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(2); dépdt sur ladite goutte de premiére phase (1) d'une goutte d'une seconde phase (4) liquide comprenant au moins un tensioactif
(41), ladite seconde phase (4) étant non miscible avec ladite premiére phase (1); évaporation de la goutte de la seconde phase (4); et
évaporation de la goutte de la premiére phase (1). La présente invention concerne également un procédé de détection d'au moins un
analyte (11) mettant en ceuvre ledit procédé de concentration; et un systéme mettant en ceuvre ledit procédé de détection.
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PROCEDE DE CONCENTRATION IPANALYTES

DOMAINE DE L’INVENTION

La présentc invention concerne les domaines de la biologie et du diagnostic. En

5 particuher, la présente tovention concerne un procédé de conceniration d’analytes.

ETAT DE LA TECHNIQUE

La majorit¢ des techniques d’analyse utilis¢es pour la détection d’analytes en solution
consiste & déposer une goutte de faible volume d’une solution contenant des analyies sur
10 un substrat adéquat 8 la technique d’analyse souhaitée. L’évaporation de la goutte
entraine unc répartition des analytes sur toute la surface de contact entre la goutte et le
substrat, menant & ce que Uon appelic communéroent « Peffet tache de café ». En effet,
lors de ’évaporation de la goutte, des ¢coulements se produisent spontanément du fait

d’une ¢évaporation non vuiforme le long de Pinterface. « L effet tiche de café » est un

-
(¥4

phénomdne physigue qui se produit lorsqu'une suspension colloidale s’¢vapore sur un
substrat solide (Deegan ot al,, Nature, 1997, 389, 827-829) : lc matériau ¢n suspension
est déposé préférentiellement au niveau de la ligne de contact entre la goutte et le substrat
formant anst un anncaun de dépdt. Dans le cas de solutions d’analytes peu concentrées,
leurs détections ¢t leurs identifications sont rendues difficiles par cette répartition des
20 analytes au niveau de la higne de contact entre 1a goutte ot ke substrat ot sont alors himitées
par la sensibilité des outils analytiques. De plus, pour une analyse efficace et de haute

gualité, les dépdts doivent étre homogénes ¢t reproductibles d’une goutte & Pautre.

H est connu davoir recours a une méthode d’électromoutllage afin d'inhiber
el

« Peffet tache de café » en empéchant "ancrage de la ligne de contact de la goutte sur I

]
o

substrat. Par exemple, le document EP 2388568 décrit un dispositif de traitement de
gouttes composé dun substrat comprenant deux électrodes interdigitales erobarquées
dans ledit substrat. Lors de Papplication d’un courant alternatif, la ligne de contact entre

la goutte et le substrat est raaintenue on mouvement. Au cours du séchage de la goutie,
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Panalyte ne peut donc pas se répartir sur 1a ligne de contact ¢t se concentre. Cependant,
ce type de dispostiif est complexe et nécessite Putilisation d un substrat particulier equipe

d’électrodes.

il est ¢galement connu de homme du métier que « Ueffet tAche de café » disparait
lorsque  des  ¢coulements de  Marangomt  sont  produits  dans  la goutte
{Deegan et al.,, Physical Review E, 2000, 61, 475-485). Ces écoulements interviennent
des lors qu’il y a un gradient de tension de surface Ie long de Pinterface de la goutte, le
fluide s’¢coule alors depuis les végions de plus faible tension de surface vers les régions
de plus grande tension de surface. Les recirculations alors engendrées par les écoulements

e Marangoni au sein de la goutte perroctient de concentrer des espéees de toutes natures
ot de toutes tailles (cristaux, biomolécules, peptides, protéines, nanoparticules ou
microparticules) présentes dans 'échantillon. Ces Scounlernents peuvent &ire activés par
différents mécanismes, notamment par effet thermocapiliaire, ¢’est-a-dire application
d’un gradient de température qui entraine un gradient de tension de surface. I est connu
que pour des substrats de trés faible conductivit¢ thermique les écoulements de
Marangoni sc font depuis la ligne de contact vers le centre de la goutte. Le document
US 2015/0118696 décrit un dispositif diagnostic wettant en wuvre ce mécanisme ef
permettant de concentrer des analytes supportés sur des particules micrométriques.
Cependant, un tel dispositif nécessite un couple Hguide/substrat particalier, 4 savoir que
la conductivité thermique du substrat doit &tre 1,0 fois plus faible que celie du liquide. Le
choix du liguide contenant les analytes & ¢tudier ¢t du substrat utilisé est done limité a un

nombre restreint de couples potentiels.

Une autre méthode pour créer des écoulements de Marangoni consiste a créer un gradient
de concentration de tensicactifs gui géndre un gradient de tension de surface. 1l est connu
que le mélange d'une suspension colioidale avec un tensioactif permet 4 induire un effet
solutocapillaire qui permet de concentrer les analytes au centre de la zone deo dépdt
{Deegan et al., Physical Review E, 2000, 61, 475-485). Cependant, cetie méthode cutraine
une poliution de la solution d’analytes par les tensigactifs et ne facilite donc pas leur

détection.
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Le document Kister et al. déerit {e dépét de gouttes comprenant un analyte sur une plague
MALDI co vue d’une analyse par spectromdiric de masse avec source dhomsation laser
assistée par une matrice (Analytical Chemistry, 2013, 85, 1283-1289}. Les goutites
comprenant Panalyte sont dispersées dans une phase huileuse avant leur dép6t. Un tel
procéde ne permet pas la concentration de Panalyte au centre de la zone de dépét de la
goutte. Le document Nguyen Truskett ot all décrit Uinfluence des surfactants sur
{’¢vaporation d’une goutte, plus précisément sur le motif de dépdt de particules contenues
dans la goutte pendant Uévaporation. (Langmuir, 2003, 19, 8271-8279). 1I décrit un
procedé comprenant la forrmation d’une goutte comprenant des particales, la pulvérisation
d'un surfactant, acide pentadécanoique, & la surface de ladite goutte, le dépdt de la goutte
sur un substrat, et ¢vaporation de la goutte. Cependant up tel procéde ne permet pas de
concentrer les particules an centre de la zone de dépdt de la goutte. En effet, aprés
évaporation, los particules présentes initialement dans la goutte ne sont pas concentrées

au centre de ia goutte et un effet « tAche de café » est clairement observable.

L'objet de la présente invention est donc de fournir un procédé de concentration
d’analytes permettant un dépdt homogéne, reproductible, sans pollution desdits analytes
et sur tous types de substrat afin de permettre la détection de concentrations en analytes

plus faibles gue celle permise par les méthodes classiques.

RESUME

L’invention concerne un procédé de concentration d’au moins un analyte comprenant los
¢tapes suivantes

- la préparation d’une premicre phase comprenant au moins un analyte ;

- le dép6t d’une goutte de ladite premidre phase sur un substrat ;

- le dépdt sur ladite goutte de premidre phase dune goutte d’une seconde phase
liquide comprenant au moins un tensioactif, ladite scconde phase étant non
miscibie avec ladite premiére phase ;

- Pévaporation de la goutte de la scconde phase ; et

- Pévaporation de la goutte de la premiére phase.
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Dans un mode de réalisation, le au moins un tensioactif est non miscible avec la premigre
phase. Dans un mode de réalisation, le an moins un tensioactit est nou volatil, Dans un
mode de réalisation, le au moins un tensioactif non volatil est fluore, sélectionné parmi
les tensioactifs suivants, mais sans y étre himité : 1H, 1H, 2H, 2H-perfluoro-i-octanol ;
IH, TH-perfluoro-1-tetradécano! ; acide perfluorodecansique ; 2-(Perfluorsoctyl) alcool
Sthyhigue ; 2,2,3,3,4.4,4,4-heptafluoro-1-butanol ; ou bien un composé de la méme
famille. Dans un mode de réalisation, la premi¢re phase ne comprend pas de tensicactif.
Dans un mode de réalisation, la premicre phase est une solution aqueuse. Dans un mode
de réalisation, la seconde phase est une huile volatile. Dans un mode de réahisation, Phuile
volatile est une huile fluorée, de préférence de type CoFunrz ou CiF2u1OCHow 1 ou bien

un mélange,

L’invention concerne également un proccdé de détection d’au moins un analyte
comprenant :
- au moins une &tape de concentration d’au moins un analyte mettant en couvre le
procede de concentration selon la préseute mvention ; et
- la détection du au moins un analyte concentré par une méthode d’analyse

physico-chimique ou biclogique.

