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Résumé

Le poivre sauvage de La Réunid?iper borbonensecaractérisé par son profil aromatique,
son léger piquant et sa couleur rouge, présentéomnpotentiel jusqu’a maintenant peu
exploité. Cette étude a eu pour but de mesurepéich de la maturité de ce poivre sur les
criteres de qualité suivants : teneur en pipétiaeeur et composition en huile essentielle et
couleur. Pour cela, nous avons travaillé sur 3 ntatuA, B et C, distinctes visuellement et
correspondant & des dates de cueillette différebéssmesures ont été réalisées sur du poivre
frais et séché, c’est-a-dire prét a consommer,dditenir compte de I'éventuelle influence de
la structure des grains (qui évolue selon matustg)le devenir des composeés d’intéréts au
cours du procédé. Des analyses sensorielles olanégiat été réalisées. Les résultats obtenus
ont montré que le poivre de maturité A semblaitimateint son potentiel aromatique
maximum. Au-dela de ce stade, les teneurs en lasfentielle mais aussi en pipérine
diminuaient dans les poivres frais et transforméss compositions aromatiques étaient
globalement peu impactées par la maturité et lesdoiés. Inversement, la couleur augmentait
au cours de la maturité mais était fortement imggagpiar le procédé de séchage, et cela quelle
que soit la maturité. Au niveau sensoriel, les quet différences pergues, se sont révélées
difficiles a corréler avec les variations biochinng.

A I'échelle d'une filiere, la récolte des grainsnmatures, possédant les teneurs les plus
élevées en composés dintérét, ne satisferait gadésoins en termes de rendements de
production.

En conclusion, il s’est avéré plus pertinent deiléuée poivre lorsqu’il est mature afin de
répondre aux exigences de rendement tout en camgeres teneurs en composes d’intéréts

satisfaisantes ainsi qu’une belle couleur rougésaprocedé.

La couleur du poivre de La Réunion est en partggatéée par du brunissement enzymatique.
Les parametres cinétiques d’inactivation des ensymegponsables (PPO et POD) ont été
estimés. A partir du modeéle établi, un baréme diédage optimal, & 100°C pendant 30

secondes, a pu étre défini.

Mots clefs : poivre, maturité, pipérine, huile edsale, composés aromatiques, couleur,

gualité sensorielle, brunissement enzymatique npetr@s cinétique d’inactivation.



Abstract

Reunion Island wild pepper, Piper borbenense, cheniaed by a specific aroma profile, a
light spiciness, and a red color, present a sicguifi yet untapped potential. This study aims at
assessing the impact of the pepper maturity ogutdity according to the following criteria:
piperine content, essential oils content and comipasand color. Maturity was classified in
3 categories A, B, and C visually distinguishabled abased on the harvesting time.
Measurements were carried out on fresh and drippegoei.e. ready to eat, in order to take
into account the grain structure (maturity depetiden the fate of the studied compounds.
Sensorial analyses were also performed. Resultseshthat maturity-A pepper reached the
highest aromatic potential. Fresh and processegepepof higher maturity showed lower
content both in essential oils and piperine. M&uaind processing showed generally little
impact on aromatic composition. However, color wase intense for higher maturity despite
being strongly impacted by the drying for all métas. Sensorial analysis results had poor
correlation with the biochemical content analy€ a global scale, harvesting immature
peppers with the higher contents in the compouridsterest would not be economically
viable.

Pepper berries harvested fully matured (Maturityg@ye the best compromise between high
yield production, and satisfying content of piperand essentiel oil combined with slight red

color after treatment

The red color of Reunion Island wild pepper iseféd by enzymatic browning. Parameters
for the kinetic of inactivation of the concernedzgmes (PPO and POD) were calibrated. A

model was developed showing the optimal blanchorglitions were 100°C for 30 seconds.

Keywords : pepper, maturity, essential oil, piperi@romatic compounds, color, sensorial

analysis, enzymatic browning, kinetic, PPO, POD.






Introduction

Le poivre sauvage de La Réunidtiper borbonensecaractérisé par son profil aromatique,
son léger piquant et sa couleur rouge, présentéomnpotentiel jusqu’a maintenant peu
exploité

Le projet de recherche et développement Qual’lregivfinancé par la région Réunion, I'Etat
francais et 'Union Européenne. Il vise a caras#riet valoriser les poivres sauvages de la
Réunion et de Madagascar. Pour la Réunion, il stigvaluer le potentiel de développement
d'une «filiere poivre haute valeur ajoutée ». Pdmdagascar, il s'agit d’optimiser les
procédés de transformation existants.

Maitriser les procédés de transformation pour Boltibn de produits a haute valeur ajoutée
est indispensable pour le développement d'unedilig s’avere donc important d’identifier et
de comprendre les opérations unitaires critiquesds proposer un poivre de qualité.

D’autres parameétres peuvent influencer cette ygbarmi lesquels I'espéce, le terroir, le
climat, les conditions de culture, la maturité aueillette ou encore les pratiques post-récolte
jusqu’au mode de consommation. L'essentiel de axair a consisté a étudier I'impact de la
maturité sur la qualité de poivres frais et transis dans le but de déterminer un stade de
récolte optimum qui s’appliquerait &iper borbonensée la Réunion et vraisemblablement
aux poivres sauvages malgaches qui sont des espeisgses. La qualité a été évaluée a
travers le piquant (teneur en pipérine), 'arbneméur et composition en huile essentielle), la
couleur et l'analyse sensorielle du poivre. Quedgtiavaux ont par ailleurs été menés
spécifiguement sur la couleur, dans le but de meaumprendre et maitriser sa dégradation au

cours des procédés.

