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Résumé  

Les plantes et les cultures agricoles sont soumises à un large éventail de stress 

environnementaux biotique et abiotique qui sont à l'origine de la perte des principales plantes 

cultivées dans le monde entier. La peroxydase est très sensible à ce stress. L’activité 

enzymatique de la peroxydase (EC1.11.1.7) est à l’origine du brunissement enzymatique des 

tissus des fruits et légumes. Le brunissement est un facteur limitant dans la manipulation de 

nombreux légumes et provoque des changements de qualité indésirables. L'objectif de ce 

travail est d'étudier l'activité peroxydase, qui est une enzyme fréquemment utilisée comme 

marqueur biologique du stress oxydatif. Les activités de l'enzyme peroxydase de certains 

légumes frais commercialisés  et bio  (persil, céleri, ail et oignons) ont été déterminées. Les 

résultats ont indiqué que la réponse de l'activité peroxydase était significativement augmentée 

dans le persil, le céleri et l’oignon commercialisés. D'autre part, il n'y avait pas de réponse 

significative sur l'activité peroxydase observée dans l'ail. Ces résultats confirment l'hypothèse 

selon laquelle le stress causé par les insecticides influence l'activité enzymatique antioxydante 

et indiquent que les conditions d'agriculture biologique minimisent l'activité peroxydase et le 

brunissement enzymatique du persil, du céleri, des oignons et de l'ail. De plus, les résultats 

indiquent que l'activité peroxydase est un outil important pour évaluer le stress physiologique 

chez les plantes notamment celles exposées à des doses importantes de pesticides afin de 

prévenir les pertes de rendement et de qualité de ces cultures. 

 

Mots clés : peroxydase, stress oxydatif, légumes frais commercialisés, légumes frais bio, 

brunissement, qualité de cultures. 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract 

Agricultural plants and crops are subject to a wide range of biotic and abiotic environmental 

stresses that are responsible for the loss of major crops worldwide. Peroxidase is very 

sensitive to this stress. The enzymatic activity of peroxidase (EC1.11.1.7) is responsible for 

the enzymatic browning of fruit and vegetable tissues. Browning is a limiting factor in the 

handling of many vegetables and causes undesirable quality changes. The objective of this 

work is to study peroxidase activity, which is an enzyme frequently used as a biomarker of 

oxidative stress. The activities of the peroxidase enzyme of some commercial and organic 

fresh vegetables (parsley, celery, garlic and onions) were determined. The results indicated 

that the peroxidase activity response was significantly increased in commercialized parsley, 

celery and onions. On the other hand, there was no significant response on peroxidase activity 

observed in garlic. These results support the hypothesis that insecticide stress influences 

antioxidant enzyme activity and indicate that organic farming conditions minimize peroxidase 

activity and enzyme browning in parsley, celery, onions and garlic. In addition, the results 

indicate that peroxidase activity is an important tool for assessing pesticides-induced 

physiological stress and preventing yield and quality losses in these crops. 

 

 

Keywords: peroxidase, oxidative stress, market fresh vegetables, organic fresh vegetables, 

browning, quality of crops 
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Introduction 

       Ces dernières années, la consommation de légumes, notamment des légumes à feuilles a 

augmenté, dans le cadre de l'alimentation fraîche, en raison de leur valeur nutritionnelle. Les 

légumes verts à feuilles comme les épinards, les laitues, le céleri et le persil sont les plus 

importants dans cette catégorie, ces derniers  contiennent de grandes quantités de composés 

bioactifs et de nutriments. Ces légumes fraîchement coupée sont très sensible au brunissement 

enzymatique lorsqu'ils sont transformés. En effet, le brunissement est l’un des facteurs 

limitant de la manipulation de nombreux légumes (Zhang et al., 2005). L'activité enzymatique 

telle que la peroxydase (EC 1.11.1.7) provoque le brunissement enzymatique des fruits et des 

légumes et peut provoquer des changements de qualité indésirables (Ponce et al., 2004 ; 

Zhang et al., 2005). La peroxydase (POD) a été utilisée comme indicateur biochimique en 

raison de ses changements d'activité et de sa composition (Gaspar et al., 1982). Les 

péroxydases ont été impliquées dans plusieurs processus physiologiques et biochimiques, tels 

que la croissance des cellules (Lin et Kao, 1999), la différenciation et le développement 

(Gaspar et al., 1982), la lignification (Sitbon et al., 1999), ainsi que les réponses aux stress 

abiotiques et biotiques (Gull et al., 2019).  Le stress abiotique est à l'origine de la perte des 

principales plantes cultivées dans le monde entier et comprend les pesticides, les radiations, la 

salinité, les inondations, la sécheresse, les températures extrêmes, les métaux lourds, etc. 