Dans un mode de réalisation, les étapes de concentration d’au moins un analyte telles que
définies dans la présente invention peavent étre répétées plusieurs fois avec le méme au
moins un analyte avant la détection dudit av moins un analyte. Dans un mode de
réalisation, le substrat coraprend une pluralité de puits chacun de dimensions configurées

pour recevotr une phuralité de gouttes de la premiére phase ¢t de la seconde phase.

L invention concerne également un systéme mettant en ccuvre le procéde de détection
d’au meins un analyte sclon la présente mvention coraprenant !

- un dispositif microflindigue configuré pour déposer au woins une goutte de la
premilre phase ¢t de la seconde phase sur un subsirat ;

- un substrat, ledit substrat Stant une plagque comprenant une pluralit¢ de puits

chacun de dimensions configurées pour recevoir une pluralit¢ de gouttes de la

premiére phase et de la seconde phase ;
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- un moyen de déplacement du substrat configuré pour déplacer ledit substrat par
rapport au dispositif microfluidique ; ¢t
- un dispositif de détection physico-chimique ou biologique du au moins un

analyte concentré.

DEFINITIONS

Dans ls présente invention, les termes ci-dessous sont définis de la manidre suivante :

« Yolatil » concerne un composé qui 2 une valeur de pression de vapeur saturante de
10 mbar & 500 mbar & 20°C, de préférence de 100 mbar & 500 mwbar a4 20°C; et
s’¢vapore a templrature ambiante et pression atmosphérigue.

-« Non volatil » concerne un composé qui ne s Svapore pas & température arnbiante ot

pression atmosphérique.

-« Tensioactif » concerne une moléeule permettant d’abaisser la tension de surface

d’unc phase hquide.

-« Analyie » concerne un composé d'intérét présent dans un ¢chantillon 4 analyser. Il
peut &tre de toute natwre et de toute taille parmi, sans y &tre limité : cristanx ;

biomoliCcules ; peptides ; protéines | nanoparticules ou microparticules.

DESCRIPTION DETAILLER

Selon un premier aspect, 1a présente invention concerne un procede de concentration d au

moins un analyte.

Le procédé de concentration d’au moins un analyte comprend les Stapes suivantes :
- préparation d’une prenudre phase liquide comprenant an moins un analyte |
- dépdt d'une goutte de ladite premiére phase sur un substrat |
- dépdt sur ladite goutte de premidre phase d’une goutte dune secounde phase
figuide comprenant au moins un tensioactif, ladite seconde phase Stant non
wiscible avec ladite preroidre phase |

- &vaporation de la goutie de la seconde phase ; et
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- ¢vaporation de [a goutte de la premiére phase.
Le procéde de concentration d’au moins un analyte est iHlustré en figure 8.

L’ évaporation de la goutte de la seconde phase entraine la concentration d’au moins un
tensioactif au nivean de la ligne de contact de la goutte de la premidre phase sur le substrat.
Cette concentration de roolécnles de tensivactif erée un gradient de tension de surface par
effet solutocapillaire. Cela contraine Papparition de recirculations cngendrées par les
¢coulements de Marangoni des régions de plus faible teusion de surface vers les régions
de plus grande tension de surface, ¢’est-a-dire de la périphCrie de la goutte vers "apex de
la goutte. Les analvtes sont alors concentrds au centre de la surface inttislement occupde

par la goutte de Ia premidre phase, favorisant leur détection.

De plus, lo procedé de la présente invention permet de limiter et/ou d'empécher la
pollution de Panalyte présent dans la goutte de la promidre phase car le tensioactif n’est

pas présent dans la premidre phase,

Selon un mode de réalisation, les Stapes de dépdt d’une goutte de ladite premicre phase
ct de dépdt sur ladite goutte de premicre phase d’une goutte d’une scconde phase sont

SUCCELsIves.

Selon un mode de réalisation, les étapes de dépdt dune goutte de ladite premiére phase
et de dépdt sur ladite goutte de premicre phase d'une goutte d une seconde phase sont

ndépendantes.

Selon un mode de réalisation, les Stapes de dépot d'une goutte de ladite premicre phase
et de dépdt sur ladite goutte de premudre phase d’une goutte d une seconde phase ne sont

PAas SUCCessives.

Selon un mode de réalisation, les étapes de dépdt d’une goutte de ladite premiére phase
et de dépdt sur ladite goutte de premicre phase dhune goutte d’une seconde phase sont

simultanées,
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Selon un mode de réalisation, les étapes de dépdt d’une goutte de ladite premiére phase
et de dépdt sur ladite goutte de premidre phase d une goutte dune seconde phase ne sont

pas indépendantes.

Selon un mode de réalisation, les exemples d’analytes comprennent sans vy &fre Himites ¢
peptide, mélange de peptides, chaine polypeptidique de haut poids moléculaire par

exemple une protéine, ou mélange de ceux-ci.

Selon un mode de réalisation, la premicre phase est préparée en mélangeant une solution

d’au moins un analyte avec le liguide de la premidre phase.

Selon un mode de réalisation, la premicre phasc est préparée en mélangeant une solution
d’au rooins un analyte, ainsi que tout autre compose, hormis un tenstoactif, tel quiune

matrice pour MALDI-TOF avec le Hiquide de la premiére phase.

Selon un mode de réalisation, 1a matrice pour MALDI-TOF est sélectionnée parmi les
matrices  suivantes, als  sans  y  &tre hmutée 1 5-diamunonaphtaléne ;
2-mercaptobenzothiazole ; 4-aminoguinaldine ; 2-(2-aminocthylamino}-3-nitropyridine |
274 6 -trihydroxyacétophénone ; aminocacridine ; acide g-cyano-4-hydroxycinnanique

ou bien un composé de fa radme famille.

Selon vo mode de réalisation, le dépdt des gouttes de la premidre phase et de la seconde

phase est effectud sans y étre limité, par une pipette ou par un systéme microfluidigue.

Selon un mode de réalisation, lors du dépdt de la goutte de la premidre phase, ladite goutte

n’est pas encapsuiée, contenue, entourée, enveloppée ou dispersée dans la seconde phase.

Selon un mode de réalisation, lors du dépdt de la goutte de la seconde phase, ladite goutte
n’est pas encapsulce, contenue, entourde, enveloppée ou dispers€e dans la premicre

phase.

Selon un mode de réalisation, les gouttes de la premicre phase ont un diametre allant de
10 um & 1 mm, de préférence de 50 pm & 800 um, encore plus préférentieliement de

100 um & 400 pm.
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Selon un mode de réalisation, les gouttes de la seconde phase ont un diamétre allant de
10 pm & 1 mao, de préférence de 50 pm a 800 w, encore plus préférentieliement de

100 um a2 400 pm.

Selon un mode de réalisation, les gouttes de la seconde phase ont un diametre différent

du diamétre des gouties de la premidre phase.

Selon un mode de réalisation, les gouties de la seconde phase ont un diamétre supéricur
au diametre des gouttes de la premicre phase. Ce mode de réalisation a 'avantage de

permettre & ia goutte de seconde phase de bien englober la goutte de premidre phase.

Selon un mode de réalisation, les gouttes de la premicre phase ont un volume allant de

Iplalpl, depréférence de T nl a 10 ol

Selon un mode de réalisation, les gouttes de la premicre phase ond un volume supéricur 4

S ni..

Selon un mode de réalisation, les gouttes de la seconde phase ont un volume allant de

TpLalpl,depréférence de I nba 10 nk.