Ce mémoire est constitué de trois parties : uné/smdibliographique décrivant les critéres
de qualité du poivre et ses procédés de transfammatine seconde partie sur I'impact de la
maturité, rédigée sous la forme d’'une publicatiomergtifique. Et enfin une troisieme partie
sur I'inactivation des enzymes présents dans ler@oi



1. Etude Bibliographique

1.1Le poivre dans le monde

Le poivre, longtemps considéré comme le roi desefppar son pouvoir aromatique, est
originaire de la cOte de Malabar en Inde. Aujound’il est cultivé dans de nombreuses
régions tropicales. Le monde compte environ 70®&sp de poivre (Sumathykutty, Rao,
Padmakumari, & Narayanan, 1999 ; Weil et al., 2Qqdat)ni lesquelles I@iper nigrum,avec
plus de 450 000 tonnes par an (FAO Statistics DNj2015), est de trés loin la plus produite
au monde. Cependant grand nombre d'entre elles demtespeces sauvages, donc non

cultivées.

A La Réunion, le taxorPiper borbonensea été identifié par le Conservatoire Nationale
Botanique de Mascarin. Ce poivrier se présente a@mme liane dioique a tige ligneuse
atteignant un diametre de 4-5 cm a la base et girgo une hauteur de 5-10 m sur les arbres
tuteurs. A Madagascar, une ou plusieurs especegonees sauvages proches @uper
borbonensaéunionnais, cohabitent. Actuellement il n’existeedrés peu de travaux réalisés
sur le Piper Borbonensale la Réunion qui n'est pas exploité. Une étudsciiative des
procédeés de transformation mis en ceuvre a Madagdedl et al., 2014), a été effectuée sur
Tsperifery nom vernaculaire donné aux especes de poivremges de la Grande lle, qui

elles, sont largement exploitées.

1.2 Les critéeres de qualité du poivre

La qualité du poivre est essentiellement évaludenssa qualité sensorielle. Celle-ci est
définie par I'arbme, le goQt et I'aspect visuel geuvent étre estimés a travers la teneur en

certains composés d'intéréts.

1.2.1 L’arbme

L’huile essentielle de poivre se localise dans Esocarpe interne du fruit. Elle se présente
généralement sous la forme d’un liquide transpaieanit Iégérement sur le vert a 'odeur de
poivre trés prononcée mais sans caractere brudmaing, 2007). C’est un liquide hydrophobe
concentré en arémes volatiles qui peut contenifpeation du produit, un nombre important

de composés. Ces composes sont pour la plupartndésules peu complexes, tels que les



monoterpenes, ou des terpenes plus complexes, ldensesquiterpenes ainsi que des
phénylpropanoides. L’huile essentielle de poivré eslisée par les industries de la
parfumerie principalement dans la fabrication d’'eutoilette, mais aussi dans l'industrie
alimentaire comme exhausteur de godt. Les aromesofe I'huile essentielle) influencent

'odorat et le godt.

1.2.2 Le piquant

Le piquant, qui influence notamment le golt du pwiest principalement conféré par la
pipérine qui est un alcaloide. Sa synthese se&fpdrtir d’'une enzyme : la pipérotransférase
qui catalyse l'amidification de l'acide pipérique®us forme de co-enzyme A, et de la
pipéridine (Geisler and Gross, 1990).

De nombreuses propriétés biologiques ont étébaées a la pipérine qui est reconnue
comme antimicrobienne et anti-oxydante (Zarai gt2013), hépato-protectrice (Bae et al.,

2011) ainsi que présentant un fort potentiel aatieéreux (Hwang et al., 2011).

1.2.3 La couleur

La couleur est un critere important dans I'apprémnades aliments, I'aspect visuel détermine
en effet la premiere impression du consommateulRiper borbonensenature posséde une

couleur rouge appréciée par les consommateurs #teorausement également par les
oiseaux. Si I'on trouve des polyphénols dans cerppion ne trouve pas d’anthocyanes, ce
qui laisse a penser que sa couleur rouge lui egéEe par des caroténoides. Si le lycopéne
(responsable notamment du rouge de la tomate)asae identifié dans le Piper borbonense,
le beta caroténe I'a été (résultats non publiéQuides caroténoides peuvent conférer une
couleur rouge tel que la capsantine, capsorubineapsine ou encore la zeaxanthine et

curcubitaxanthine (Deli, 2001) mais aussi la lutéi@rozier et al., 2006).

1.3 Facteurs influencant la qualité du poivre

Aujourd’hui la qualité du poivre reste un des eetede différenciation sur le marché. Parmi
les criteres influencant cette qualité, la couldarpiquant (teneur en pipérine) et I'arbme
(teneur et composition en huile essentielle) sodgufemment cités. Il a été montré que ces

caractéristiques physico-chimiques dépendent dsiquits facteurs tels que l'espéce, les



conditions climatiques ou encore le terroir (Gemsl., 1963 ; Jose&Nambiar, 1972 ; Lewis
et al, 1969 ; Mathai, 1981 ; Mathai, Kumaran & Ciian1981 ; Nambudiri et al., 1970 ;
Purseglove et al., 1981). Les procédés de transtavm (Weil et al., 2014) et la maturité

influencent eux aussi cette qualité, notammenbldeir.

