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La mise en évidence des substances bioactives 

1. Définition des substances bioactives 

Les substances bioactives sont des composés chimiques qui ont un effet biologique 

significatif sur les organismes vivants. Ces substances peuvent être d’origine naturelle ou 

synthétique et se trouvent couramment dans les aliments, les plantes, les médicaments, ainsi 

que dans d’autres produits issus de la biotechnologie. 

 

2. Caractéristiques des Substances Bioactives  

Activité Biologique:  

Les substances bioactives peuvent exercer divers effets sur les systèmes biologiques, comme 

l’antioxydation, l’anti-inflammation, l’immunomodulation, l’antimicrobien, l’antitumoral, et 

d’autres activités qui influencent la santé et le bien-être. 

Origine:  

Elles peuvent provenir de plantes (phytocomposés), d’animaux, de champignons ou de micro-

organismes, et comprennent une grande variété de molécules, telles que les flavonoïdes, les 

polyphénols, les vitamines, et bien d’autres. 

Rôle dans l’Alimentation: 

De nombreuses substances bioactives sont reconnues pour leurs bienfaits potentiels sur la 

santé, notamment dans la prévention de maladies chroniques. Elles sont souvent associées à 

des régimes alimentaires sains, comme le régime méditerranéen. 

Applications: 

En plus de leur présence dans les aliments et les compléments alimentaires, les substances 

bioactives sont également utilisées dans la recherche médicale, la pharmacologie et la 

cosmétique pour développer des traitements et des produits innovants. 

 

3. Exemples de Substances Bioactives 

Les substances bioactives, telles que les enzymes et les antimicrobiens (bactériocines, 

antibiotiques et antifongiques), jouent un rôle essentiel dans les processus biologiques. Leur 

identification et leur caractérisation sont indispensables pour comprendre leurs mécanismes 

d'action et leurs applications potentielles dans divers domaines (pharmacie, agroalimentaire, 

environnement). 

I-Mise en Évidence des Enzymes 

 

1. Définition des Enzymes 

Les enzymes sont des protéines biologiques qui agissent comme des catalyseurs pour 

accélérer les réactions chimiques dans les organismes vivants. Elles sont spécifiques à des 

substrats particuliers et jouent un rôle crucial dans divers processus métaboliques. Leur 

activité est influencée par plusieurs facteurs, tels que la température, le pH et la concentration 

en substrat. 
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2. Importance de la Mise en Évidence des Enzymes 

La mise en évidence des enzymes est essentielle pour : 

- Comprendre les mécanismes biochimiques des réactions. 

- Diagnostiquer des maladies en mesurant les niveaux enzymatiques dans le sang ou 

d’autres fluides corporels. 

- Étudier l’effet des inhibiteurs et des activateurs. 

- Développer des applications industrielles, comme dans la fabrication alimentaire, la 

biotechnologie et la pharmacologie. 

 

3. Méthodes de Mise en Évidence des Enzymes 

Il existe plusieurs méthodes pour détecter et quantifier l’activité enzymatique. Voici quelques-

unes des plus courantes : 

 

3.1. Méthodes Colorimétriques 

Ces méthodes reposent sur la formation d’un produit coloré lors de la réaction enzymatique. 

La quantité de couleur produite est proportionnelle à la concentration de l’enzyme. 

 

Exemple: La détermination de l’activité du lactate déshydrogénase (LDH) via la 

conversion du lactate en pyruvate avec la formation de NADH, qui absorbe à 340 nm. 

 

3.2. Méthodes Spectrophotométriques 

Ces méthodes mesurent l’absorbance ou la fluorescence d’un produit ou d’un substrat 

enzymatique à une longueur d’onde spécifique. Cela permet de suivre la réaction enzymatique 

en temps réel. 

 

Exemple: Mesurer l’absorbance à 340 nm pour évaluer l’activité de l’aldose réductase 

en suivant la réduction de NAD
+
 à NADH. 

 

3.3. Méthodes Chromatographiques 

Les techniques chromatographiques, comme la chromatographie liquide à haute performance 

(HPLC), peuvent être utilisées pour séparer et quantifier les produits de réaction enzymatique. 

 

Exemple: Utilisation de la HPLC pour analyser les produits de la digestion enzymatique 

de peptides. 

