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ABSTRACT

This thesis explores transport phenomena in nanochannels on a chip. Fundamental
nanofluidic ionic studies form the basis for novel separation and preconcentration
applications for proteomic purposes.

The measurements were performed with 50-nm-high 1D nanochannels, which are
easily accessible from both sides by two microchannels. Nanometer characteristic
apertures were manufactured in the bonded structure of Pyrex-amorphous silicon —
Pyrex, in which the thickness of the amorphous silicon layer serves as a spacer to
define the height of the nanochannels. The geometry of the nanometer-sized apertures
is well defined, which simplifies the modeling of the transport across them. Compared
to biological pores, the present nanochannels in Pyrex offer increased stability.

Fundamental characteristics of nanometer-sized apertures were obtained by
impedance spectroscopy measurements of the nanochannel at different ionic strengths
and pH values. A conductance plateau (on a log-log scale) was modeled and measured,
establishing due to the dominance of the surface charge density in the nanochannels,
which induces an excess of mobile counterions to maintain electroneutrality. The
nanochannel conductance can be regulated at low ionic strengths by pH adjustment,
and by an external voltage applied on the chip to change the zeta potential. This field-
effect allows the regulation of ionic flow which can be exploited for the fabrication of
nanofluidic devices.

Fluorescence measurements confirm that 50-nm-high nanochannels show an
exclusion of co-ions and an enrichment of counterions at low ionic strengths. This
permselectivity is related to the increasing thickness of the electrical double layer
(EDL) with decreasing salt concentrations, which results in an EDL overlap in an
aperture if the height of the nanochannel and the thickness of the EDL are comparable
in size. The diffusive transport of charged species and therefore the exclusion-
enrichment effect was described with a simple model based on the Poisson-Boltzmann
equation. The negatively charged Pyrex surface of the nanometer characteristic
apertures can be inversed with chemical surface pretreatments, resulting in an
exclusion of cations and an enrichment of anions. When a pressure gradient is applied
across the nanochannels, charged molecules are electrostatically rejected at the
entrance of the nanometer-sized apertures, which can be used for separation processes.

Proteomic applications are presented such as the separation and preconcentration of
proteins. The diffusion of Lectin proteins with different isoelectric points and very
similar compositions were controlled by regulating the pH value of the buffer. When
the proteins are neutral at their pl value, the diffusion coefficient is maximal because
the biomolecules does not interact electrostatically with the charged surfaces of the
nanochannel. This led to a fast separation of three Lectin proteins across the
nanochannel. The pl values measured in this experiment are slightly shifted compared
to the values obtained with isoelectric focusing because of reversible adsorption of
proteins on the walls which affects the pH value in the nanochannel.

An important application in the proteomic field is the preconcentration of
biomolecules. By applying an electric field across the nanochannel, anionic and
cationic analytes were preconcentrated on the cathodic side of the nanometer-sized
aperture whereas on the anodic side depletion of ions was observed. This is due to
concentration polarization, a complex of effects related to the formation of ionic
concentration gradients in the electrolyte solution adjacent to an ion-selective interface.
It was measured that the preconcentration factor increased with the net charge of the
molecule, leading to a preconcentration factor of > 600 for rGFP proteins in 9 minutes.
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Such preconcentrations are important in micro total analysis systems to achieve
increased detection signals of analytes contained in dilute solutions.

Compared to cylindrical pores, our fabrication process allows the realization of
nanochannels on a chip in which the exclusion-enrichment effect and a big flux across
the nanometer-sized aperture can be achieved, showing the interest for possible micro
total analysis system applications. The described exclusion-enrichment effect as well
as concentration polarization play an important role in transport phenomena in
nanofluidics.

The appendix includes preliminary investigations in DNA molecule separation and
fluorescence correlation spectroscopy measurements, which allows investigating the
behavior of molecules in the nanochannel itself.

Keywords: concentration polarization, conductance plateau, electrical double
layer, exclusion-enrichment effect, ionic strength, micro total analysis system,
nanochannel, nanofluidics, nanoslit, preconcentration, permselectivity, proteomics,
separation, surface charge density, surface pretreatment, zeta potential



VERSION ABREGEE

Cette these explore les phénomenes de transport dans un nanocanal sur puce. Cette
¢tude fondamentale des phénomenes ioniques en nanofluidique est un premier pas vers
la définition des nouvelles applications de séparations et préconcentrations pour la
protéomique.

La partie expérimentale de cette thése s’appuie sur des mesures effectuées dans un
nanocanal 1D d’une épaisseur de 50 nm, qui est facilement accessible de ses deux
cotés par des microcanaux. Les ouvertures nanométriques ont été fabriquées dans une
structure Pyrex-silicium amorphe — Pyrex, ou I’épaisseur de la couche en silicium
amorphe sert d’espaceur pour définir la hauteur des nanocanaux. La géométrie des
nanocanaux est ainsi bien définie, ce qui simplifie la modélisation du transport a
travers ces structures. Comparées avec des pores biologiques, les nanocanaux
présentés en Pyrex offrent également une stabilité accrue.