1.3.1 Les procédés de transformation du poivre

A Madagascar il existe deux types de transformadiéerites par Weil et al. (2014) dites voie

seche et voie humide (Figure 1).

Voie Cueillette, stockage, transport Voie
Humide et assemblage des lots Seche
Echaudage Séchage
v ¥
Etuvage Egrappage
= v
Séchage (Lavage)
Y ¥
(Nettoyage et Séchage
désinfection)
L 2
Séchage
L 2
Egrappage
Tri, nettoyage,

"' conditionnement, stockage ™

Figure 1 :Procédés de transformation du poivre a Madagascar (d’apres Weil et al., 2014)

La voie humide se distingue essentiellement deoia seche par les opérations d’échaudage
et d’étuvage. L’échaudage consiste a plonger lerpogquelques minutes dans de l'eau
fremissante. Elle permet de diminuer la charge obienne du poivre et d’augmenter la
vitesse de séchage. L'étuvage consiste a mettsdadrtie d'échaudage, le poivre dans une

atmosphere confinée et saturée en eau.



La voie seche est plus simple a mettre en ceuvrgermble mieux respecter le produit
(notamment la couleur) que la voie humide. Le sgeh&tape commune aux deux voies,
permet de ramener la teneur en eau du poivre &alesrs comprises entre 10 et 15% afin

d’assurer la qualité sanitaire et la conservatipmabduit.

1.3.2 La maturité du poivre

Les grains de poivres, portés par des grappes,\v&otd a leur apparition et prennent une
couleur rouge a pleine maturité. La fructificatidu poivre, au sein d’'un bassin considéré,
s’étale sur plusieurs semaines (entre aolt et niorerdans notre zone de collecte de la
Réunion). Toutes les grappes d'une liane considétéeivent pas a maturit¢ au méme
moment alors que la maturité des grains au seinedméme grappe s’étale également. A
Madagascar, ou les pratiques de cueillette comsisteouper la liane (avec abattage ou non
du tuteur), l'intégralité des grappes d'une ménandi est collectée au méme moment,
conduisant de fait a une trés grande hétérogédégd@rains. Dans la perspective de mise en
ceuvre d'une filiere (malgache et/ou réunionnaiseéb sur du poivre en culture, on peut
imaginer qu’il sera possible de sélectionner legppes sur une liane mais pas les grains sur
une grappe, car cela représenterait un travail taggidieux. Quoi qu'il en soit, dans le
contexte actuel et pour le futur, il est importdi#tudier I'impact de la maturité sur la qualité
du poivre.

Peu de travaux ont jusqu’alors été réalisés sursujet et les résultats présentés par
Rathnawathie and Buckle (1984), par Mathai (1981) par Jansz, Balachandran,
Packiyasothy, and Ratnayake (1984) ont été obtenusdu poivre noir Riper nigrum
cultivé. Notre étude vise a déterminer I'impacti@enaturité sur la qualité du poivre sauvage

de la Réunion.



2. Etude de lI'impact de la maturité sur la qualité dupoivre

2.1Résumé et mots clefs

Le poivre sauvage de La Réunid?iper borbonensecaractérisé par son profil aromatique,
son léger piquant et sa couleur rouge, présentéomnpotentiel jusqu’a maintenant peu
exploité. Cette étude avait pour but de mesurerpiéact de la maturité de ce poivre sur les
criteres de qualité suivants : teneur en pipétimecur et composition en huile essentielle et
couleur. Pour cela, nous avons travaillé sur 3 rit@tuA, B et C, distinctes visuellement et
correspondant a des dates de cueillettes diffesemtes mesures ont été réalisées sur du
poivre frais et séché, c’est-a-dire prét a consommin de tenir compte de I'éventuelle
influence de la structure des grains (qui évoluerska maturité) sur le devenir des composés
d’intéréts au cours du procédé. Des analyses delssront également été réalisées. Les
résultats obtenus ont montré que le poivre de m@tArsemblait avoir atteint son potentiel
aromatique maximum. Au-dela de ce stade, les terezupipérine et en huile essentielle mais
aussi en pipérine diminuaient dans les poivressfii transformés. Les compositions
aromatiques sont globalement peu impactées paatarité et les procédés. Inversement, la
couleur augmentait au cours de la maturité mais #tdement impacté par le procédé de
séchage, et cela quelle que soit la maturité. AMean sensoriel, les quelques difféerences
percues, se sont révelées difficiles a corrélec sa®variations biochimiques.

A I'échelle d'une filiere, la récolte des grainsnmatures, possédant les teneurs les plus
élevées en composés dintérét, ne satisferait gadésoins en termes de rendements de
production.

En conclusion, il s’avere plus pertinent de cueil poivre lorsqu’il est mature afin de
répondre aux exigences de rendement tout en cameaes teneurs en composeés d’'intéréts

satisfaisantes ainsi qu’une belle couleur rougésaprocede.