Selon un mode de réalisation, les gouttes de la scconde phase ont un volume suplricur &

5ul.

Selon un mode de réalisation, les gouttes de la seconde phase oot un volurse différent du

volume des gouttes de la premidre phase.

Selon un mode de réalisation, les gouttes de la seconde phase ont un volume supéricur

volume des gouttes de la premidre phase.

Selon un mode de réalisation, les étapes d’évaporation des gouites de la premire phase

et de la seconde phase ont licy a température ambiante ¢t pression atmosphérique.

Selon un mode de réalisation, "évaporation des gouttes de la premidre phase et/ou de la
seconde phase peut étre accélérée par chauffage et/ou par Papplication d'un flux gazeux
a proximité des gouttes tels gu’un flux de Nz, Ar, O, datr, ou tout gaz connu de "homme

du métier ou un mélange de ceux-ci.
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Selon un mode de réalisation, la premidre phase ne comprend pas de tensioactif. Ce mode
de réalisation permet de prévenir une contarmination de la prermdre phase par des

composes externes tels que des tensioactifs.

Selon un mode de réalisation, la premicre phase ne comprend pas le liquide de la seconde

phase.

Selon un mode de réalisation, la seconde phase ne comprend pas le liquide de la premicre

phase.

Selon un mode de réalisation, la premucre phase est une solotion aqueuse. Dans ce mode

ic réalisation, la scconde phase non miscible avec la premiére phase est une huile.

Selon un mode de réalisation, les exemples de solution aqueuse incluent mais ne sont pas
timites a s un mélange d'eau et & au raoios un solvant maiscible 8 Peau corroe par exemple
un meélange eau-acétonitrife. Un mélange eau-acétonitrile est particulicrement avantageux
car Pacétonitrile est miscibie & Peau ot pormet une dispersion facilitée de composés pou

hydrophiles dans la sohution aqueuse par son caractere plus hydrophobe de 'eau

Selon un mode de réalisation, les exemples de seconde phase inchient mais ne sont pas
limités & © les huiles volatiles telles que les huiles fluorées ; les ¢thers non miscibles 4
Peau tels que, par exemple, Udther éthylique ; ou des alcanes {8gers tels que, par exeruple,

le pentane ou "hexane.
Selon un mode de réalisation, le tensicactif est miscible dans la seconde phase.

-~

Selon un mode de réalisation, ia scconde phase est une huile volatile. Ce mode de

réalisation permet voe évaporation rapide et howogdue de la secounde phase.
Selon un mode de réalisation, la goutte d’huile volatile §'¢vapore en moins d une minute.

Selon un mode de réalisation, la durle d’évaporation de la goutie d huile volatile varic

entre 1 et 30 secondes, préférenticliement entre 1 et 10 secondes.

Selon un meode de réalisation, huile volatile est une huile fluorée. Elle présente des

avantages pour cette application, comme sa valeur de pression de vapeur saturante, sa
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miscibilité avec les tensioactifs employés, 'absence de contamination aprés ¢vaporation,

ou son ertie chimnque vis-a-~vis de la solution d’analytes.

Selon un mode de réalisation, huile fluorée est de préférence de tvpe CoFaniz avee n=6
préférenticliement ou CaFoanOCs How 1 avee n=3 ou 4 et nw’=1 préférenticllement ou bien

un raclange.

Selon un mode de réalisation, le au meins un tensicactif n’est pas miscible avee la
premiére phase. Dans ce mode de réalisation, le au moins un tensicactif est miscible avec
la seconde phasc. Dans ce mode de réalisation, la contamination de la premiére phase par
des molécules de tensioactifs est empdchee, le brunt sur le signal & analyse engendré par

une telle pollution est donc Sliminé ot la détection des analytes facilitée.

Scion un mode de réalisation, le au moins un tensioactif est non volatil. Dans ce mode de
réalisation, a la suite de Uévaporation de la scconde phase, le tonsioactif non volatil se
retrouve picgd majoritairement pres de la ligne de contact de ia goutte de la premicre
phase contenant les analytes sur le substrat sans toutctois y péuétrer car noun miscible dans
cette derniére. Cette concentration de molécules de tensivactif crée un gradient de tension
de surface, ot entraine P'apparition de recirculations engendrées par les écoulements de

Marangoni de la périphérie de la goutte vers Papex de la goutte,

Selon un mode de réalisation, e au momns un tensioactif non volatd est fluoré, sélectionné
parmi les tensicactifs suivants, mais sans y étre limité : 1H, IH, ZH, 2H-perfluoro-1-
octanol ; 1H, H-~perfluoro-1-tetradécanol ; acide perfluorodecancique ;
2-(Perfluorcoctyl} alcool Sthylique ; 2,2,3,3,4,4.4,4-heptatiuoro-1-butanel | ou bien un

compos¢ de la méme fanulle.

Selon un mede do réalisation, le substrat ost sélectionné parmi, mais sans y étre
Hmite - métal ; verre ; sificium ; polymére tel que le polydiméthylsiloxane ; téflon ; acier

noxydable.

Selon un mode de réalisation, la premicre phase et o substrat ont des caractéristiques
d’hydrophobic contrawres. Dans ce mode de réalisation, si la premiére phase est une

solution aqueuse, alors le substrat est hydrophobe, et inversement, si la premicre phase
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cst une phase huileuse, alors ic substrat est hydrophile. Ce mode de réalisation permet de

prévenir étalement de la goutte sur le substrat.

Selon un mode de réalisation, la surface du substrat subit un tratterocnt chirnique ct/ou
physique avant lo dépot des gouttes afin d assurer des caractéristiques d hydrophobie

contraires entre ledit substrat et la premicre phase.

Des exemples de trattement chimigue ot/ou physique sont bicn connus de Vhomme du
métier ot incluent, sans y &tre imite, des greffages chimiques ou des traitements physiques

(UV ozone, plasma etc.. ).

Selon un mode de réalisation, le substrat peut étre une plaque de surface lisse ou une

plague comprenant au moins un puits.

Selon an mode de réalisation, le substrat n’est pas une plague comprenant des zones

hydrophiles dans un revétement hydrophobe.

Selon un mede de réalisation, le substrat n’est pas une plaque d’acier recouvert d’une
couche de t¢flon hydrophobe, ladite couche étant structurée par ablation laser pour former

des zones hydrophiles sur la plague.

Selon un mode de réalisation, aprés évaporation le au moins un analyte est conceniré au

centre de ia zone de dépdt de la goutte de la premiére phase.

Selon un second aspect, Uinvention concerne également un procddd de détection d’au

mons vu analyte.

Le procédé de détection d’au mowns un analyte coraprend les étapes sutvantes !
- préparation ¢’ une premiére phase liquide comprenant au moins un analyte ;
- dépdt d'une goutte de ladite premidre phase sur un substrat |
- dépdt sur ladite goutte de premicre phase d’une goutte d’une seconde phase
Hguide comprenant au moins un tensioactif, ladite seconde phase ¢tant non
miscible avec ladite premidre phase ;
- ¢vaporation de la goutte de la seconde phase ;

- &vaporation de la goutte de la premidre phase ; et
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- détection et/ou analyse du au moeins un analyte concentré par une méthode

d’analyse physico-chimigue ou biologigue.

Selon un autre aspect, Pinvention concerne Sgalement un procdd? de conceniration et de
5

détection d’au woins un analyte.

Le procédé de concentration et de détection d’au rooius un analyte coraprend les Stapes
suivantes :

- préparation d’une premidre phase liguide comprenant au moins un analyte ;

- dépdt d'une goutte de ladite premiére phase sur un substrat ;

- dépdt sur ladite goutte de premicre phase d'une goutte d'une seconde phase
Higuide comprenant au moins un tensioactif, ladite seconde phase Stant non
wiscible avec ladite preroidre phase |

- ¢vaporation de la goutte de la seconde phase ;

- évaporation de la goutte de la premidre phase ; et

- détection ¢t ou analyse du au roins un avalyte concentré par une méthode

d’analyse physico-chimique ou biclogique.