 

3.4. Tests Enzymatiques 

Des tests spécifiques peuvent être utilisés pour des enzymes particulières, souvent basés sur la 

fluorescence ou la luminescence. 

 

Exemple: Les tests de diagnostic pour les enzymes cardiaques, comme la créatine kinase 

(CK) ou la troponine, qui sont révélateurs d'infarctus du myocarde. 
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3.5. Méthodes Électrophorétiques 

L’électrophorèse sur gel permet de séparer les enzymes en fonction de leur taille et de leur 

charge, et leur activité peut être révélée par des méthodes de coloration. 

 

Exemple: L’électrophorèse en gel de polyacrylamide (PAGE) suivie d’une coloration 

spécifique pour visualiser l’activité enzymatique. 

 

4. Applications de la Mise en Évidence des Enzymes 

Diagnostic Médical: La mesure des niveaux d’enzymes dans le sang pour diagnostiquer des 

maladies (ex. : hépatites, maladies cardiaques). 

Industrie Alimentaire: Évaluation de l’activité enzymatique dans la fermentation, la 

maturation et la conservation des aliments. 

Biotechnologie: Utilisation d’enzymes dans des processus industriels, comme la production 

d’éthanol ou la dégradation des déchets. 

Recherche Scientifique: Étude des mécanismes enzymatiques et des interactions entre 

enzymes et substrats. 

 

5. Considérations Pratiques 

Conditions Optimales:  

Chaque enzyme a des conditions de température et de pH optimales. Il est essentiel de 

travailler dans ces conditions pour une mise en évidence précise. 

Inhibiteurs et Activateurs:  

La présence d’inhibiteurs ou d’activateurs peut affecter l’activité enzymatique. Il peut être 

nécessaire de les évaluer dans les expériences. 

Stabilité Enzymatique:  

Les enzymes peuvent être sensibles à la dégradation. Des mesures doivent être prises pour 

garantir leur stabilité pendant l'analyse. 

Contrôle: 

L'inclusion de contrôles positifs et négatifs est essentielle pour valider les résultats des tests 

enzymatiques. 

 

La mise en évidence des enzymes est une étape cruciale en biochimie et en microbiologie, 

avec des implications importantes dans la médecine, la biotechnologie et l’industrie. En 

utilisant des méthodes appropriées et en tenant compte des facteurs influençant l’activité 

enzymatique, il est possible d’obtenir des résultats fiables et significatifs qui contribuent à 

notre compréhension de la biologie et à l’avancement des applications pratiques. 

 

 

II-Mise en Évidence des Antimicrobiens 

 

La mise en évidence des antimicrobiens, notamment les bactériocines, les antibiotiques et les 

antifongiques, est essentielle pour le diagnostic des infections, la recherche de nouveaux 



Centre Universitaire Abdelhafid Boussouf-Mila                                                                            
Méthodes de Caractérisation des substances bioactives d’origine microbienne 
Année universitaire: 2024-2025                                                                                                    Chapitre I 
 

                                                                ~ 4 ~                                                    N. BOUNAB 
 

agents antimicrobiens et le contrôle de la résistance aux antimicrobiens. Voici un aperçu 

détaillé de ces types d’antimicrobiens, de leurs méthodes de détection et de leur importance. 

 

 

 

 

1. Définition des Antimicrobiens 

Bactériocines: Ce sont des peptides ou protéines antimicrobiens produits par certaines 

souches de bactéries capables d'inhiber la croissance d'autres bactéries, souvent proches sur le 

plan phylogénétique. Elles sont généralement spécifiques à certaines espèces ou genres. 

 

Antibiotiques: Ce sont des composés chimiques, souvent d'origine naturelle ou semi-

synthétique, qui inhibe la croissance ou tuent des microorganismes pathogènes. Les 

antibiotiques peuvent être classés en fonction de leur cible (bactéries, champignons, etc.) et de 

leur mécanisme d'action. 

 

Antifongiques: Ce sont des agents utilisés pour traiter les infections fongiques. Ils peuvent 

agir en perturbant la membrane cellulaire des champignons ou en inhibant la synthèse des 

composants cellulaires essentiels. 

 

2. Importance de la Mise en Évidence des Antimicrobiens 

 

La mise en évidence de ces agents antimicrobiens est cruciale pour : 

- Diagnostiquer les infections microbiennes et déterminer les traitements appropriés. 