 

L’utilisation des pesticides est une pratique courante indispensable à la production intensive. 

La phytotoxicité par excès d'insecticide a été évaluée sur plusieurs types de légumes et de 

fruits (Dias, 2012 ; Fatma et al., 2018 ). En effet, appliqués à des doses supérieures à celles 

recommandées, ces derniers provoquent des effets négatifs sur la physiologie et le rendement 

des plantes. En outre, l'utilisation excessive d'insecticides peut provoquer des problèmes de 

santé chez l'homme comme la neurotoxicité et le cancer (Alavanja et al., 2004 ;   Kim et al., 

2017). 

         Plusieurs études ont démontrés que des doses élevées d'insecticides affectent la 

croissance et le rendement des plantes. Selon la littérature, les réponses des plantes à des 

stimuli internes ou externes augmentent l'activité de la peroxydase ; cependant, certains 

rapports montrent une diminution de cette activité. (Gaspar et al.,1982, Sitbon et al., 1999 ; 

Fang et Kao, 2000).     

         Dans ce travail,  nous avons eu pour objectif  d’évaluer l’activité de la peroxydase de 

quatre types de légumes, dont deux  à feuilles « persil et céleri » et deux à bulbes « ail et 
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oignon » locaux, achetés ou issus de l’agriculture biologique.  Ce travail est scindé en trois 

parties : 

 Une partie bibliographique portant sur la peroxydase chez les plantes et les facteurs 

influençant sur son activité ainsi que son application dans divers domaines; 

 Une partie, matériel et méthodes décrivant les échantillons et les étapes suivies pour 

l’étude de l’activité de la peroxydase ; 

 Une partie résultats et discussion et enfin une conclusion. 
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I. Généralités sur les peroxydases  

     Les peroxydases (numéro EC 1.11.1.X) regroupent une grande famille d'enzymes. Elles 

appartiennent à la famille des oxydoréductases, en accord avec la nomenclature officielle. Ce 

sont des enzymes ubiquitaires retrouvées chez les plantes, les animaux et les microorganismes 

(Colonna et al., 1999). Les peroxydases des plantes ont été regroupées avec les peroxydases 

des bactéries et des champignons en une seule superfamille (Welinder, 1992). Dans cette 

superfamille, toutes les peroxydases sont composées de protéines qui présentent toutes une 

structure tridimensionnelle similaire (Smulevich et al., 2006). Elles réduisent toutes l’eau 

oxygénée (H2O2) en H2O, mais oxydent des substrats très différents. La superfamille est 

subdivisée en trois classes distinctes (I, II et III), qui diffèrent principalement par leur 

séquence peptidique primaire, le nombre d'ions calcium et de leurs origines (Welinder, 1992). 

       Les peroxydases de classe I comprennent trois types de peroxydases intracellulaires et 

sont représentées par:  

Les ascorbates peroxydases (APX) se trouvent dans les cellules chloroplastiques de plantes, 

et utilisent principalement l’ascorbate pour éliminer l’excès de H2O2 produit lors de la 

photosynthèse (Asada, 1992) ;  

· Les cytochromes c peroxydases (CCP) sont liées aux mitochondries et servent aussi à 

réduire l’eau oxygénée (produite par la respiration) en oxydant le cytochrome c (Erman et 

Vitello, 2002) ;  

 · Les catalases peroxydases (CP), elles ont principalement le rôle de catalases (Obinger et 

al., 1999) et se retrouvent chez de nombreuses bactéries et quelques champignons. 

        Les peroxydases de classe II jouent un rôle essentiel dans la dégradation des déchets 

organiques du sol. Elles sont capables d’oxyder des substrats à très haut potentiel redox, en 

particulier la lignine (Gold et Alic, 1993). On trouve dans cette classe les lignines 

peroxydases, les manganèses peroxydases et les versatiles peroxydases. Les lignines 

peroxydases oxydent directement leurs substrats (Poulos et al., 1993) alors que les 

manganèses peroxydases relâchent des ions Mn3+ (sous forme de chélates organiques) qui, à 

leur tour, oxydent des molécules à hauts potentiels redox (Gold et Alic, 1993). Enfin, les 

peroxydases dites « versatiles » (VP) peuvent effectuer les deux types de mécanismes (Ruiz-

Dueñas et al., 2001). 