Mots clefs : poivre, maturité, pipérine, huile edsale, composés aromatiques, couleur,

gualité sensorielle.



2.2 Introduction

Le poivre, longtemps considéré comme le roi desefppar son pouvoir aromatique, est
originaire de la cOte de Malabar en Inde. Aujound’il est cultivé dans de nombreuses
régions tropicales. Le monde compte environ 70@e&=sp de poivre (Sumathykutty et al.,
1999 ; Welil et al., 2014) parmi lesquelle®iper nigrum, avec plus de 450 000 tonnesgar
(FAO Statistics Division, 2015), est de tres lanplus produite au monde. Cependant grand
nombre d’entre elles sont des espéces sauvagasndarcultivées. C’est le cas de plusieurs
espéeces malgaches et d'une espéce de la Réuei®iper borbonenseSi le poivre sauvage
de la Réunion n’est pas (encore) exploité, en vauplusieurs dizaines de tonnes (en sec)
sont exportées, chaque année, depuis MadagasecalBag@mope et ’Ameérique du Nord. Ces
poivres sauvages sont tres prisés et reconnudgaugualité ; cependant celle-ci est souvent
percue comme hétérogéne et aurait méme tendanaesseib globalement ces derniéres
annees. Plusieurs parametres peuvent influence getlité, parmi lesquels I'espece, le
terroir, le climat, les conditions de culture, latrité a la cueillette ou encore les pratiques
post-récolte jusqu’au mode de consommation. Laeptésétude vise a étudier I'influence de
la maturité (a la cueillette) sur la qualité Biper borbonensdrais et transformé. Peu de
travaux ont été réalisés jusqu’alors sur ce sujkgserésultats présentés par Rathnawathie and
Buckle (1984), par Mathai (1981) et par Jansz .€{1884) ont tous été obtenus sur du poivre
noir (Piper nigrum cultivé.

Dans notre étude, la qualité a été évaluée a sdeepiquant (teneur en pipérine), I'ardme

(teneur et composition en huile essentielle), lalear et I'analyse sensorielle du poivre.



2.3 Materiels et méthodes
2.3.1 Collecte, préparation et conservation des échantihs

Le poivre a été collecté sur une zone peu étenchaené de 300 m de distance entre les 3
lianes) a la Riviéere Langevin, tout au Sud de Larin.
Trois cueillettes successives, espacées d'un migod et correspondant a trois maturités

distinctes A, B, C, ont été réalisées sur troisdmdifférentes (Tableau 1).

Tableau | : Collecte des échantillons sur les lianes 1, 2 et 3

Maturité
A B C
Couleur Vert Orange Rouge
Date de récolte 01/07/2015 12/08/2015 02/09/2015

Des lots moyens ont ensuite été constitués a pdetrtrois lianes pour chaque maturité
(Figure 2). Les échantillons ont enfin été congeks80°C (Congélateur Froilabo- Bio

Memory 690 litres).

Liane 3
Maturité
A*

Liane 2
Maturité
A*

Liane 1
Maturité
A*

Echantillon
FA*

*idem pour les maturités
BetC

Figure 2 : Constitution de lots moyens a partir de trois lianes pour chaque maturité

Pour des raisons d’hétérogénéité de la maturitggoless au sein d’'une méme grappe, le lot
de maturité A contenait une certaine proportiorvifem 20%) de grains a maturité B tout
comme le lot B contenait des grains a maturité & et le lot C des grains a maturité B. Pour
autant, pour que notre étude soit représentativia déalité et parce que I'on sait qu’'un tri
(par grains au sein d’'une grappe) ne serait pdisteedans le cadre d’une filiere, les lots A, B

et C sont laissés tels quels.






2.3.2 Traitement du poivre

Dans la mesure ou le poivre est consommeé transf@améninimum séché), et parce que la
structure du grain, qui évolue au cours de la nitatpeut avoir un impact sur le devenir des
composés dintéréts au cours du procéde, les éttbastfrais (FA, FB et FC) ont été
transformés selon un procédé standard en échastiléchés (SA, SB et SC). C’est en effet
linfluence de la maturité sur la qualité des pewfrais et transformés qui nous intéresse. Le
procédé mis en ceuvre était composé de deux op&aiiutaires : un échaudage a 100 °C
pendant 3 min dans un bain marie (Memmert Gmbh WpBe22 Schwabach, Germany) ainsi
gu’'un séchage a 60°C pendant 24h a 20% HR dangno®nte climatique (Figure 3). Les
échantillons ont été broyés (Retsch— Grindomix GB)2Retsch Gmbh, Germany) a 10000

rpm pendant 10 secondes.

Décongélation du poivre (Maturité A, B, C), 1 heure a température ambiante

_—

Broyage a l'azote quuide\ Echaudage 100°C 3 min
Conservation a -80°C ’

Séchage 24h 20% HR &

¥

Echantillons fraFigure 3 : Essais mis en ceuvre Broyage
Maturité A, B, C / | Conservation a -80°C

Une série d’analyses, décrite ci-dessous, a enstdite
effectué sur ces échantillons frais et apres psoces

Echantillons séchés
K Maturité A, B, C

2.3.3 Détermination de la teneur en pipérine

La teneur en pipérine, exprimée en base seché,deérminée selon la méthode décrite dans
la norme 1SO-5564 (International Standard Orgaminatl982). Le spectrophotometre utilisé
est un Thermospectronic Helios alpha v4.60 (TheFRisber Scientific, USA). L’'écart-type
relatif était de 3,32% (n=3).