Selon un mode de réalisation, les étapes de concentration d’au moins un analyte telles que
définics dans le premier aspect de la présente invention peuvent &tre répétées plusicurs

fois avec le méme an moios un analyte avant la détection dudit au mowns un analyte.

Selon un mode de réalisation, la premicre phase est préparée en mélangeant une solution

d’au moins un analyte avec le liquide de la premiére phase.

Selon un mode de réalisation, la premicre phase est préparée en mélangeant une solution
d’au moins un analyte, amnsi que tout autre composé, hormis un tensioactif, tel gu’une

matrice pour MALDI-TOF avec le liquide de [a premiére phase.

Selon un mode de réalisation, la matrice pour MALDI-TOF est s¢lectionnée parm les
matrices  suivantes, mais  sans vy Otre  hmtée:  1,5-diarminonaphtaléne ;
2-mercaptobenzothiazole | 4-aminoquinaldine ; 2-(2-aminocthylamino}-S-nitropyridine ;
2' 4" 6 trihydroxyacétophdénone ;| aminpacridine ; acide g-cyang-4-hydroxycinnamique

ou bien un corpose de la méme fanulle.
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Selon un mode de réalisation, e dépdt des gouttes de la premicre et de la seconde phase

est effectud, sans y &tre hmité, par voe pipette ou vo systéroe mucrofluidigue.

Selon un mode de réalisation, lors du dép6t de la goutte de la premiére phase, ladite goutte

n’est pas encapsuiée, contenue, entourée, enveloppée ou dispersée dans a seconde phase.

Selon un mode de réalisation, lors du dépdt de la goutte de la seconde phase, ladite goutte
nest pas encapsulée, contenue, entourée, enveloppée ou dispersée dans la premicre

phase.

Selon un mode de réalisation, les gouties de la prevoiere phase ont vo diamdétre allant de
10 um & | mm, de préférence de 50 um & 800 um, encore plus préférenticlioment de

100 um a 400 pm.

Selon un wode de réahisation, les gouttes de la seconde phase out un diamétee allant de
10 um & 1 mm, de préférence de 50 pm & 800 um, encore plus préférentieliement de

100 pm a 400 pm.

Selon un mode de réalisation, les gouties de 1a scconde phase ont un diamdtre différent

du diametre des gouttes de la premicre phase.

Selon un mode de réalisation, les gouttes de la seconde phase ont un diamétre supéricur
au diametre des gouttes de la premiére phase. Ce mode de réalisation a 'avantage de

permettre 4 la goutte de seconde phase de bien englober la goutte de premiére phase,

Selon un roode de réalisation, les gouttes de la premicre phase out un volume allant de

Tplalul, depréférence de I nb a 10 nk.

Selon un mode de réalisation, les gouttes de la premidre phase ont un volume suplricur &

5nl.

Selon un mode de réalisation, les gouttes de la seconde phase ont un volume allant de

Iphalpl,depréférence de i nb a 10 nk.

Selon un mode de réalisation, les gounttes de la seconde phase ont un volume supéricur &

5nbL.
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Selon un mode de réalisation, les gouttes de la seconde phase ont un volume différent du

volume des gouttes de la premidre phase.

Selon un mode de réalisation, les gouttes de la scconde phase ont un volume supdricur

voiume des gouttes de ia premiére phase.

Selon un mode de réalisation, les ¢tapes d’évaporation des gouttes de la premicre et de la

scconde phase out licu a terapérature ambiante et pression atmosphérigue.

Selon un mode de réalisation, les étapes d’évaporation des gouttes de la premicre et de la
seconde phase peuvent &tre accelérées par chauffage et/ou par Uapplication d’un flux
gazeux a proximité des gouttes tels gqu'un flux de No, Ar, O, dair, ou tout gaz connu de

Phomme du métier ou un mélange de ceux-¢i
Selon un mode de réalisation, la premicre phase ne comprend pas de teosioactif.

Selon un mode de réalisation, la premidre phase ne coraprend pas le hiquide de la seconde

phase.

Selon un mode de réalisation, la seconde phase ne comprend pas le liquide de la premicre

phasc.

Selon un mode de réalisation, la premicre phase cst une solution aqueuse. Dans ce mode

de réalisation, la seconde phase non miscibie avec la premicre phase est une huile.

Selon un mode de réalisation, les exemples de solution agueunse mcluent mais ne sont pas
limités 4 1 un meélange d’eau ot d’au moins un soivant miscible 4 ’eau comme par exemple
un raélange eau-acétonitrile. Un roélange cau-acctonitrile est particuli¢reraent avantageux
car Pacctonitrile est miscible & 'ecan of permet une dispersion facilitée de composés peu

hydrophiles dans la solution aqueuse par son caractére plus hydrophobe de Peau.

Selon un mode de réalisation, les excroples de seconde phase incluent mais ne sont pas
Himités & ¢ les huiles volatiles telles que les huiles fluordes ; les éthers non miscibles a
Peau tels que, par exemple, Uéther éthylique ; ou des alcanes i¢gers tels que, par exeraple,

te pentane ou Uhexane.
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Selon un mode de réalisation, le tensioactif est miscible dans la seconde phase.
Selon un mode de réalisation, la scconde phase est une huile volatile.
Selon un mode de réalisation, la goutte d"huile veolatile s’évapore en moins d'une minute,

Selon un mode de réalisation, la durée d’¢vaporation de la goutte d huile volatile varie

entre 1 of 30 sccondes, préférenticliement entre 1 ot 10 secondes.
Sclon un mode de réalisation, huile volatile est une huile fluore.

Selon un mode de réalisation, Phuile fluorée est de préférence de type CoFaniz avee n=6

prétérenticlioroent ou CaFzanOCoHon 11 avee n=3 ou 4 et n'=1 préférenticlicrnent ou bien

un mélange.

Selon un mede de réalisation, le an moins un tensicactif n’est pas miscible avee la
premicre phase. Dans ce mode de réalisation, le au moins un tensioactif est miscible avec

la seconde phase.
Selon un mode de réalisation, e au moins un tensioactif est non volatil.

Selon un mode de réalisation, e au moing un tensioactif non volatd est fluoré, sélectionné
parmi les tonsioactifs suivants, mais sans y étre limit¢ ¢ TH, 1H, 2H, 2H-perfluoro-1-
octanol ; 1H, H-~perfluoro-1-tetradécanol ; acide perfluorodecancique ;
2-(Perfluorcoctyl) alcosl Sthylique ; 2,2,3,3,4,4,4 4-heptatiuoro-1-butanol ; ou bien un

corpos¢ de la méme famulie.

Selon un meode de réalisation, le substrat est sélectionné parmi, mais saus y étre
limité - métal ; verre ; silicium ; polymére tel que le polydiméthylsiloxane ; téflon ; acier

wmoxydable.

Selon un mode de réalisation, la premucre phase ot o substrat ont des caractéristiques
d’hydrophobie contraires. Dans ce mode de réalisation, si la premiére phase est une
solution aqueuse, alors Io substrat est hydrophobe, et inversement, si fa premidre phase
est une phase huileuse, alors le substrat est hydrophile. Ce mode de réalisation permet de

prévenir {"Stalement de la goutte sur le substrat.
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Selon un mode de réalisation, la surface du substrat subit un traitement chimique et/ou
physique avant le dépdt des gouties afin d assurer des caractérstiques d hydrophobie

contraires entre ledit substrat et la premidre phase.

Des exemples de tratternent chimique et/ou physigue sont bien connus de 'homme du
mcticr et incluent, sans y étre limite, des grettages chimiques ou des traitements physiques

(UV ¢zone, plasma etc.. ).

Selon un mode de réalisation, le substrat peut éire une plaque de surface lisse ou une

plague comprenant au mMons un puits.

Selon un mode de réalisation, aprés ¢vaporation l¢ au moins un analyte est concentrd au

centre de la zone de dépdt de la goutte de la premiére phase.