         Les peroxydases de classe III (EC. 1.11. 1 .7) sont typiques des plantes vertes. Elles sont 

encore appelées peroxydases sécrétées (Penel et al., 2004). Contrairement aux peroxydases 

des deux classes précédentes, les peroxydases de classe III forment des familles 
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multigéniques de plusieurs dizaines de gènes. Une des conséquences majeures du nombre 

important d’isoformes est la difficulté de pouvoir déterminer un rôle précis pour chacune de 

ces peroxydases dans les plantes. En plus du nombre élevé d’isoformes, les peroxydases de 

classe III ne présentent pas d’affinité particulière pour une molécule in vitro. De ce fait, elles 

peuvent oxyder efficacement un nombre incalculable de substrats aromatiques. Malgré cette 

diversité dans la transformation des substrats, on sait maintenant que les peroxydases ont de 

très nombreuses fonctions in vivo, telles que la construction de la paroi cellulaire, la synthèse 

de la lignine, l’hydroxylation des dérivés aromatiques, la croissance par élongation, la défense 

contre les pathogènes ou la sénescence,….. etc. (Hiraga et al., 2001). 

 

1.1.  Structure de la peroxydase végétale 

        Les POD végétales sont des protéines glycosylées à hème (hémoglycoprotéines), Elles 

sont caractérisées par la présence d’un hème central, pris en sandwich entre le domaine distal 

(extrémité N- terminal) et le domaine proximal (Extrémité C-terminal) de la protéine 

(Figure 1). De ce fait, l'hème constitue le groupement prosthétique de l'enzyme et la chaîne 

polypeptidique est l'apoenzyme (Henriksen et al., 1998). 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Structure tridimensionnelle de la peroxydase de raifort (Veitch, 2004). 

 

 

 

Groupement hème 
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1.1.1. Le site actif de la peroxydase végétale 

       Le site actif de POD est centré autour de l’hème qui est une protopphyrine IX associée à 

un atome de fer ferrique Fe3+. Au repos, cet atome de fer ferrique possède quatre liaisons avec 

des atomes d’azote de la protoporpherine et une liaison avec le groupement imidazole de 

l’histidine 170. Sur le cote distal de l’hème on trouve trois acides aminés conservés (arginine 

38, phénylalanine 41 et histidine 42. ces trois résidus permettent la fixation du peroxyde 

hydrogène et interviennent dans la catalyse.  Les quatre acides aminées  se trouvent sur deux 

hélices α en parallèle au plan de l’hème : hélice B (Arg 38, Phe 41 et  His 42) et l’hélice 

F (His 170). Un  aspartate (Asp 247)  assurant une liaison hydrogène avec l’histidine 170  sur 

le coté proximal dont le rôle est important dans le mécanisme de la réaction catalytique de la 

POD (Delannoy et al., 2004).              

 

1.2. Localisation de la peroxydase végétale  

       Des études histologiques ont permis de situer et de localiser les PODs dans tous les  tissus 

des plantes, mais en générale chaque tissu ou organe à des iso-peroxydases spécifiques 

(Chandalios et al., 1974). 

       Les études sur les POD et de leur  localisation in situ  ont révélées, que leur  activités 

dépondait de la nature du tissu végétal et de la nature du substrat. Seules les POD des parois 

ont la capacité d’oxyder les acides ferriques et certains de leurs dérivés alors que in vitro 

toutes les iso peroxydases pariétales peuvent oxyder les divers substrats utilisés (Goldberg et 

al., 1983). Cela  confirme que in situ le microenvironnement (charges fixes, composants 

matriciels……etc.) peut moduler la dynamique globale de l’activité de la POD en fonction de 

la nature cellulaire et les niveaux de différenciation. 

1.3. Mécanisme réactionnel de la peroxydase végétale   

      Les peroxydases sont des enzymes Michaéliennes à deux substrats, catalysent une réaction 

irréversible selon un mécanisme ping-pong (Ngo, 2010).  En raison de leur très grande 

diversité de substrats (phénols aromatiques, acides phénoliques, indoles, amines et sulfonates 

.etc.) (Veitch, 2004, Vlasova, 2018), il est difficile, voire impossible, de dégager une réaction 

typique des peroxydases végétales. Néanmoins, elles partagent toutes un schéma réactionnel 

similaire qui transforme le substrat en sa forme radicalaire extrêmement réactive avec 

décomposition d’H2O2 selon la  réaction suivante : 

 

2 AH2 (Substrat réduit) + H2O2               2 AH (produit oxydé) + 2 H2O 
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     L’activité enzymatique des peroxydases dépend de plusieurs facteurs les plus importants 

sont le pH et la température. Cette dernière présente un pH optimum qui varie entre 4,5 et 6 et 

une température optimale qui varie entre 30 et 40 °C (Diao et al., 2019). 

     La peroxydase existe sous plusieurs isoformes au sein d’une même plante avec des poids 

moléculaire proches, sont facilement révélées par électrophorèse dans des conditions non 

dénaturantes ou par  isoélectrofocalisation. Ces iso-enzymes catalysent la même réaction mais 

diffèrent par quelques propriétés physicochimiques (Marzouki, 2012). 

