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1. Dosage immunoenzymatique compétitif des gliadines dans un
aliment pour bébé

L'épreuve étudie le dosage des gliadines extraites d'un aliment pour bébé par une méthode immunoenzymatique
hétérogéne fondée sur la compétition. Le candidat conduit le protocole, exploite les témoins et la gamme d'étalonnage,
puis détermine la teneur en gluten et évalue la qualité de I'aliment pour les personnes atteintes de maladie cceliaque.

Réalisation expérimentale

Question Protocole. Réaliser la gamme de 11 dilutions successives de raison 1/2 a partir de la solution
étalon de gliadines a 1 mg/mL, en commencant dans la cupule A1l. Effectuer le dosage selon le protocole
: distribuer les dilutions, le diluant et I'échantillon dans les cupules indiquées, ajouter le conjugué sauf en
A1l, incuber, laver et rincer, ajouter le substrat, arréter la réaction avec la soude puis lire les absorbances
a 405 nm contre Al.

1. Ajouter 100 pL de PBS dans All, puis 100 pL de I'étalon & 1 mg/mL. Mélanger : A1l est la dilution au 1/2.

2. Mettre 100 pL de PBS dans les 10 cupules suivantes. Transférer 100 uL de A1l vers la cupule suivante,
mélanger et poursuivre dans 'ordre A11-H11, puis A12-C12. Aprés mélange en C12, éliminer 100 pL.

3. Distribuer 50 pL des 11 dilutions en D1-H1 puis A2-F2. Ajouter 50 pL de diluant en B1 et C1, 50 pL
d’échantillon en G2 et H2, puis 50 pL de conjugué partout sauf Al.

4. Agiter 5 min, incuber 45 min a 37 °C, laver 3 fois et rincer 1 fois. Ajouter 100 uL de substrat, incuber 15 min a
37 °C, arréter avec 50 uL de NaOH et lire a 405 nm contre Al.

v REPONSE A RETENIR

Gamme préparée de A1l a C12 ; dosage en D1-F2 et G2-H2 ; lecture a 405 nm contre Al.

Méthodologie

Question 3.1. Présenter, sous forme d'un schéma légendé, les étapes de la méthode mise en ceuvre pour
le dosage.

Les gliadines sont d’abord immobilisées dans les cupules, puis les sites libres sont bloqués par la SAB. Les
gliadines solubles de I'étalon ou de I'échantillon entrent en compétition avec les gliadines immobilisées pour le
conjugué anti-gliadines marqué a la phosphatase alcaline. Aprés lavage, I'enzyme retenue transforme le PNPP en
produit coloré. La coloration, mesurée a 405 nm, diminue lorsque la concentration en gliadines solubles
augmente.
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Etapes du dosage compétitif des gliadines

Etalon ou échantillon

+ conjugué

Gliadines immobilisées oy
+ blocage par SAB

compétiti Compétition
et incubation

éliminer le non-lié

Lecture & 405 nm esure PNPP révelation 3 lavages
signal inverse de C puis arrét NaOH + 1 ringage

Plus la concentration en gliadines solubles est élevée, moins le conjugué est retenu et plus I'absorbance diminue.

v REPONSE A RETENIR

Immobilisation et blocage, compétition antigéne-conjugué, lavages, révélation au PNPP et lecture a 405
nm.

Question 3.1. Préciser le role de I'ajout de sérumalbumine bovine (SAB) a 3 %.

La SAB a 3 % s’adsorbe sur les zones des cupules qui ne sont pas recouvertes par les gliadines. Elle bloque ainsi
les sites libres et limite la fixation non spécifique du conjugué sur le support. Le bruit de fond diminue et le signal
mesuré reflete davantage la liaison spécifique du conjugué aux gliadines immobilisées.

v REPONSE A RETENIR

La SAB bloque les sites libres et réduit la fixation non spécifique du conjugué.

Question 3.1. Préciser le réle des lavages, puis indiquer la composition et le réle des témoins
correspondant aux cupules Al, Bl et C1.

Les lavages au PBS-Tween éliminent les molécules non liées, notamment le conjugué libre. Le rincage au PBS
retire le détergent résiduel avant I'ajout du substrat.

e Al :sans gliadines immobilisées, sans SAB et sans conjugué ; recoit substrat et NaOH. Blanc de lecture.
e B1: sans gliadines immobilisées, avec SAB, diluant et conjugué ; controle de fixation non spécifique.

e C1: avec gliadines immobilisées et SAB, sans compétiteur soluble, avec conjugué ; témoin du signal maximal.

v REPONSE A RETENIR

Al : blanc ; B1 : contr6le non spécifique ; C1 : signal maximal sans compétiteur soluble.
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Question 3.1. Conclure sur les résultats obtenus pour chacun des témoins Al, Bl et C1.