Selon un mode de réalisation, aprés évaporation o au vooins un analyte est concentré au

centre du puits dans lequel a &té déposée la premicre goutte.

Selon un mode de réalisation, la méthode d’analyse physico-chimigue oun biologique pour
la détection du au moins un analyte peut Stre choisie parrat, sans étre hmitée 4 la
spectrométrie de masse, la spectroméirie de masse MALDI-TOF, la microscopie par
fluorescence, des microarrays, des tests immmnochimiques ou toute autre technique

d’analyse de chimie analytique ou de biologice.

Le procédé de conceniration d’au moins un avalyie tel que défim dans la présente
invention est particuliérement avantageux pour la détection d’analytes par les méthodes
d’analyse ci-dessus. Eu effet, Phomogeneite et la reproductibilité des dépdts de solution
d’analytes sont deux paraméires importants pour atteindre une analyse efficace. En
particulier, la spectrométric de masse 4 désorption/ionisation laser assistée par matrice ot
couplée a un analyseur a temps de vol (MALDI-TOF-SM), technique d’analyse
coursmiroent utilisée en protéorque et en particulier dans toutes les phases de
développement de biomarqueurs, présente de nombreux avantages tels que la sensibilite,
la précision et la rapidité d’analyse. La sensibilité¢ de détection de la technique
MALDI-TOF-SM est par atlleurs forteroent corrélée a la masse de la biomolécule 4

]

analyser. Cependant, cette technigue présente quelques limitations concernant la
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reproductibilité du signal obtenu principalement lices & Uhétérogénéite lors du processus
de séchage des échantilions. Le procéde de concentration selon la présenie invention

permet de répondre avantageusement a cet inconvenient.

Selon un troisiéme aspect, Uinvention concerne également une plaque d'analyse, en

particulier une plaque MALDL
Selon un mode de réalisation, la plaque d’analyse est lisse.

Selon un mode de réalisation, la plaque d’analyse comprend une pluralité de puits. Cette
plague d’analyse permet de faire des dépdts homogenes ef reproductibles. Elle a auss
pour avantage de permettre des dépdts multiples en répltant les dépdts de gouttes de
solution dans un méroc puits, condwisant 4 voe augmentation de la concentration en

analytes dans ledit puits.

Selon un mode de réalisation, chague puits est configuré pour recevoir au moins une

goutte d’une solution,

Selon un mode de réalisation, chaque puits a un diamétre allant de | ym a 10 mm, de

560 um a 1 mam ou encore d’environ 700 pm.

Selon un mode de réalisation, chaque putts a une hauoteur allant de 1 pm 4 500 um, de

50 pm a 250 pm ou encore d environ 100 pm.

B

Selon un mode de réalisation, chague puits a un volume ailant de 1,5 fLa 5 ylL, de

préférence de SO L 4 1 pl, de préférence de 1 nl a 500 nl.
Selon un mode de réalisation, chague puits a un volume minimum de 100 nl.
Selon un mode de réalisation, chagque puils comporte une dimension de Povdre de 700 um.,

Selon un mode de réalisation, chaque puits a une hauteur de 100 wm ot un diamétre de

700 um.
Selon un mode de réalisation, chague putts a une hanteur de minimum de 100 ym.

Selon un mode de réalisation, chaque puits a un diametre minimum de 300 pm.
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Selon un mode de réalisation, chague puits a un diamétre strictement supéricur & 300 um.
Selon un mode de réalisation, tous les puits ont la méme hauteur et/ou e méme diamétre.
Selon un mode de réalisation, les puits ont des hauteurs et/ou des diametres différents.

Selon un mode de réalisation, la hauteur et/ou le diamétre des puits varie selon leur

position sur la plague.

Selon un mode de réalisation, le matériau de la plague d’analyse est sélectionné parrm,

mais sans y étre limité : métal, verre, stlicium, polymere, téflon, acier inoxydable.

Selon un wode de réahisation, la plague d’analyse comprenant une pluralité de puits est
fabriquée par photolithographie, préférenticliement par photolithographic d'un wafer de

sthictum surmont¢ d’une résine photosensible.

Selon un mode de réalisation, la plaque d’analyse nest pas une plague comprenant des

zones hydrophiles dans un revétement hydrophobe.

Selon un mode de réalisation, la plague d’analyse n’est pas une plaque d’acier recouvert
d'une couche de t¢tlon hydrophobe, ladite couche Stant structurée par ablation laser pour

former des zones hydrophiles sur la plague.

Selon un wode de réahisation, la plague d’analyse comprenant une pluralité de puits est

fabriquée par usinage, préférenticllement par usinage d'une plaque en acier inoxydable.

Dans un mode de réalisation, la plaque sclon la présente invention est avantageusement

utilisée comme substrat selon le premier ou le second aspect de ia présente invention.

Dans un mode de réalisation, chaque putts est configuré pour recevoir une pluralité de
gouttes de la premidre phase ot de la seconde phase. Ce mode de réalisation a pour
avantage de permettre des dépdts multiples en répétant les dépdts de gouttes dans un
méme puits, chacun des dépdts étant séparé par une Stape d’évaporation de la goutte de
la seconde phase et une &tape d’évaporation de la goutte de la premiére phase. Ce mode

de réalisation conduit & une augmentation de la concentration en analytes dans ledit puits.
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Selon un quatridme aspect, invention concerne également un systéme mettant en guvre

te procéd¢ de détection d’au moins un analyte selon la présente foveuntion.

Le systéme mcttant en suvre le procédé de détection d’au moins un analyte selon la
présente invention comprend ¢

- un dispesitif microfluidique configuré pour déposer au moins une goutte de la
premicre phase et de la seconde phase comprenant au moins un tensioactif sur
un substrat ;

- un substrat, ledit substrat étant unc plaque coraprenant une plaralite de puits
chacun des puits ¢tant de dimensions configurées pour recevoir une pluralité de
gouttes, préférenticllement au moins deux gouttes dont une goutte de la premilre
phase et une goutte de la seconde phase ;

- un moyen de déplacement du substrat configuré pour déplacer ledit substrat par
rapport au dispositif microfluidique ; ¢t

- un dispositif de détection physico-chimique ou biologique du au moins un

analyte concentré.

Selon up autre aspect, invention concerne Sgalement un systéme de concentration et de

détection d’au moins un analyte sclon la présente invention.

Le systéme de concentration ¢t do détection d’au moins un analyte selon la présente
mvention comprend :

- un dispositif microfluidique configuré pour déposer au moins une goutte de la
premiére phase et de la seconde phase coraprenant su ruoins un tensioactif sur
un substrat ;

- un substrat, ledit substrat ¢tant une plague lisse ou comprenant une pluralité de
puits chacun des puits Stant configurd pour recevoir au moins deux gouttes dont
une goutte de la premicre phase et une goutte de la seconde phase ;

- un moyen de déplacement du substrat configuré pour déplacer ledit substrat par
rapport au dispositif microfluidique ; et

- un dispositif de détection physico-chimique ou biclogique du au moins un

analyte concentrd.
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Selon un mode de réalisation, lo systéme comprend en oufre un premicr réservoir
contfiguré pour accueillir la premiére phase comprenant au moins un analyte et un second
réservoir configure pour accueillir la seconde phase comprenant au motns un tensioactif,

chaque réscrvotr étant cn communication fluidique avec le dispositif microfluidique.

-

Selon un mode de réalisation, lo premier réservoir ot lo second réservoir sont

indépendants.

Selon un mode de réalisation, le premier réserveir et ie second réservoir sont des tubes,

des canaux ou tout récipient connu de "homme du métier,

Selon un mode de réalisation illustré dans la figure 7, lo dispositif microfhudique
comprend 2 tubes ou canaux (8, &), le prermer tube {ou canal) 5 ¢tant configuré pour
transporter la premidre phase 1 indépendarmment de la seconde phase 4 ¢t le second tube
{ou canal} 6 Ctant configurd pour transporter la seconde phase 4 indépendarmment de la

premiere phase 1.