1.4. Les facteurs influençant sur  l’activité de la peroxydase  

 Effet des sels  

 La salinité des sols constitue une menace globale pour l'agriculture mondiale en réduisant le 

rendement des cultures et, en fin de compte, la productivité des cultures dans les zones 

touchées par le sel. Le stress salin réduit la croissance des cultures et le rendement de 

plusieurs façons. Deux effets principaux sont imposés aux plantes cultivées par le stress salin 

: le stress osmotique et la toxicité ionique. Sous l'effet du stress salin, la pression osmotique 

de la solution du sol dépasse celle des cellules végétales en raison de la présence d'une plus 

grande quantité de sel, ce qui limite la capacité des plantes à absorber l'eau et les minéraux 

comme le K+ et le Ca2+. Ce stress de salinité entraîne certains effets secondaires comme la 

production d'assimilat, la réduction de l'expansion cellulaire et de la fonction membranaire 

ainsi que la diminution du métabolisme cytosolique (Gull et al. 2019). 

 La  Sécheresse  

 De nos jours, le climat a changé tout autour du globe par une augmentation continue de la 

température et des niveaux de CO2 atmosphérique. La distribution des précipitations est 

inégale en raison du changement de climat qui agit comme un stress important comme la 

sécheresse. L'eau du sol disponible pour les plantes est régulièrement augmentée en raison des 

conditions sévères de sécheresse et cause la mort des plantes prématurément. Après la 

sécheresse est imposée sur les plantes de culture l'arrêt de croissance est la première réponse 

soumise sur les plantes. Les plantes réduisent leur croissance des pousses dans des conditions 

de sécheresse et réduisent leurs demandes métaboliques. Après cela, les composés protecteurs 

sont synthétisés par les plantes sous la sécheresse en mobilisant les métabolites nécessaires 

pour leur équilibre osmotique (Gull et al. 2019). 
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 La température  

 L’augmentation de la température dans le monde entier est devenue une grande 

préoccupation, qui affecte non seulement la croissance des plantes mais aussi leur 

productivité, en particulier dans les cultures agricoles. Lorsque les plantes subissent un stress 

thermique, le pourcentage de germination des graines, l'efficacité photosynthétique et leur 

rendement diminuent (Gull et al. 2019).  

 Effet des toxines  

 La dépendance accrue de l'agriculture à l'égard des engrais chimiques et de l'irrigation par les 

eaux usées des égouts, ainsi que l'industrialisation rapide ont ajouté des métaux toxiques aux 

sols agricoles, ce qui a eu des effets néfastes sur le système environnemental sol-plante. Le 

système végétal repend au différents stresses abiotiques à savoir les pesticides et les métaux 

lourds comme le  cadmium (Cd)  (Glowacka et al., 2019 ; Gull et al. 2019). Plusieurs 

recherches ont été réalisées et ont montrées des  augmentation ou des diminution de l’activité 

de la POD chez des plantes stressées par plusieurs types de pesticides notamment, les 

insecticides appartenant à la famille  des organophosphorés (García-Hernández et al., 2005). 

 

1.5.  Les rôles et les applications biotechnologiques de la peroxydase végétale  

      Les peroxydases interviennent dans le processus de développement de la plante. Plusieurs 

études ont investigué l’activité peroxydasique et le profil des isoperoxydases en relation avec 

les différents processus de développement végétal : l’abscission (Gaspar et al., 1978), la 

maturation des fruits (Rothan et Nicola, 1989), la germination des grains (Lewak, 1986), la 

sénescence (Abeles et al., 1988), la pollinisation (Bredemeijer et Blaas, 1983), la 

différenciation sexuelle (Ghosh et Basu, 1984), l’induction florale ou lors de l’organogénèse 

de bourgeons végétatifs et floraux (Kay et Basile, 1987). Les changements dans les activités 

et/ou les profils des peroxydases sont corrélés avec la plupart des événements physiologiques. 

Chez la plante, les peroxydases peuvent prévenir efficacement les effets néfastes des agents 

oxydants en réduisant le taux des hydroperoxydes.  

      La  peroxydase de raifort (« horseradish peroxidase », HRP) est l'enzyme la plus 

couramment utilisée pour les applications analytiques. Toutefois, les peroxydases provenant 

d'autres sources semblent être une bonne alternative en tant que substituts pour HRP. Cette 

grande diversité d'application des peroxydases est liée d'une part à leur acceptabilité pour un 

grand nombre de substrats et d'autre part à leur stabilité thermique et chimique. Les 

différentes applications de la peroxydase sont résumées dans le tableau I. 
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Tableau I : Les différentes applications de la peroxydase végétale 

 Domaines    Applications 

Génie de l’environnement Catalyseurs dans la bioremédiation des 

composés phénoliques à savoir le traitement des eaux usées 

contenant des composés phénoliques et des amines 

aromatiques (Keisuke et al ., 2003). 