2.3.4 Détermination de la teneur en huile essentielle
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La teneur en huile essentielle, exprimée en badeesa été déterminée selon une méthode
adaptée de la norme standard ISO 6571 (Interndt®taadard Organization, 2008). La seule
modification par rapport a la méthode standardis#sde dans le fait que n’avons pas

employé de xyléne dans notre protocole. L’écaremgiatif était de 2,08 % (n=3).

2.3.5 Identification et détermination de la composition es huiles essentielles

2.3.5.1 Séparation sur colonne apolaire
Les composés volatiles ont été analysés sur une(HR56890), equipée d'une colonne
apolaire SPB-5 (Supelco- 60m x 3pén x 0,25um) et couplée a un détecteur SM. Des
aliquotes (0,2uL) d’huile essentielle obtenue comme décrit en4?.8nt éteé injectés avec un
split (1 : 50). La température de l'injecteur étdd 250°C. La température de la ligne de
transfert était de 250°C et le débit du gaz vectghélium) était de 0,7 mL/min. La
température du four était programmée comme suémpérature initiale de 60°C,
augmentation de 4°C/min jusqu’a atteindre une teaipée finale de 250°C maintenue
pendant 50 min. Les molécules ont été identificas@G/SM avec une source d’ionisation

électronique (70eV). Les masses des composés ttaimprises entre 20 et 400 m/z.

2.3.5.2 Séparation sur colonne polaire

Les composés volatiles ont été analysés sur une(HIR56890), équipée d'une colonne
apolaire Supelco-Wax (Supelco- 60m x 328 x 0,25um) et couplée a un détecteur SM.
Des aliquotes (0,L) d’huile essentielle, obtenus comme décrit en44.8nt été injectés
avec un split (1 : 30). La température de l'injectétait de 250°C. La température de la ligne
de transfert était de 250°C et le débit du gaz exgc{hélium) était de 0,8 mL/min. La
température du four était programmée comme sud@mpérature initiale de 60°C,
augmentation de 4°C/min jusqu’a atteindre une teaipée finale de 230°C maintenue
pendant 20 min. Les molécules ont été identificaasQG/SM avec une source d’ionisation
électronique (70eV). Les masses des composeés ttamprises entre 25 et 350 m/z.

2.3.5.3 Identification

Les composés aromatiques séparés sur les deux nesloront été identifiés en
comparant leurs spectres de masse a ceux disponitdes les bases de données
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commerciales (NIST02, WILEY) ou constitués par soss et en comparant les indices de
rétention calculés a ceux de la littérature (Adad®95; Jennings & Shibamoto, 1980;
Kondjoyan & Berdagué, 1996).

2.3.5.4 Quantification sur colonne apolaire

Les composés aromatiques ont été quantifiés suC@EHP 5890), équipée d'une colonne
apolaire SPB-5 (Supelco- 60m x 3pth x 0,25um) et couplée a un détecteur FID. Des
aliquotes (0,3uL) d’huile essentielle de chaque échantillon, obsenomme décrit en 2.3.4,
ont été injectés avec un split (1:33) en CG-Flirpchaque échantillon. Le débit du gaz
vecteur (hélium) était de 0,7 mL/min. La températale I'injecteur était de 250°C. La
température du four était programmée comme sud@mpeérature initiale de 60°C,
augmentation de 4°C/min jusqu’a atteindre une teaipée finale de 250°C maintenue
pendant 20 min. Les quantifications ont été réefispar rapport a une gamme étalon de
terpinoléne utilisée comme étalon externe. L'étgme-relatif était de 0 ,43% (n=3).

2.3.6 Mesure de la couleur

Les mesures de la couleur ont été réalisées séchastillons en grains, avec un Minolta CR-
400 et son logiciel. Pour chaque échantillon fediséché (FA, FB, FC, SA, SB, SC), disposé
en couche de 1 cm de poivre dans une boite de d&&touverte, la mesure était répétée dix
fois. Les écarts-type relatifs étaient respectivemde 0,93%, 2,68% et 4,79% pour les

valeurs L*, a*, b* (n=10).

2.3.7 Evaluation sensorielle

Afin d’évaluer I'impact de la maturité au niveawunseriel, les échantillons séchés (SA, SB,
SC) ont été soumis a I'analyse sensorielle dantalboratoire dédié. Un jury averti, de 12
personnes, a été sélectionné et entrainé seloartaenISO 8586-1. Lors des entrainements
des descripteurs ont été retenus pour I'élaboratésnprofils sensoriels des produits selon les
normes ISO 11035 et ISO 5492. Des tests triangglat de classement, olfactifs et gustatifs
sur du poivre en grains et en mouture, ont étésesarespectivement selon les normes 1ISO
4120 et ISO 8587 a l'aide du logiciel Tastel+ VensR015.