Selon un mode de réalisation illustré dans fa figure 7, les 2 tubes ou canaux (8, 6) s¢
rencontrent avant dépdt a une jonction 7 4 laguelle une goutte de 1s premidre phase 1 est

o
N

L¢3

gendr

Selon un mode de réalisation, le dispositif microfiuidique comprend un troisicme tube ou
canal 8 dans lequel la goutte de la premicre phase 1 générée 3 la jonction 7 des deux

premiers tubes ou canaux (8, 6) est transporiée dans la seconde phase 4.

Selon un mode de réalisation, le disposittif mucrofhuidique est un disposinf de

microfluidique digitale.

Selon un mode de réalisation, le dispositif microfluidique est configuré pour déposer
successivernent ot mdépendaroment au moins une goutte de la premucre phase ¢t de la

seconde phase comprenant au moins un tensioactif sur un substrat,

Selon un mode de réalisation, le dispositif microthudique est configuré pour déposer

successivement et indépendamment au moins une goutte de la premicre phase ot une
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goutte de la seconde phase comprenant au moins un tensioactif sur un substrat, la goutte

de la seconde phase Stant déposée sur la goutie de fa prermidre phase.

Selon un mode de réalisation, ic substrat cst la plague d'analyse selon le troisidme aspoct

de la présente invention,

Selon un mode de réalisation, le substrat peut étre une plaque de surface lisse ou une

plaque comprenant 8u mMos un puits,

Selon un mode de réalisation, le substrat est une plaque d’analyse telle que déerite ci-

dessus.

Selon un mode de réalisation, le substrat comprend une pluralié de puits. Le substrat
d’analyse permet de faire des dépdts homogenes et reproductibles. I a aussi pour
avantage de permetire des dépdts roultiples en répétant les dépdts de gouttes de solution
dans un méme puits, conduisant & une augmentation de la concentration en analytes dans

ledit puits.

Selon un mode de réalisation, chague puits est configuré pour recevoir au moins une

goutte d’une solution.

Selon un wode de réalisation, chaque puits a un volume allant de 1.5 fLa 5 ul, de

préférence de 50 L & 1 il de préférence de 1 nL 4 500 nL.
Selon un mode de réalisation, chaque puits a un volume minimum de 100 nk.
Selon un mode de réalisation, chaque puits comporte une dimension de P'ordre de 700 um.

Selon un mode de réalisation, chaque puits a une hauteur de 100 um ot un diamdtre de

700 um.
Selon un mode de réalisation, chaque puits g une hauteur de ronimum de 160 pm.
Selon un mode de réalisation, chaque puits 8 un diamdtre minimum de 300 pm.

Selon un mode de réalisation, chague puits 4 un diamdtre strictement supéricur 4 300 um.
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Selon un mode de réalisation, tous les puits ont la méme hauteur et/ou e méme diamétre.
Selon un mode de réalisation, les puits ont des hauteurs ct/ou des diamétres différents.

Selon un mode de réalisation, la hauteur et/ou le diamétre des puits varient selon feur

position sur la plague.

Selon un mode de réalisation, apres évaporation I¢ au moins un analvie ost concentrd au

centre de ia zone de dépdt de la goutte de 1a premiére phase.

Selon un mode de réalisation, apres évaporation le au motns un analyte est concentré au

centre du puits dans lequel a &té déposée la premidre goutte.

Selon un mode de réalisation, le matériau du substrat est sélectionné parmi, mais sans y

&tre himité : métal, verre, stlicium, polymére, téflon, acier inoxydable.

Selon un mode de réalisation, le substrat n'est pas une plague comprenant des zones

hydrophiles dans un revétement hydrophobe.

Selon un mode de réalisation, e substrat n’est pas une plague d’acier recouvert d'une
couche de téflon hydrophobe, ladite couche étant structurée par ablation laser pour former

des zones hydrophiles sur la plague.

Selon un mode de réalisation, lors du dépot de la goutte de la prevmiére phase, ladite goutte

n’est pas encapsulée, contenue, entourée, enveloppde ou dispersée dans la seconde phase.

Selon un mode de réalisation, lors du dépdt de la goutte de la seconde phase, ladite goutte
n'est pas encapsulée, contenue, entourée, enveloppée ou dispersée dans la premucre

phase.

Selon un mode de réalisation, lors du dépét de la goutte de la premidre phase, ladite goutte

est encapsulée, contenue, entourée, enveloppée ou dispersée dans la seconde phase.

Selon un mode de réalisation, lors du dépdt de la goutte de 1a scconde phase, ladite goutte

est encapsulée, contenue, entourée, enveloppee ou dispersée dans la premicre phase.
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Selon un mode de réalisation, la goutte de la premidre phase est formée indépendamment

de la goutte de la seconde phase.

Selon un mede de réalisation, la goutte de la scconde phase est formée indépendamment

de la goutte de la premiére phase.

Selon un mode de réalisation, la goutte de la premicére phase est déposée indépendamment

de la goutte de la seconde phase.

Selon un mode de réalisation, la goutte de la seconde phase est déposée indépendamrnent

¢ la goutte de la premicre phase.

Selon un mode de réalisation, la goutie de la premidre phase ef la goutie de la seconde

phase sont formées sinmltanément.

Selon un mode de réalisation, la goutte de la premiére phase et la goutte de la seconde

phase sont déposées simultanément.

Selon un mode de réalisation, la goutte de la premiére phase est formée dans la seconde

phase.

Selon un mode de réalisation, la goutte de la seconde phase est formée dans la premicre

phase.

Selon un mode de réalisation, la goutte de la premiére phase est déposée dans la seconde

phase.

Selon un wode de réalisation, la goutte de la seconde phase est déposée dans la premicre

phase.

Selon un mode de réalisation, la poutte de la premicre phase est transportée dans la

seconde phase,

Selon un mode de réahisation, I moyen de déplacement du substrat par rapport au

dispositif microfluidique est un moyen mécanique motorisé.
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Selon un mode de réalisation, le dispositif de détection physico-chimique ou biclogique
pour la détection du an moins un analyte peut &re choisi parrot, sans étre limte 4 la
spectrométrie de masse ; la spectrométric de masse MALDI-TOF ; la microscopie par
fluorescence ; nuicroarray ; tests immunochimiques ou toute antre technique &’ analyse de

chimie analytigque ou de biologie.

BREVE DESCRIPTION DES FIGURES

La Figure 1 comprend une représentation schématique du dépdt de goutte selon Part
antéricur, d’un dépdt de deux gouttes non miscibles et le dépdt selon la présente invention,
et les clichés correspondants auxdits dépots aprds évaporation de la seconde phase et de

la premicre phase.

La Figure 2 illustre Uinfluence du procédé de concentration d’au rooins un analyte sur la

détection dudit analyte par spectrométrie de masse MALDI-TOF.

La Figore 3 illustre Pinfluence du procéd? de concentration d’au moins un analyte sur la

lindarité ot la reproductibilité du signal obtenu par spectrométric de masse MALDE-TOF.

La Figure 4 illustre Pinfluence de la technique du multi-dépdt sur la plague d’analyse
selon la présente wvention sur la détection dudit analvie par spectrornétrie de mwasse

MALDI-TOF.

La Figure 5 présente des spectres d'analyse MALDI-TOF d'un mélange de peptides

concentré d’aprés le procedé de la présente mvention.

La Figore 6 illustre UVinfluence du procédé de concentration d’an moins un avalyie de la

présente invention sur la concentration d’un analyte au centre de la zone de dépdt.

La Figure 7 représente un dispositif microfluidique comprenant 2 tubes ou canaux (5, 6},

une jonction 7 ¢t un troisicme tube ou canal 8.
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La Figure 8§ comprend unc représentation schématique du dépdt sclon la présente
wvention, et le clich¢ correspondant audit dépdt aprés Uévaporation de la seconde phase

et de la premicre phase.

