification of the nanopore
shape. Regarding that, we hope that these results will permit
also to revive track etched nanopore for DNA detection.
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Résumé  

 
Un nanopore artificiel est une ouverture de taille nanométrique faite dans un film mince synthétique (polymère ou 

inorganique). Un nanopore unique peut être considéré comme l’élément simple constitutif d’une membrane. Les récentes 

avancées dans ce domaine ont ouvert des opportunités pour développer des outils pour la détection de molécules cibles à 

faible concentration (fmol L-1), en temps réel. Les nanopores artificiels s’inspirent des canaux biologiques situés dans la 

membrane cellulaire. Ces derniers permettent le transport d’ions ou de molécules entre les milieux intra- et extra-cellulaires, 

grâce à leurs fortes sélectivités ou leurs propriétés d’ouverture/fermeture. Comparé à leurs homologues biologiques, les 

limitations des nanopores solides sont leurs manques de sélectivité et de réponse aux stimuli extérieurs. Toutefois, les 

nanopores solides ont l’avantage d’être beaucoup plus résistant, robuste et facile à manipuler que les pores biologiques. Ainsi 

la fonctionnalisation de leur surface, avec des systèmes plus ou moins complexes, permettrait d’améliorer à la fois leurs 

propriétés de transport sélectif, leurs capacités de détection de biomolécules ou encore d’étudier plus précisément les 

mécanismes fondamentaux du transport des macromolécules en milieu confiné. 

Dans cette thèse, nous avons conçu dans un premier temps des nanopores bi-fonctionnels, répondant au pH, et à 

l’attache d’un ligand. Pour fabriquer ces nanopores bi-fonctionnels, nous avons utilisé un système biotine-avidine fixé dans 

des nanopores polymères. Nous avons démontré qu’il est possible de moduler l’ouverture et la fermeture du nanopore avec le 

pH de façon réversible. De plus, il est possible de détecter des protéines biotinylées et des anticorps par l’analyse des 

rectifications de courant. Le principal défaut de cette stratégie est son irréversibilité. En utilisant une stratégie similaire 

combinée avec des polyélectrolytes, nous avons obtenu des fonctionnalisations réversibles. Ils permettent de moduler la 

sélectivité ionique du pore et les propriétés de conduction en fonction du pH et de ligand. Dans un second temps, nous nous 

sommes intéressés aux questions fondamentales de la translocation de polynucléotide, plus précisément de l’analyse de 

l’influence de l’état de surface du nanopore (hydrophobicité, charge), dans les conditions où la distance de Debye devient 

équivalente au diamètre du nanopore. Nous avons démontré que si le nanopore présente la même charge que la 

PolyAdénosine et la PolyCytosine, la vitesse de passage de la molécule augmente et la barrière globale d’énergie d’entrée du 

nanopore diminue par rapport au nanopore non-chargé hydrophobe. Ensuite, en modifiant la surface d’un nanopore en PET, 

nous avons montré qu’il est possible de détecter des brins simples et doubles d’ADN très courts (10 à 40 bases). Enfin, nous 

avons tenté une fonctionnalisation de nanopores pour éviter l’adsorption non spécifique des protéines afin d’étudier la 

translocation de longs fibrilles d’amyloïdes de lysozyme. Cet objectif n’a pas été complètement atteint compte tenu des 

résultats qui ne permettent pas d’affirmer quand au passage des molécules à travers le pore. 

Dans cette thèse nous nous sommes attachés à montrer l’intérêt et la nécessité de fonctionnaliser les pores, aussi bien 

pour obtenir des nanopores biomimétiques stimuli-répondants (pH et ligand) ou anti-bioadhérants que pour des études 

fondamentales de transport. Il est également facile de transposer cette technique à des membranes multipores. Il est donc 

possible de concevoir des membranes optimisées pour des applications de séparation ionique, de capture de molécules cibles 

ou plus généralement de filtration. 

 

 

Abstract 

 

Artificial nanopores are nanometer sized aperture made in synthetic thin films (polymer or inorganic). A single 

nanopore can be considered as a constitutive element from membranes. Recent advances in this field are bringing new tools 

for real time detection of target molecules at low concentration (fmol L-1). Biological channels inside the cell membrane are 

used as models to design solid-state nanopores. They allow ions or molecules transport through intra- and extra-cellular side, 

thanks to their high selectivity and their gating properties. Compared to their biological counterparts, limitations of the 

synthetic nanopores are their lack of selectivity and unresponsiveness towards external stimuli. However, the solid state 

presents several advantages compared to the biological ones, such as nanopores robustness, the control of the number of 

pores and a long lifetime (several days or weeks). Thus their surface functionalization would increase their selective transport 

properties, their abilities to detect biomolecules or to study more in details their fundamental mechanisms. 

In this thesis, we design first bi-functional nanopores, pH- and ligand-gated. To do it, we used biotin-avidin system 

grafted inside a polymeric nanopore. We demonstrated that it is possible to reversibly gate the nanopore with pH modulation. 

Moreover, we are able to detect protein labeled with biotin and antibodies by analyzing the current rectification. The major 

drawback comes from the irreversibility of its covalent bonds. By using a similar concept combined with polyelectrolytes, we 

obtain a reversible functionalization. Depending on the ligand, the ionic selectivity and the conduction properties can be 

modulated. Next, we focused on fundamental questions regarding polynucleotides translocation, and more precisely on the 

influence of the surface state of the nanopore (hydrophobicity, charge) when the Debye distance is similar to the pore 

diameter. We show that if the nanopore has the same charge as the polyAdenosine or polyCytosine, the translocation time 

decreases, and the energy barrier of entrance decreases compared to an uncharged hydrophobic nanopore. Then, by 

modifying the surface of the nanopore made in PET film, we are able to detect short single and double strand of DNA (10 to 

40 bases). Finally, we tried to functionalize PET nanopores to avoid unspecific adsorption of proteins and to study the 

translocation of long fibrils of amyloids from lysozyme. This goal has not been entirely reach since we cannot claim that the 

fibrils translocate through the pore. 

In this thesis we show the interest and the need to functionalize the nanopores, to obtain biomimetic stimuli-

responsive (pH and ligand), to avoid unspecific adsorption or to study transport properties with the nanopore. It is easy to 

upscale those techniques to multipores membranes. Thus it is possible to design membranes to enhance their ionic separation, 

target molecule detection or more generally filtration applications. 
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