2.3.8 Détermination de la teneur en matiere seche
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La teneur en matiere seche a été déterminée phageade 3g de poivre broyé a 105°C
pendant 30h (jusqu’a masse constante) dans une daiaboratoire (ULE 400, Memmert
Gmbh, Germany). Les masses initiale et finale ¢dtdéterminées a I'aide d’'une balance de
précision (Scaltec SBC 22 model, Scaltec Gmbh, @eyn Les valeurs obtenues sont
utilisées pour rapporter les teneurs en huile estdlenet pipérine en base seche. L’écart-type
relatif était 0,55% (n=3).

2.3.9 Traitements statistiques

Les difféerences entre les moyennes de teneur eéripg de teneur en huile essentielle, de
compositions aromatiques des huiles essentiellds ealeurs chromatiques L*, a*, b* ont été
évaluées par des analyses de la variance (ANO\&Y différences significatives entre les
échantillons ont été déterminées par un test deyrakec un seul de significativité < 0,05.
Les tests triangulaires et de classement ont éttédrrespectivement selon les méthodes
décrites dans les normes ISO 4120 et 8587 pagieiéb Tastel+ Version 201%E0,05).

2.4 Résultats

Les teneurs en pipérine et en huile essentielleétintnesurées sur les échantillons de poivre
pour les trois maturités A, B et C. Ces détermaretiont été réalisées sur le poivre frais ainsi

gue sur le poivre apres traitement (Tableau II).

Tableau Il : Impact de la maturité sur les teneurs moyennes (n=3) de pipérine et d’huile essentielle pour 100 g
de poivre (bs). F : frais ; S : Sec. Les valeurs avec des lettres différentes (a-e) sont significativement différentes
(Test de Tukey, P<0,05)

Teneur en
Echantillon Pipérine Huile essentielle
(g.100g™ bs) (mL.100g™ bs)
FA 0,32 + 0,032 16,48 + 0,842
FB 0,23 + 0,01°¢ 13,49 4 0,43P
FC 0,21 + 0,004 12,83 + 0,40°¢
SA 0,26 + 0,00P 12,63 + 0,44°¢
SB 0,20 + 0,014 10,98 + 0,364
SC 0,18+ 0,01° 10,41 + 0,784

+intervales de confiance a 95%
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2.4.1 Impact de la maturité sur la teneur en pipérine

Pour le poivre frais, la teneur en pipérine dimidee28% de la maturité A vers B (FA/FB) et
de 10% de la maturité B par rapport a C (FB/FC)pta@cess engendre des pertes de 20 %
pour le poivre de maturité A (FA/SA) et d’enviroB% pour les maturités B et C (FB/SB,
FC/SC). Le poivre (SA) de maturité A possede 25%idérine en plus que le poivre (SB) de

maturité B. SB et SC ne sont pas significativenuififérents entre eux.

2.4.2 Impact de la maturité sur la teneur en huile essdielle

Pour le poivre frais, la teneur en huile essemrtidiminue de 18% de la maturité A par rapport
a la maturité B (FA/FB). La diminution de la matarB par rapport a la maturité C (FB/FC)

n‘est pas significative.

Le process engendre des pertes de 23% pour lespdévmaturité A (FA/SA) et de 18% pour

les maturités B et C (FB/SB, FC/SC). Le poivre Y& maturité A possede 13% d’huile

essentielle en plus que le poivre (SB) de mati3it&B et SC ne sont pas significativement

différents entre eux.

2.4.3 Impact de la maturité sur la composition en huile ssentielle

La CG-SM reéalisée sur un échantillon moyen, reptadé de nos 6 échantillons, a permis
d’identifier 24 composés aromatiques présents a @¢&10,5% (v/v), représentant 91% (v/v)
de l'huile essentielle totale. 18 d’entre eux, prds dans chacun des 6 échantillons, et
représentant 84% (v/v) de I'huile essentielle, étdt quantifiés. La concentration de ces 18

composeés dans le poivre frais maturité C est dodags le tableau llI.

Tableau Il : Teneur des composés aromatiques quantifiés dans I’huile essentielle de I’échantillon FC (n=3)

Composés aromatiques % (v/v) sur total d’huile rtsske
Limonéne 22,6
Asaricin 11,9
Alpha-phellandréne 10,6
Delta-3-Carene 8,5
Beta-pinene 53
Alpha-pinene 4,0
Safrol 3,3
Dilapiole 4,8
Alpha-guaiene 2,9
Delta-elemene 2,0
Béta-myrcene 1,9
Elemicine 2,0
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Camphene 1,2

Méthyl-eugénol 0,7
Germacrene-D 0,6
Alpha-cubébéne 0,5
Sabinene 0,5
Terpinoléne 0,5
Total 84,0

+intervales de confiance a 95%<0,001

Quatre composeés représentent a eux seuls 54 %alwel'huile essentielle : le limonene
(23%), l'asaricin (12%), l'alpha phelladréne (11%) le delta-3-Caréene (8%). lls sont
majoritaires quelle que soit la maturité considé@®ecla en frais comme aprés process.

De la maturité A vers B (FA/FB) ces composés diraimuet expliquent en bonne partie, du
fait de leur proportion importante, les pertes gleb. Ainsi, les pertes en limonene
représentent, a elles seules, 21% des pertes gtobal

Le terpinolene, le safrol, le delta elemene, I'alglubeéne et I'alpha guaiene sont les plus
impactés (a la baisse) par le passage de la neafurers la maturité B. Inversement l'alpha

phellandréne, le germacrene-D et I'asaricin santmposés les moins affectés.