Les résultats attendus sont qualitatifs, car aucune valeur d’absorbance n’est fournie. A1 doit donner un signal nul
ou trés faible. B1 doit rester faible, proche du blanc ; un signal élevé suggérerait une fixation non spécifique ou un
lavage insuffisant. C1 doit donner le signal maximal, car le conjugué peut se fixer aux gliadines immobilisées en
I'absence de compétiteur soluble.

v REPONSE A RETENIR

A1l : signal nul ou trés faible ; B1 : signal faible ; C1 : signal maximal.

Expression et analyse des résultats

Question 3.2. Présenter un tableau de préparation de la gamme d'étalonnage. Etablir un tableau
récapitulatif avec les concentrations en gliadines des cupules D1 a F2, leurs logarithmes, les absorbances
brutes de toutes les cupules et les absorbances nettes en tenant compte des témoins.

La solution initiale & 1 mg/mL correspond a 1 000 pg/mL. Chaque dilution est obtenue en mélangeant a volumes
égaux la solution précédente et le PBS pH 7,2. Les cupules de gamme sont ordonnées de D1 a H1, puis de A2 a
F2. Les absorbances brutes doivent étre relevées expérimentalement pour les 16 cupules ; I'absorbance nette de
chacune est sa valeur brute moins celle de Al.

Cupule Concentration (ug/mL) log,4(C)
D1 500 2,699
E1l 250 2,398
F1 125 2,097
Gl 62,5 1,796
H1 31,25 1,495
A2 15,625 1,194
B2 7,8125 0,893
Cc2 3,90625 0,592
D2 1,953125 0,291
E2 0,9765625 -0,010
F2 0,48828125 -0,311
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Cupule
Al
Bl
C1
D1
E1l
F1
G1
H1
A2
B2
C2
D2
E2
F2
G2

H2

Absorbance brute a 405 nm

A relever

A relever

A relever

A relever

A relever

A relever

A relever

A relever

A relever

A relever

A relever

A relever

A relever

A relever

A relever

A relever

v REPONSE A RETENIR

Gamme : 500 a 0,4883 pg/mL ; absorbances a mesurer, puis corriger par soustraction de Al.

Absorbance nette

A(B1) - A(AL)
A(C1) - A(A1)
A(D1) - A(A1)
A(E1) - A(AL)
A(F1) - A(A1)
A(G1) - A(AL)
A(H1) - A(AL)
A(A2) - A(AL)
A(B2) - A(AL)
A(C2) - A(AL)
A(D2) - A(A1)
A(E2) - A(AL)
A(F2) - A(A1)
A(G2) - A(AL)

A(H2) - A(AL)

Question 3.2. Pour chaque cupule sauf B1 et C1, calculer le pourcentage d'inhibition selon la formule

fournie et reporter les résultats dans le tableau récapitulatif.

Prendre C1 comme absorbance maximale et utiliser les absorbances nettes corrigées par A1l. Pour chaque

cupule sauf B1 et C1, appliquer la formule ci-dessous. Al, utilisé comme blanc, correspond a 100 % d'inhibition si

le signal net de C1 est non nul. Les valeurs numériques ne peuvent étre établies sans les absorbances

expérimentales.

v REPONSE A RETENIR

I (%) = [(A nette de C1 - A nette de la cupule) / A nette de C1] x 100 ; B1 et C1 exclus.
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Question 3.2. A l'aide d'un outil informatique, représenter le pourcentage d'inhibition en fonction du
logarithme de la concentration en gliadines, exprimée en pg/mL. Valider les résultats expérimentaux de
I'étalonnage et établir les paramétres de I'équation de la représentation graphique.

Tracer en abscisse log,o(C en pg/mL) et en ordonnée le pourcentage d'inhibition des 11 étalons. La courbe

attendue est croissante : une concentration soluble plus élevée réduit le signal enzymatique. Vérifier la cohérence
des points et des répétitions, puis ajuster la relation sur la zone linéaire. L’équation et ses paramétres nécessitent
les absorbances mesurées ; aucune valeur expérimentale n’étant fournie, ils ne peuvent étre chiffrés ici.

v REPONSE A RETENIR

Courbe attendue croissante ; équation et parametres a établir par régression des mesures expérimentales.

Question 3.2. Déterminer la concentration en gliadines de I'échantillon G fourni.

Calculer 'inhibition de G2 et H2 a partir des absorbances nettes, puis en prendre la moyenne. Reporter cette
moyenne sur la courbe d’étalonnage et relever I'abscisse correspondante x. La concentration de I'extrait est alors

Cg = 10* ug/mL. Les valeurs d’absorbance de G2 et H2 sont nécessaires pour obtenir un résultat numérique.

v REPONSE A RETENIR

Cg = 10* pug/mL, x étant lu sur la courbe a l'inhibition moyenne de G2 et H2.