Biochimie médicale -préparation d’enzyme conjuguée à l’anticorps et à 

l’application dans les kits de diagnostic (Shivakumar et al., 

2017 ). 

Industrie alimentaire -estimation du lactose en immobilisant la β-galactosidase, la 

galactose-oxydase et HRP sur un support polymérique ; 

- détermination de la peroxydation des lipides dans la 

membrane cellulaire et dans les produits alimentaires comme 

la viande (Kanner, 1994) ; 

-produire des colorants à partir de phénols naturels. Ces 

colorants produits sont utilisés pour renforcer la couleur des 

jus, des vins et  des thés mais aussi des arômes (Egorov, 

1995) ; 

-elles sont également utilisées comme indicateurs dans le 

blanchiment des légumes (Regalado, 2004) ; 

-utilisées dans  la boulangerie de pain et d'autres. Il peut être 

utilisé comme inhibiteur de production de gaz dans 

l'industrie du fromage. 

Biologie moléculaire -fabrication des sondes d’ADN et d’ARN. 

-Marqueur de croissance et de différenciation des tissus et de 

divers stress biotiques et abiotiques (Dicko, 2005). 

Textile -Utilisées pour contrôler la coloration des vêtements 

(Egorov, 1995) ; 

-Utilisées dans l'élimination des peroxydes après le 

blanchiment du coton (Egorov, 1995). 

Production de polymères -Production de la lignine (Hofrichter, 2002). 

Industrie du papier 
-Le blanchiment de la pulpe à papier et la 

biodégradation de la lignine (Regalado et al., 2004). 
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I. Matériel et Méthodes 

       La  partie expérimentale a été réalisée au niveau du  laboratoire pédagogique  de 

biochimie au sein de l’Université  Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou. 

1.1.  Matériel 

1.1.1. Matériel biologique 

L’extraction de la peroxydase (POD) a été effectuée sur quatre espèces végétales différentes 

fraîches, achetés au marché de TIZI-OUZOU, au mois de juin 2021 et récoltés auprès d’un 

agriculteur local utilisant l’agriculture biologique. Ces espèces ont été choisies sur la base de 

leur intérêt et leur fréquence d’utilisation. Les parties utilisées sont : les feuilles pour le persil 

et le céleri, les bulbes d’oignons et les gousses d’ails: dont les noms botaniques sont 

représentés dans le tableau II.    

 

 

Tableau II : Description du matériel végétal utilisé. 

 

Espèces végétales  Noms botaniques 

Persil Petricelinum crepsum 

Céleri Apium graveolens 

Ail Allium sativum 

Oignon Allium cepa 

 

Nous avons travaillé sur deux types d’échantillons (figure 2) : des échantillons issus du 

commerce (persil commercialisé (PC), céleri commercialisé (CC), céleri bio (CB), ail 

commercialisé (AC), oignon commercialisé (OC)) et des échantillons issus de l’agriculture 

biologique (persil bio (PB), céleri bio (CB), ail bio (AB), oignon bio (OB)). 
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Figure 2 : photographie  du matériel biologique utilisé pour l’extraction de la POD. 

 

1.1.2.  Appareillage  

L’appareillage utilisé pour réaliser cette étude est représenté dans le  tableau  suivant :  

 pH  mètre (Hanna) ; 

 Spectrophotomètre UV –visible (UV mini-1240) ; 

 Balance de précision analytique (Denver) ; 

 Centrifugeuse (Sigma) ; 

 Mortier ; 

 Vortex  (Human Lab). 

 

1.1.3. Produits chimiques et réactifs 

Les différents  produits chimiques et réactifs utilisés pour l’extraction de  la POD sont :  

PBS (KCl 2,68 mM, NaCl  0,14 mM, KH2PO4 1,21 mM, NaHPO4, 2 H2O  8,10 mM), Tris- 

HCl  (4 N), l’ortho-dianisidine  (2mg/2ml), H2O2  (2/1000). BSA, CuSO4, Na2CO3, Folin 

Ciocalteu. 
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1.2. Méthodes  

  1.2.1. Préparation des extraits enzymatiques bruts 

     L’extraction de la peroxydase végétale (POD) a été réalisée selon le protocole décrit par 

DIAO et al. (2019) dont les étapes sont représentées ci-dessous : 

 Les bulbes d’oignon et les gousses d’ail ont été épluchés et lavés avec l’eau distillée et 

séchés à l’aide d’un papier absorbant ; 