De la maturité B vers la maturité C (FB/FC), leisahe, le safrol, I'asaricin, I'elemecine et le
dialopiole subissent les pertes les plus imporgarites pertes en asaricin représentent, a elles
seules, 33% des pertes globales. En revanche depbigine, le camphene, le delta-eleméne,

I'alpha cubéne et le germacréne-D ne sont pas i@pdEigure 4).

15



1,50 " .
1.00 EFAEFBEFC
] a
b b
ol | IETTaeTT || IPT I
0,00 Bam [epre—— ...
& O R S o
W \
o W 0" 9 Q),(o‘l‘ Q‘&\e\\%
()
5 4,00
oo 3,00
= O
S o 2,00 a
e 0T m 100 b ¢
L OO 3 abb
og (] Q T
0 N o & e
2 5'5’@@0 \}6‘0‘\6 &\00\6 A %’e\e{oeo \)‘03060
1,80
1,60
1,40
1,20
1,00
0,80 a c
0,60
040 ' Cab II
aaa
\Y <
0 o\ . BY) g\ A o
Qd\'e“%e 0’%‘)‘&\6 (‘(@0@(\6 PS&( 6\6(0&0 0\\‘5@
We G

Figure 4 : Evolution quantitative des composés aromatiques en fonction de la maturité ; F : frais (n=3). Les valeurs avec des
lettres différentes pour un méme composé (a-c) sont significativement différentes (Test de Tukey, P<0,05)
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Aprés transformation, c’est-a-dire apres échaudegeséchage, les pertes en limonéne
représentent 25% des pertes globales pour la éafuriie safrol, le sabinéne, le terpinoléne
et I'elemicine sont particulierement affectés parprocess avec des pertes respectives de
48%, 34%, 33% et 28% (FA/SA). Pour la maturité & pertes en asaricin au cours du
procédé représentent 32% des pertes globales (FBAS&saricin, I'élémicine et le dilapiole
sont particulierement affectés par le process des@ertes respectives de 46%, 76% et 70%.
Pour la maturité C, les pertes en asaricin aprésegs représentent 16% des pertes globales
alors que le safrol I'élimicine et le dilapiole ssgent des pertes respectives de 28%, 57% et
55%. (FC/SC). Le germacréne-D, I'alpha cubéneplial guaiene et le methyl eugénol sont

les composés les plus résistants au process quelisoit la maturité considérée (Figure 5).
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2.4.4 Impact de la maturité sur la couleur

Les valeurs chromatiques L*, a*, b* augmentent awrs de la maturité (FA/FB/FC)
(Figure 6). Le process a un impact négatif (towedsurs chromatiques affectées a la baisse
sauf a* pour la maturité A) sur la couleur et agleelle que soit la maturité (FA/SA, FB/SC,
FC/SC). Néanmoins le poivre de maturité C possesl@aleurs chromatiques les plus élevés
apres traitement (SA/SB/ SC).

L* 30’00 a* 10,00

25,00

b c c
a 8,00
f
20,00 d ° 6,00 >
15.00 200 f
10,00 a a
2.00
5,00 I I
0,00 o0 FA FB FC  SA SB SC
FA FB FC  SA SB SC

b* 14,00
12,00 .
10,00 , #
8,00

I
6,00
4,00
2,00 g !
0,00 . .

FA FB FC SA SB SC

Figure 6 : Impact des procédés et de la maturité sur la couleur (L*, a*, b*). F : frais ; S : Sec (n=10). Les valeurs avec des lettres
différentes (a-f) sont significativement différentes (Test de Tukey, P<0,05)

2.4.5 Impact de la maturité sur la qualité sensorielle

Sur seize tests, quatre de classement et dounguléres, deux d’entre eux se sont montrés
significatif (Annexe 1). Le test de classement gtistsur du poivre moulu s’est avéré
significatif. Les rangs 1 2 et 3 ont été respeatignt attribués aux poivres de maturité B, A et
C. Le poivre de maturité B a été percu de manikre iptense notamment sur les descripteurs
suivants : frais, girofle, muscade, camphre, meritbdest triangulaire, gustatif, sur du poivre
en grain a montré que les poivres de maturité @ étaient significativement différents.

19



Le poivre en grain de maturité C s’est distingua#, des notes aromatiques plus intenses,

piguantes et camphrée.

2.5 Discussion

2.5.1 Impact de la maturité sur les teneurs en pipérinehuile essentielle et la
couleur

Selon Schweiggert, Mix, Schieber, and Carle (200&)teneur en huile essentielle est
davantage affectée par la maturité que par le géodéans notre étude, I'huile essentielle est
autant affectée par la maturité que par les prac@désqu’on observe (pour le poivre frais)
22% de diminution entre la maturité A et la matuf et 19% de pertes entre le poivre frais
et le poivre sec (pour la maturité C). En revaniehpipérine est, davantage affectée par la
maturité que par les procédés puisqu’'on observe lpquoivre frais 37% de diminution entre
la maturité A et la maturité C et seulement 19%eldes entre le poivre frais et le poivre sec
(pour la maturité C). Le poivre de maturité A sules pertes plus importantes en pipérine et
huile essentielle aprés process (que B et C). ®oicgupe moins épais, plus fragile et plus
perméable que pour les poivres plus matures powxaliquer cette plus grande sensibilité

au process.