Question 3.2. Déduire de la concentration obtenue la teneur en gluten de I'aliment.

Pour 1 g d'aliment extrait dans 10 mL, la masse de gliadines est 10Cg pg. En estimant le gluten a deux fois la
masse des gliadines, la teneur en gluten est 20Cg pg par gramme d'aliment, soit 0,002Cg % (m/m), avec Cg en
pg/mL. Le résultat chiffré dépend de la concentration déterminée en Q9.

v REPONSE A RETENIR

Teneur estimée en gluten : 0,002Cg % (m/m).

Question 3.2. Conclure sur la qualité de I'aliment pour les bébés atteints de maladie cceliaque.

Le seuil indiqué est 0,04 % de gluten. Avec la conversion précédente, il correspond & Cg = 20 pg/mL. Comparer a

cette limite la concentration calculée en Q9 : si elle est supérieure, I'aliment dépasse le seuil d’exclusion ; si elle
lui est inférieure ou égale, il respecte le critére indiqué. Sans résultat numérique pour I'échantillon, la conclusion
définitive reste conditionnelle.
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v REPONSE A RETENIR

Conforme au seuil si Cg < 20 pg/mL ; a exclure si Cg > 20 pg/mL.
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SYNTHESE DE L’EPREUVE & REFERENTIEL * BTS BIOALC

Ce qu’il faut retenir de ce sujet (Session 2006)

Bilan de I'épreuve : Epreuve E5, unité U53 du BTS Bioanalyses et controles, session 2006, code BAESBCM/4 : durée 3
heures, coefficient 2, total de 40 points. Le sujet porte sur le dosage compétitif des gliadines extraites d'un aliment pour bébé.
Il évalue la conduite du protocole, I'analyse des témoins, I'exploitation de I'étalonnage et la détermination de la teneur en
gluten pour conclure sur la qualité de l'aliment.

Notions-clés, formules & régles a maitriser Points de vigilance & attentes du jury
« En dosage compétitif, davantage de gliadines dans « Respecter les volumes, I'ordre des dépdts, les temps et
I'échantillon entraine généralement moins de conjugué températures d'incubation ainsi que les étapes de lavage.
fixé et une absorbance plus faible. . Distinguer les témoins A1, B1 et C1 et effectuer la lecture
« La gamme comporte 11 dilutions successives de raison a 405 nm contre Al.
1/2 dans le tampon PBS pH 7,2. « Indiquer les unités des concentrations et logarithmes, et
« Le pourcentage d'inhibition est | = ((A maximale - A distinguer absorbances brutes et nettes.
cupule) / A maximale) x 100. « Tenir compte de I'extraction de 1 g d'aliment dans 10 mL
« Selon le sujet, un aliment contenant plus de 0,04 % de d'éthanol a 70 % avant de conclure sur la teneur en
gluten doit étre exclu de I'alimentation des personnes gluten.
ceeliaques.

Questions fréquentes sur cette épreuve (Q&A Examen)

Q : Comment préparer la gamme étalon de gliadines ?

Réalisez onze dilutions successives de raison 1/2 avec le tampon PBS pH 7,2, en commencant dans la cupule A11. Chaque dilution est
deux fois moins concentrée que la précédente, a partir de la solution étalon a 1 mg/mL.

Q : Pourquoi I'absorbance baisse-t-elle lorsque la concentration en gliadines augmente ?

Les gliadines de I'échantillon et celles fixées dans les cupules entrent en compétition pour le conjugué anti-gliadines. Plus I'échantillon
contient de gliadines, moins le conjugué se fixe, ce qui réduit I'activité enzymatique et I'absorbance.

Q : Le sujet donne-t-il un baréme détaillé par question ?

Non. Le sujet annonce un total de 40 points pour I'épreuve, mais ne précise pas la répartition entre le protocole et les taches du compte
rendu. Il faut traiter toutes les consignes sans attribuer de points supposeés.

Q : Quels éléments vérifier avant de déterminer la concentration de I'échantillon ?

Vérifiez les témoins et la cohérence des absorbances, présentez la gamme avec ses unités et ses logarithmes, puis calculez les inhibitions
selon la formule donnée. Validez I'étalonnage avant d'utiliser sa représentation pour déterminer la concentration de I'échantillon.

Sujet officiel associé (PDF) : https://btsbioalc.frlassets/annales/bts-bioalc/E5 - Expertise au laboratoire pour I'optimisation de méthodes
de bioanalyse/2006/BTS BioAlc - E5 - Expertise au laboratoire pour 'optimisation de méthodes de bioanalyse - Session 2006 - 3-
Sujet.pdf

Ressources BTS BioAlc : Toutes les annales & corrigés * Fiches de révision complétes * Simulateur de notes d’examen
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