EXEMPLES

La présentc invention se comprendra mieux & la lecture des exemples suivants qui

illustrent non-limitativement invention.

Exemple 1 Amélioration de la scnsibilite de Uanalyse par spectroméirie de masse

MALDI-TOF nar concentration de analvte sur une plague MALDI

Muotériel et Méthodes

Matériel
- une solution de matrice MALDI (acide a-cyano-4-hydroxycinnamique a
2 mg/ml) comprenant un mélange d’acétonttrile et d'cau distitiée acidifice dans
un ratio 50/50
- une huile contenant 10 % (nvm) de 2-(Perfluorooctyl) alcool ethylique ; et
- une solution mdre d’angiotensine 1, coraprenant lo peptide 4 une concentration

de 1 pmol/L dans une solution de §,1% & acide trifluorcacétique.
Méthodes
Pour chaque série d’expérimentations, tout le roatériel est préparé juste avant les analyses.

La solution de matrice est préparée en diluant la matrice 8 une concendration de 2 mg/l
dans un mélange d’acétonitrile et d cau distitiée acidifice dans un ratio 5¢4/50. Le mdlange
néeessite 5 mun de vortex, puis 10 min dans un bain 4 ultrasous pour que la solubilisation

soit compléte.

La solution mére de peptide est préparée en diluant 'angiotensine 1 4 une concentration

de I pmol/L dans une solution de 0,1% d’acide triflucroacétique ot est stockde a -20°C.
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Des aliguots de peptide & 100 fmol/ul sont ensuite prépards & partir d’un aliquot &
I pmol/ul. en fe diluant dans un rodlange cau distiliée/acétonitrile (75/25). Pour chague
série d’analyse, un aliquot frais est dilud 4 la concentration voulue par un mélange eau

distillée/acetonitrile (75/25) acidifié ot contenant de la matrice 8 2 mg/ml.

Un preroier dépdt est effectué de fagon classique, 4 savolr une goutte de solution
contenant les peptides est déposce sur un substrat métallique & Patde dune pipette. Sen
suit une évaporation, qui va permettre aux analytes non volatils de se retrouver pidgés &

{a surface du substrat,

Un second dépdt est effectud en déposant successivement une goutte de solation
contenant les peptides et une goutte d’huile volatile sans tensioactif sur cette premicre

goutte sur un substrat métallique 4 Uaide d’une pipette.

Un troisiérue depdt cst effectud sclon le procéde de concentration d’au moins un analyte

tel que défini dans la présente invention.
Le premier dépdt et fe trotsiéme dépdt sont ensuite analysés par MALDI-TOF-SM.
Résultats

Les deux premoiers dépdts décrits ci-dessus entrainent une répartition des avalyies sur
toute la surface de contact entre la goutte ot le substrat, menant souvent a des phénomenes
de tache de café déerits plus haut. Le procéde de concentration 4 au moins un analyte tel
gue défini dans la présente invention permet une concentration dudit analyte au centre de

la surface occupée inttialement par la goutte,

La figare 1 illustre les trows dépdts effectuds ¢

- le dépdt selon Uart antéricur comprenant une goutte de la premudre phase (1)
contenant au moins un analyte (11) déposée sur un substrat (2) ;

- le second dép6t comprenant une goutte de la premiére phase (1) contenant au
moins un analyte (11} surmontée dune goutte de la scconde phase (3), sans
tensicactif, non miscible avec la promiére phase (1) déposdes sur un substrat (2} ;

- le troisicme dépdt sur un substrat (2) sclon le procddd de concentration d’au

moins un analyte (11) tel que défini dans la présente invention comprenant une
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goutte de la premiére phase {1} contenant au moins un analyte (11) surmontée
dune goutie de la seconde phase (4) contenant an moins un tenswoactit (41),

fadite seconde phase {4} ¢tant non miscible avec la premiére phase (1).

Sur les spectres de masse présentés en figure 2, Pintensité du signal passe de 2085 3 60000
& &
pour le dépdt classiqgue eof lo dépdt selon le procddd de la présente invention

respectivement, soit une augmentation du signal d’un facteur 30.

Exemple 2 : Déndi sur plague MALDI 4 Uaide d”un svstéme de microfluidique digitale

Matériel et Méthodes

Matériel
- une solution de wmatrice MALDI (acide a-cyano-4-hydroxycinnamique a
2 mg/ml) comprenant un mélange d’acétonitrile et d’cau distillée acidifiée dans
un ratio 50/50 ;
- quatre solutions contenant un analyie tel que Uangiotensine 11 a différentes
concentrations (de 1 nM a 20 nM) ;

- une huile contenant 10% (ra/m) de 2-(Perfluorcoctyl) alcool éthyhique.
Méithodes

Quatre solutions contenant angiotensine H a différentes concentrations {de 1 nM a
20 nM) ont &t¢ séparément utilisées pour générer des gouttes dans un systéme de
microfluidique digitale puis déposées sclon le procéde de concentration de la présente
wvention sur une plague commerciale MALDI en acier inoxydable pour avalyse. Pour
chaque concentration, 10 répltitions ont &t¢ réalisées, 4 la fin desquelles, le nombre de
gouttes déposées et done la guantité préeise d analyte dépose est calculée puis relide anx

intensités correspondantes obtenues par Panalyse en MALDE-TOF.
Résultats

Les bimites de détection en maticre de sensibilit¢ de Papparei]l sont atteintes selon la
docurentation du constructeur pour Pinstruraent utilise. Le procddd de concentration de

fa présente invention permet donc de détecter des quantités trés fatbles de peptide a partir
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d'une solution sub-nanomolaire. De plus, une forte relation entre intensité du signal
obtenu en MALDI-TOF et la quantite de peptide déposée a £t€ observée (représenté sur
fa figure 3), ce qui atteste de la reproductibilite de expérience, non atteignable pour un

mode de dépdt de Mart antricur.

Exemple 3 Déndt sur plague comportant des puits 8 Uaide d'un systéme de

mdcrofiuidigue digttale

Matériel et Méthodes

Matériel
- une solution de wmatrice MALDI (acide a-cyano-4-hydroxycinnamique a
2 mg/ml) comprenant un mélange d’acétonitrile et d’cau distillée acidifiée dans
un ratio 50/50 ;
- une solution de peptide, angiotensine [1, 8 8,1 nM ;
- une huile contenant 10% (m/m} de 2-(Perfluorooctyl) alcool éthylique ;
-~ wun wafer de silicium ; et

- une résine photosensible,
Méithodes

Sur un wafer de silictum, préalablement nettoyé, est déposée une résine photosensible de
type SU-8 3035, Le wafer est ensuite place dans un spin-coater permettant d’obtenir une
couche uniforme de résine sur le wafer de silicium, Le wafer est ensuite déposé sur une
plague chaunffante pendant 30 mnutes & 95°C. 11 est ensuite placé dans une nsoleuse
ultra-violet et recouvert d’un masque sur lequel est imprimée 1a forme des puits. Le wafer
subit ensuite une illumination pendant 17 secondes & une puissance de 20 mW/em®. Le
wafer est ensuite déposé dans un bain contenant le liquide de développement. Apres
10 minutes, la résine n'ayant pas &té irradide est dissoute ¢t les puils apparaissent. Le
wafer est nettoyé a Uisopropanol puis séché. La plaque ainst obtenue comprend une

pluralité de puits de 700 pm de diametre et 100 um de haunteur.
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Ces puits permettent de collecter les gouttes générées par le systme de microfhuidique
digitale. Plusicurs dépdts selon le procédé de concentration de la présente invention sont

effectués dans un méme puits.
Résultats

En répétant les dépdts de gouttes dans un méme puits, la quantité d analytes présents dans
ce puits est augmentée de facon significative. La figure 4 corpare un dépdt « simple »
par le systéme microfhuidique et un multi-dépdt par le systéme microfimdique sur la
plague & puits, et les deux dépdts ont &8 effectuds sclon le procédé de concentration de
ta présente nvention. Le rapport sigual sur bruit est améhioré et Vintensité est augrueotée

d’un ordre de grandeur.