 5 g de chaque échantillon a été pesé précisément à partir des feuilles de persil, céleri, 

les bulbes d’oignon et les gousses d’ail ; 

 Un broyage a été réalisé à l’aide d’un mortier placé dans un bac à glace (4 °C) dans un 

volume de 30 ml de tampon d’extraction Tris–HCl a pH optimum 7,3 contenant le 

CaCl2 et de DTT jusqu’a d’obtention d’un broyat homogène ; 

 Après une incubation de 1 heure à 4 °C, l’extraction de la POD a été réalisée par une 

centrifugation à 4500 g pendant 30 min à 4 °C ; 

 Après centrifugation les surnageants ont été récupérés dans des eppendroffs et conservés à 

-20 °C pour le dosage de l’activité de l’enzymatique de la POD. 

Les différentes étapes d’extraction de la POD dans le diagramme ci-dessous (figure 3). 
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Figure 3: Diagramme représentatif du protocole d’extraction de la peroxydase végétale  

1.2.2. Détermination de la concentration protéique dans les extraits bruts 

 La concentration en protéines a été déterminée par la méthode de Lowry et al.(1951), en 

utilisant l'albumine de sérum bovin comme standard. 

 

1.2.3. Détermination de l’activité de la peroxydase des extraits bruts  

     L’activité de la peroxydase est mesurée par spectrophotométrie en suivant par lecture de 

densité optique à 470 nm la cinétique de formation du produit coloré d’oxydation de l’ortho-

dianisidine en présence d’H2O2 ( figure 4) à température ambiante (25 °C) selon le protocole 

décrit par Bradley et al.(1982)  modifié par Bedouhene et al. (2020). 

 

Broyage de 5 g de chaque échantillon dans  30 ml du tampon d’extraction Tris 

-HCl pH 7,3 contenant CaCl et DTT dans un mortier à 4  °C 

Laisser reposer 1 h à  4 °C 

Centrifugation (4500 g/ 30 min)  à 4 °C 

 

Récupération des surnageants et  conservation des 

échantillons a – 20 °C dans des eppendorffs 

Dosage spectrophotométrique de 

l’activité de la peroxydase 

à 
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Figure 4 : Réaction oxydoréduction de l’ortho-dianisidine par la peroxydase végétale  

 

 

       1.2.3.1. Préparation de milieu réactionnel  

      Au mélange réactionnel composé de 775 µl de tampon PBS (KCl, NaCl, KH2P04, 

Na2HPO4) à pH 6 et 100 µl du substrat l’ortho-dianisidine (2 mg /2 ml) sont ajouté 25 ml de 

l’extrait enzymatique. Après une agitation, 100 µl de peroxyde d’hydrogène H2O2 (2/1000) 

ont été rajouté.  Le control est effectué en absence de l’extrait enzymatique.   Les mesures ont 

été réalisées à l’aide d’un spectrophotomètre à 470 nm.  La lecture des absorbances est lue 

chaque  minute pendant 10 min. Une unité enzymatique est définie comme étant la quantité 

d’enzyme responsable du changement de la DO de 0,001 /min (Ponce et al., 2004). 

L’expérience est réalisée en triplicata et  les résultats sont exprimés en U/min/g de matière 

végétale.  

2.4. Analyse statistique  

     Les courbes et les histogrammes sont tracés par Microsoft Excel 2007, les résultats des 

tests effectués sont exprimés en moyenne ± l’écart type. Chaque expérience a été faite en 

triplicata. 
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II. Résultats et discussion  

  2.1. Résultats 

   2.1.1. Evaluation de l’activité enzymatique de la peroxydase  

     Après l’extraction, l’activité enzymatique de la peroxydase pour chaque échantillon  

obtenu a été déterminée en utilisant l’ortho-dianisidine comme substrat.  

     Le gaïacol est le réactif couramment utilisé pour le suivi de l’activité des peroxydases 

végétales, mais l’ortho-dianisidine est aussi un  bon substrat pour ces enzymes (Khales et 

Baaziz, 2005).  

    2.1.2. Cinétique enzymatique   

     L’oxydation de l’ortho-dianisidine catalysée par les extraits enzymatiques dans les 

conditions réactionnelles décrites dans la partie matériels et méthodes se produit très 

rapidement et le changement de couleur du transparent à une couleur plus sombre (marron) 

est facilement observable (Figure 5). Le changement de la couleur de la solution  montre 

l’existence de la peroxydase dans les quatre extraits (persil, céleri, ail et oignon) par rapport 

aux témoins utilisés sans extraits.  L’intensité de la couleur est proprtiennelle à la concetration 

de la perxydase dans le milieu réactionnel. 