Les caractéristiques fondamentales des ouvertures nanométriques sont ét¢ mesurées
par spectroscopie d’impédance du nanocanal pour divers valeurs de la force ionique et
du pH. Un plateau de conductance (en graphe log-log) a été modélisé et mesuré. Il
s’établit en raison de la dominance de la densité de charge de surface dans le nanocanal
induisant un exceés des contre-ions mobiles pour maintenir 1’électroneutralité. La
conductance des nanocanaux peut tre régulée a des faibles valeurs de la force ionique
pour des ajustements du pH et avec un potentiel électrique externe appliqué sur la puce
pour changer le potentiel zeta des parois du canal. Cet effet de champ permet de
réguler le flux ionique ce qui peut étre exploité pour la fabrication des puces
nanofluidiques.

Des mesures en fluorescence confirment que les nanocanaux de 50 nm de haut
induisent une exclusion des co-ions et un enrichissement des contre-ions a des faibles
forces ioniques. Cette permsélectivité est mise en relation avec 1’épaisseur de la double
couche électrique (EDL) qui augment avec la diminution de la concentration
¢lectrolytique, résultant dans la "fermeture" du canal si la hauteur du nanocanal et
I’épaisseur de ’EDL sont comparables dans leur taille. Le transport diffusif des
especes chargées et ainsi ’effet de 1’enrichissement et de 1’exclusion on été décrits par
un mode¢le simple basé sur 1’équation de Poisson-Boltzmann. La surface de Pyrex
chargée négativement peut étre inversée par des prétraitements chimiques de surface,
induisant une exclusion des cations et un enrichissement des anions. En appliquant un
gradient de pression a travers les nanocanaux, des molécules chargées sont rejetées
¢lectrostatiquement a 1’entrée des ouvertures nanométriques, ce qui pourrait étre utilisé
pour un procédé de séparation.

Des applications protéomiques ont également fait 1’objet d’études comme la
séparation et la préconcentration de protéines. La diffusion des protéines de lectin avec
des point isoélectriques (plI) différentes et des compositions trés similaires a pu étre
contrdlée en réglant la valeur du pH de la solution. Lorsque les protéines sont neutres a
leur valeur de pl, le coefficient de diffusion est maximal parce que les biomolécules
n’interagissent pas électrostatiquement avec les charges de surface du nanocanal. Ceci
aboutit a une séparation rapide des trois protéines de lectin a travers le nanocanal. Les
valeurs de pl mesurées lors de cette expérience sont 1égérement décalées par rapport a
celles mesurées par focalisation isoélectrique en raison de 1’adsorption réversible des
protéines aux parois, influencant la valeur de pH dans le nanocanal.

Une application importante dans la branche protéomique est la préconcentration des
biomolécules. En appliquant un champ électrique a travers le nanocanal, des especes
anionique et cationique ont été préconcentrées du coté cathodique de I’ouverture
nanométrique tandis que du coté anodique une déplétion des ions est observée. Ce
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phénomene est dii a la concentration de polarisation, un complexe des effets li¢ a la
formation de gradients de concentration ionique dans I’¢lectrolyte adjacent a une
interface sélective par les ions. L’augmentation du facteur de préconcentration a été
mesurée avec la charge nette des molécules, et des facteurs de préconcentration > 600
ont été¢ obtenus pour des protéines rGFP, en 9 minutes. Des telles préconcentrations
sont intéressantes pour des applications en micro total analysis systems pour obtenir
des signaux intenses lors de la détection des especes contenues dans des solutions
diluées.

Comparé¢ avec des pores cylindriques, notre procédé de fabrication permet de
réaliser des nanocanaux sur une puce dans lesquels ’effet de I’exclusion et de
I’enrichissement peut étre obtenu. De plus, un grand flux est regu a travers ces
ouvertures nanométriques, faisant voir I’intérét d’applications possibles en micro total
analysis systems. L’effet de 1’exclusion et de I’enrichissement, ainsi que la
concentration de polarisation jouent un rdéle important dans les phénomenes de
transport en nanofluidique.

L’annexe contient des investigations préliminaires dans la séparation des molécules
d’ADN et des mesures par spectroscopie de corrélation en fluorescence, ce qui permet
d’analyser le comportement des molécules dans le nanocanal lui-méme.

Mots clés : concentration de polarisation, densité de charge de surface, double
couche électrique, effet de l’exclusion et de [’enrichissement, force ionique, micro total
analysis system, nanocanal, nanofluidique, nanoslit, permsélectivité, plateau de
conductance, potentiel zeta, préconcentration, prétraitement de surface, protéomique,
séparation
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