- Évaluer l'efficacité des nouveaux agents antimicrobiens. 

- Surveiller la résistance aux antimicrobiens dans les souches pathogènes. 

- Développer des stratégies de contrôle des infections et de traitement. 

 

3. Méthodes de Mise en Évidence des Antimicrobiens 

 

3.1. Tests de Sensibilité aux Antimicrobiens 

 Méthode de diffusion sur gélose (Disque d’agar): Cette méthode consiste à inoculer 

une souche bactérienne sur une plaque de gélose, puis à placer des disques contenant 

des antibiotiques. La zone d’inhibition autour des disques indique l’efficacité de 

l’antibiotique. 

 

 Méthodes de dilution: Les tests de dilution en milieu liquide (microdilution ou 

macrodilution) permettent de déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) 

d’un antibiotique, c’est-à-dire la concentration la plus faible qui inhibe la croissance 

de l’organisme. 

 

3.2. Identification des Bactériocines 
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 Tests de diffusion sur gélose: Comme pour les antibiotiques, des souches 

productrices de bactériocines peuvent être inoculées sur des plaques de gélose, où des 

extraits de culture de bactéries testées sont déposés. Une zone d’inhibition indique la 

présence de bactériocines. 

 

 Méthodes chromatographiques: L’utilisation de la chromatographie pour isoler et 

caractériser les bactériocines des supernatants de culture peut également être effectuée. 

 

3.3. Tests de Sensibilité aux Antifongiques 

 Méthodes de dilution en milieu liquide: Semblables à celles utilisées pour les 

antibiotiques, elles permettent de déterminer la CMI des antifongiques pour différentes 

souches fongiques. 

 

 Tests de diffusion (Méthode de diffusion en agar): Les plaques de gélose sont 

inoculées avec des champignons, et des disques contenant des antifongiques sont 

placés pour observer la formation de zones d’inhibition. 

 

 Techniques de culture et identification: L’utilisation de milieux sélectifs pour la 

culture de champignons permet de déterminer la sensibilité aux antifongiques. 

 

3.4. Techniques Moléculaires 

 RT-PCR et PCR: Ces méthodes peuvent être utilisées pour détecter la présence de 

gènes de résistance aux antimicrobiens, fournissant des informations sur les 

mécanismes de résistance. 

 

 Spectrométrie de masse: Utilisée pour l’identification et la quantification des 

antimicrobiens dans des échantillons complexes, ainsi que pour l’étude des 

métabolites des bactéries et des champignons. 

 

4. Applications de la Mise en Évidence des Antimicrobiens 

Diagnostic Clinique: Identifier les microorganismes responsables des infections et leur 

sensibilité aux traitements antimicrobiens permet de personnaliser les thérapies. 

 

Recherche Pharmaceutique: Développement de nouveaux antibiotiques et antifongiques 

pour lutter contre la résistance croissante aux antimicrobiens. 

 

Contrôle de la Santé Publique: Surveillance des souches résistantes et développement de 

protocoles pour limiter la propagation des infections. 

 

Industrie Agroalimentaire: Utilisation de bactériocines comme conservateurs naturels pour 

améliorer la sécurité des aliments. 
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5. Considérations Pratiques 

Conditions de Test:  

Les tests doivent être réalisés dans des conditions standardisées pour garantir la 

reproductibilité des résultats. 

 

Contrôles Positifs et Négatifs:  

L’inclusion de contrôles est essentielle pour valider les méthodes de mise en évidence. 

 

Impact de la Résistance: 

La résistance aux antimicrobiens doit être évaluée régulièrement pour adapter les traitements 

et prévenir les éclosions. 

 

La mise en évidence des antimicrobiens, qu’il s'agisse de bactériocines, d’antibiotiques ou 

d’antifongiques, est essentielle pour le diagnostic des infections et le développement de 

traitements efficaces. En utilisant des méthodes appropriées et en tenant compte des facteurs 

influençant l’efficacité des antimicrobiens, les chercheurs et les professionnels de la santé 

peuvent mieux comprendre la dynamique des infections microbiennes et lutter contre la 

résistance croissante aux antimicrobiens. Cela permet non seulement de traiter les infections 

de manière plus efficace, mais aussi de promouvoir une approche proactive pour la santé 

publique et la sécurité alimentaire. 

 