 

 
 

Figure 5: Photographie originale de la réaction d’oxydation de l’ortho-dianisidine catalysée 

par les extraits bruts  

 

 

         Les résultats de la mesure de l’activité de la peroxydase par l’enregistrement des 

densités optiques  à 470 nm du mélange réactionnel au cours du temps de réaction sont 

représentés dans la figure 6. 

        L'activité de la peroxydase a été enregistrée dans les quatre extraits de légumes frais 

commercialisés et bio.  La POD est une enzyme liée à la défense des plantes et joue un rôle 

essentiel dans la résistance aux dommages membranaires, principalement par la dégradation 

Blanc  
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enzymatique du peroxyde d'hydrogène (H2O2). Ces quatre plantes présentent différents 

niveaux d'activités de la POD en utilisant l'orthodianisidine en présence du H2O2 comme 

substrat. Dans la figure 6, les activités POD ont progressivement augmentées dans le persil 

(Petroselinum crispum), le céleri (Apium graveolens), et l’oignon (Allium cepa L.) 

commercialisés. L'activité peroxydase a été fortement stimulée par rapport aux échantillons 

contrôles (sans extraits) et les légumes bio. Cependant, l'activité de la POD est faible dans l'ail 

(Allium sativum L) commercialisé par à l’ail bio. Par ailleurs, le niveau de l'activité POD était 

faible dans l'ail traité avec des insecticides, ce constat s’est confirmé par les résultats de la 

teneur en protéines (tableau III). 

 

 

 

Figure 6 : Cinétique de l’activité de la POD dans les différents extraits. 

PC: persil commercialisé, PB: persil bio, CC: céleri commercialisé, CB: céleri bio, AC: ail 

commercialisé, AB: ail bio, OC: oignon commercialisé, OB : oignon bio. 
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Tableau III : Teneur en protéines dans les extraits bruts de légumes commercialisés et bio 

 

Légumes  

Protéines totales 

(g/100g)  

Commercialisé 

Protéines totales 

(g/100g)  

Bio 

Persil 1,02 ±  0,0115 1,23 ± 0,0015  

Céleri 0,26 ± 0,0015 0,911 ±  0,0145 

Ail 1,03 ± 0,009 0,73 ± 0,007 

Oignon 0,15 ± 0,0015 0,32 ± 0,003 

 

Les données du tableau représentent les valeurs moyennes ± l'écart-type de trois 

déterminations. 

 

2.1.3. Activité de la peroxydase des extraits bruts 

       Les résultats des activités POD du persil (Petroselinum crispum), céleri (Apium 

graveolens), ail (Allium sativum) et d'oignon (Allium cepa) sont résumés dans la figure 7.   

Les activités POD variaient de 201 à 2922 U/min/g de protéines  pour les légumes issus de la 

culture biologiques et de 777 à 3769 U/min/g de protéines pour les légumes commercialisés. 

D'après les histogrammes obtenus.  L'activité la plus élevée a été trouvée dans les tissus 

végétaux commercialisés, le persil avec une activité de 3768,74 ± 141,59 U/min/g de 

protéines et le céleri avec une activité de 2680,81 ± 373,66 U/min/g de protéines. L’oignon 

commercialisé a montré une activité plus faible que le persil et le céleri avec une activité de 

776,99 ± 33,62 U/min/g de protéines. Aucune activité POD significative n’a été observé dans 

l'ail (Allium sativum L) commercialisé avec une activité de 772,84 ± 67,25 U/min/g de 

protéines par rapport aux échantillons bio avec 1253,09 ± 232,84 U/min/g de protéines      
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Figure  7: Representation de l’activité de la peroxydase végétale (POD) dans les différents 

légumes commercialisées et bio. Les barres d'erreurs indiquent l'écart-type de trois 

déterminations. 
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2.2. Discussion 

        La peroxydase est une enzyme avec un certain nombre d'isoformes, le statut 

physiologique et le stress des conditions de développement dans une plante pourraient être 

impliqués dans l'apparition de chaque isoforme (Lobarzawsky et al. 1991). La variation 

potentielle de l'activité peroxydase peut se refléter dans la croissance et le rendement des 

plantes, et jouer un rôle important dans certaines étapes du métabolisme comme le 

catabolisme des auxines, et la formation de la lignine, (Fang et Kao, 2000). Les résultats de 

l'électrophorèse et de  spectrophotométrie obtenue par Hajjar et al. (2018) définit cela, un 

grand nombre d'isoformes de l'enzyme peroxydase et chaque isoforme est activée en fonction 

de la structure chimique et des propriétés de l'insecticide.  