Fxemple 4 - Dépdt d’un mélange de pentides sur plaque MALDI & Vaide d’un systéme

de microfluidigue digitale

Matériel et Méthodes

Matériel
- une solution de matrice MALDI (acide g-cyano-4-hydroxycinnarnigue & 2mg/ral)
comprenant un mélange ¢ acétonitrile et d’ean distillée acidifidée dans un ratio
50/50
- une solution contenant un analyte tel gu’un mélange de peptides de concentration
2.5nM ;

Y

- une huile contenant 10 % {m/m} de 2-(Perfluorcoctyl) alcool éthylique.
Méthodes

Le dép6t est effectud par formation de gouttes, générées par un systéme de microfluidique
digitale, de solution contenant le wodlange de peptides puis déposdes selon le procéde de
concentration de la présente invention sur une plaque commerciale MALDI en acier
noxydable pour analyse. S’en suit une évaporation, qui va permetire aux analytes non

volatils de se retrouver picgés & la surface du substrat.
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Resultats

L’analyse MALDI-TOF de tels dépdts permet la détection de 10 peptides a partir d'une
quantité déposce de 250 attomoles de mdlange. Le gain de la présente mnvention pour
{’¢tude de mélange de peptides est ainsi prouvée ¢tant donné que Panalyse impliquant un
dépdt classigue (goutte de solution contenant les peptides ot goutte de solution de matrice
sont déposces sur un substrat métallique & Matde d’une pipette) d’une quantite plus

mmportante do méme mélange (2500 attornoles) ne permet la détection que de 4 peptides.

La figure 5 présente les spectres d’analyse MALDI-TOF. Les marqueurs rouges

correspondent aux masses des peptides détectés.

Excmple 3 : Dépét d’une protéine sur plaque MALDI

Matériel et Méthodes

Matériel
- unc solution de matrice MALDI (acide a-cyano-4-hydroxycinnamique 4 2mg/ml)
comprenant un mélange d’actonitrile et d'ecau distillée acidifice dans un ratio
54/5G
- une solution contenant un analyie tel qu'une chaine polypeptidigue {(protéine
MMP 12 marquée par un flugrophore | fluorescding) ;

- une huile contenant 10 % (m/m) de 2-{Perfluorcoctyl) aleool éthyligue.
Méthodes

Le dépdt d'une solution de protéine est effectué selon le procdde de concentration de
Pinvention. S’en suit une évaporation, qui va permetire aux analytes non volatils de se

retrouver pidgds & la surface du substrat.
Résuliats

Le procéde de concentration d’au moins un analyte tel que défini dans la présente
nvention permet une concentration d’une protéine au centre de la surface occupée

initialement par 1a coutte, ce qui nest pas observé dans le cas d'un dépdt par une méthode
f) L]
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classique {figure 6). En effet, lo dépdt de la méme solution de protéine par une méthode
classique {a savoir yne goutte de solution contenant {a protéine est déposée sur un substrat
métallique 4 aide d'une pipette) conduit a une répartition de la protéine sur toute la
surface de contact entre la goutte ct lo subsirat, menant souvent & des phénoménes de

tache de café décrits plus haut.

REFERENCES

I — Premicre phase

11— Analyte

2 — Substrat

3 — Seconde phase ne comprenant pas de tensioactif
4 - Seconde phase

41 — Tensioactif

5 —Tube ou canal

6 — Tabe ou canal

7 — Jonction

¥ — Troisiéme tube ou canal
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REVENDICATIONS

Procéd¢ de concentration d’au moins un analyte (11} comprenant les étapes

suivantes

- préparation d une premiére phase (1) coraprenant au moins un analyte (115

- depdt dune goutte de ladite premicére phase (13 sur un substrat (2) ;

- dépdt sur ladite goutte de promiére phase (1} d'une goutte d'une seconde phase
{4} liguide comprenant au muoius uo tensioactif (41), ladite seconde phase (4)
Stant non miscible avec ladite premiére phase (1} ;

- ¢vaporation de la goutie de la seconde phase (4) ; ot

- ¢vaporation de la goutie de la premaidre phase (1),

Procédé de concentration d’au moins un avalyie (11} sclon la revendication 1, dans

iequel le au moins un tensioactif (41) est non miscible avec la premicre phase (1.

Procedé de concentration d’au moins un analyte (11) selon Pune quelcongue des

revendications 1 a 2, dans lequel lo au moins un tensioactif (41} cst non volatil,

Procéde de concentration d’au moins un analyte (11} selon la revendication 3, dans
lequel le au moins un tenswoactit (41) non volatil est fluoré, par exemple sélectionud
parmi les tensicactifs suivants, mais sans y étre limité ¢ 1H, 1H, 2H, 2H-perfluore-
T-octanol ;. 1H, 1H-perfluoro~-i-tetradécanol; acide perfluorodecanocique ;
2-{Pertluorooctyl) alcool éthylique ; 2,2,3,3,4,4.4,4-heptafhuoro- 1 -butanol ; ou bien

un composé de la méme famille.

Procede de concentration d’au moins un analyte (11} sclon Pune guelcongue des
revendications 1 3 4, dans lequel ia premicre phase (1) ne comprend pas de

tensicactif (41).

Procédé de concentration d’au moins un analyte (11) selon Pune quelconque des

revendications 1 a 8, dans lequel la premiére phase (1) est vue solution aqueuse.

Procédé de concentration d’au moins un analyte (11) selon Pune quelconque des

revendications 1 4 6, dans lequel la seconde phase (4) est une huile volatile.



WO 2018/065741 PCT/FR2017/052748

8.
@,
5
18,
1o
it
15
i2.
20
25
13.

(2
(2

ProcédC de concentration d’au moins un analyte (11) sclon la revendication 7, dans
lequel Phuwde volatile est une huile fluorée, de préférence de type CalFoniz ou

CaF 2 OCwHon 1 0u bien un mélange.

Procedé de concentration d’au moins un analyte (11) selon Pune quelcongue des
revendications 1 4 8, dans lequel les étapes de dépdt d une goutte de ladite premicre
phase et de dépdt sur ladite goutte de premicre phase dune goutte d'une seconde

phase sont successives.

Procéd¢ de concentration et de détection d’au moins un analyte (11} selon une
quelcongue des revendications 1 4 9, daos lequel le substrat (2) comprend une
pluralit¢ de putts chacun de dimensions configurées pour recevoir une pluralité de

gouttes de la premidre phase {13 et de la seconde phase (4).

Procéde de concentration ¢t de détection d’au moins un analyte (11) comprenant .

- au moins une &tape de concentration d’au rooins un analyte (11) selon le procédé
de concentration sclon 'une quelconque des revendications 1 a 18 ; et

- détection et/ou analyse du au moins un analyte (11) concentrd par une méthode

d’analyse physico-chimique ou biclogique.

Systéme de concentration et de détection d’au moins un analyte (11) comprenant

un disposttif microfluidique configuré pour déposer au moins une goutte dune

premicre phase (1) ot d’unc scconde phase (4) comprenant su mons un

tensioactif sur un substrat (2} ¢

- un substrat {2}, ledit substrat (2} Stant unc plague lisse ou comprenant une
pluralité de puits chacun Stant configurd pour recevolr aux moins deux gouites
dont une goutte de la premicre phase (1) et unc gontte de la seconde phase (4) ;

- un moyen de déplacement du substrat (2) configuré pour déplacer ledit substrat
{2} par rapport au dispostitf microfluidique ; et

- un dispositif de détection physico-chimique ou biologique du au moins un

analvie (11) concentre.

Systéme de concentration ¢t de détection d’au moins un analyte (11) sclon la

revendication 12 comprenant en outre premier réservoir configuré pour accueiltlir
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la premidre phase comprenant au moins un analyte et un second réservoir configuré
pour accueillir la seconde phase comprenant au moins on tensioactif, chague

réservotr ¢tant en communication fluidique avee le dispositif microfluidigue.
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