       En Algérie la plupart des pesticides autorisés pour l'agriculture appartiennent à la famille 

des organophosphorés (Mebdoua et al., 2017). La plus forte exposition du consommateur 

algérien aux résidus de pesticides par la consommation de fruits et légumes crus a été 

observée pour le chlorpyrifos (42 %) (Mebdoua et al., 2017). Le chlorpyrifos est un 

insecticide organophosphoré à large spectre d'activité. Il agit par inhibition de la 

cholinestérase, ce qui est à l'origine d'une toxicité potentielle chez l'homme (Mebdoua et al., 

2017). 

       Des études ont  indiqués que la pulvérisation de pesticides organophosphorés était 

associée à une stimulation remarquable de l'activité peroxydase (production d’enzyme) 

(HAJJAR et al., 2018 ; García-Hernández et al. (2005). HAJJAR et al. (2018) ont montré que 

la plus grande quantité d'augmentation de l'activité peroxydase a été enregistrée 20 jours après 

la pulvérisation dans les plants de tomates traités par rapport aux plants non traités par les 

pesticides. En outre, les effets en interaction entre deux facteurs ; l'insecticide, et la dose 

étaient hautement significatifs dans la réponse de l'activité peroxydase. 

       Les résultats obtenus dans cette étude sont en accord avec l'hypothèse rapportée par 

García-Hernández et al. (2005), que "le stress par les insecticides influence également 

l'activité enzymatique antioxydante". La réponse de l'activité peroxydase a été plus affectée 

par les pesticides que par les légumes non traités. 

        Certains agriculteurs appliquent des concentrations de pesticides supérieures à celles 

recommandées pour lutter contre les parasites résistants, et ils signalent parfois un meilleur 

contrôle, mais les rendements n'augmentent pas, ils sont même réduits et peuvent avoir des 

conséquences indésirables.  En général, le taux d'application recommandé par le fabricant ne 

crée pas d'effet négatif sur les plantes, et même certains rapports indiquent que certains 
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insecticides spécifiques à faible dose agissent comme un stimulant de croissance (Foster et 

Brust, 1995, Ahemad et Khan, 2012, Singh  et al., 2015). 

       L'enzyme peroxydase est une enzyme antioxydante importante qui joue un rôle pivot 

dans la croissance et le développement des plantes (Breda et al., 1993). L'augmentation de la 

POD a été liée à la résistance au stress et à l'autodéfense. Dans des conditions de stress, le 

taux de respiration augmente avec la stimulation de l'activité de la peroxydase (Aspinall et 

Poleg, 1981).   

 

     III. Conclusion et perspectives 

       Dans ce travail nous avons étudié l’activité de la peroxydase dans quatre types de  

légumes frais, issus du marché et de l’agriculture biologique. Á travers cette étude, nous 

sommes arrivés à conclure que le mode de culture peut influencer la production de la 

peroxydase et son activité. Nous avons également montré que ces espèces choisies sont riches 

en peroxydase, notamment le persil et le céleri. Les changements dans les activités de la 

peroxydase sous l'influence des facteurs abiotique et biotique ont été très clairement indiqués 

dans beaucoup d’études et sont fortement incriminés dans les résultats obtenus dans cette 

étude. Une forte activité  de la peroxydase peut causer le brunissement rapide des fruits et des 

légumes et donc la détérioration précoce de ces derniers lors de leur transformation. Il est clair 

que l'utilisation des pesticides pour lutter contre les parasites et les insectes  est utile, mais 

leur utilisation fréquente peut avoir des conséquences indésirables. L'association très 

apparente qui existe entre l'augmentation de l'activité peroxydase avec les différents facteurs 

abiotiques et biotique indique que l'activité peroxydase est un outil important pour évaluer le 

stress physiologique dans les plantes en générales et son étude peut prévenir les pertes de 

rendement et de qualité des différentes cultures. 

           Ce travail peut être considéré comme un point de départ pour d’autres travaux de 

recherche sur les différents facteurs abiotique et biotique influençant sur l’activité de la 

peroxydase végétale notamment par l’application de doses élevés de pesticides dans 

l’agriculture intensive, et de rechercher quels sont les isoformes activés lors de ce type de 

stress. Il serait aussi intéressent d’approfondir cette étude par des techniques plus poussées et 

de réaliser, une purification de ces peroxydases ainsi que leurs  caractérisations afin de les 

appliqués dans le domaine industriel.  
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Annexes 

Annexe 1: photographies originales des extraits enzymatiques bruts 

   

PC : Persil commercialisé  PB : persil Bio 

  

CC : céleri commercialise  CB : céleri commercialise  

  

AC : Ail Commercialise  AB : Ail Bio 

  
OC : Oignon Commercialise  OB : Oignon Bio 
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Annexe 2 : photographie des milieux réactionnels des extraits enzymatiques bruts 

Commercialisé et Bio 

 
PC et PB 

 
CC et CB 

 
AC et AB 

 
OC et OB 
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