Des travaux réalisés sur Riper nigrumont montré que les teneurs en pipérine et en huile
essentielle augmentaient au cours de la maturisgguja atteindre un maximum, puis
diminuaient (C. K Mathai, 1979 ; Errol R. Janszakt 1983 ; M. Rathnawathie et K.A
Buckle, 1983). Dans notre cas, aucune augmentatértes teneurs n'est observée ; on
constate uniqguement une diminution au cours dedtunté. Il est vraisemblable qu’'une ou
des cueillettes(s) plus précoces (avant notre i@ty auraient permis d’observer cette
phase d’augmentation des teneurs en pipérine btigm essentielle. Geiler et Gross (1990)
ont démontré qu’aucune réaction de synthese deipéripe ne se déroulait en cas de
dénaturation des protéines. D’autres travaux ocowy@ qu’une irradiation de la pipérine aux
UV (340 nm) provoquerait sa transformation en isatine (De Cleyn and Verzele, 1972).
Ces phénomeénes pourraient expliquer, au moins die,pk diminution de la pipérine au

cours de la maturité.

Au cours de la maturité, les valeurs chromatiquesat, b* augmentent, la couleur passant

du vert au rouge. Quelle que soit la maturité olaleur est fortement affectée par le process et
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les profils chromatiques s’éloignent beaucoup dwurpaa I'état frais. Cependant le poivre de

maturité C conserve, aprés process, une couleasrrplige, significativement différente des

autres maturités. Au cours du séchage on assistebdiunissement enzymatique mais aussi
non-enzymatique du poivre. Le brunissement desppéiyols viendrait masquer la couleur

rouge conférée par les caroténoides.

La maitrise des conditions d’échaudage et de séckagere indispensable afin de préserver
au mieux cette couleur rouge Riper borbonenseSi un échaudage suffisant devrait

permettre de dégrader la PPO et la POD et d’aimsier le brunissement enzymatique, la

limitation des réactions de Maillard dépendantetetups, de la température mais aussi de

I'’Aw s’avere plus complexe.

2.5.2 Impact de la maturité sur la composition en huile ssentielle

L’huile essentielle est composée a 66% de monategpécamphéne, alpha phelandrene,
limonene), de 7% de sesqui-terpénes (a-guaienebé&bene, delta eleméne) et a 27% de
phénylpropanoides (safrol, élemicine, asaricin).naiere générale, une diminution de ces
composés est observée au cours de la maturité qufesi cours du procédé. Parmi nos 3

familles de composés identifiés, ce sont les semgpéines qui sont les plus stables au cours
de la maturité (FA vs FC) et les plus résistantpraecedé (SA vs SC). La tension de vapeur
est inversement proportionnelle a la masse mol&eulautrement dit, plus un composé est

Iéger, plus sa tension de vapeur sera élevée atopaequent plus ce composé sera volatile.
Ainsi, les sesquiterpénes de masse moléculaireipipsrtantes, et donc de tension de vapeur

plus faibles, seraient donc plus stables que lesotegoenes.

Au vu des résultats obtenus, il semblerait quedierp (de couleur verte) de maturité A,

aurait atteint un potentiel aromatique au-dela eéudqu n’y aurait plus de synthese de

composeés aromatiques.

Une augmentation des caroténoides (en tout caa deuleur rouge) et une diminution des

teneurs en composés aromatiques sont observéesuasl de la maturité. Ces derniers

proviennent de deux précurseurs, lisopentényl aphate (IPP) et son isomere le

diméthylallyl diphosphate (DMADP). |l serait pos&ibd’observer une voie de biosynthese
préférentielle des caroténoides, qui sont destégp@nes, au détriment des autres voies
(Figure 7).
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Figure 7 : Schéma général de la biosynthése des terpénoides (modifié d’aprés Bohlmann & Keeling, 2008)

2.5.3 Impact de la maturité sur la qualité sensorielle

Le test de classement a montré que le poivre darit@aB se distinguait des deux autres par
ses notes de muscade et de girofle. Les compodargnoix de muscade, sabinene, alpha-
pinene, B-pinéne, myristicine, limonéne et delteaBene (Teuscher et al.,, 2005) sont
effectivement présents dansR&er borbonenseDu méthyl-eugénol est également retrouvé,
ce qui pourrait expliquer I'impression de girofl& distinction entre les poivres de maturité C
et A du test triangulaire s’est notamment faite legr descripteurs piquant et le camphre.
Contrairement a nos résultats de teneur en pipélen@oivre de maturité C a été percu
comme plus piquant.

Dans notre composition aromatique nous ne retroaipas la molécule caractéristique du
camphre, a savoir le camphor. Cependant, seloraRid@t al. (1992), c’est I'association de
molécules qui engendre une note aromatique, mépetains COMposés peuvent s’exprimer

plus que d’autres.

Il s’avere difficile de corréler les résultats dests sensoriels aux teneurs et compositions en
huile essentielle et aux teneurs en pipérine. ltagption sensorielle ne peut étre uniquement
reliée aux teneurs en différents composés biochiesigelle est plus complexe. Les ratios
entre certains composés, I'évolution de la matriaeteneur en caroténoides ainsi que le

changement de composition de 'amande du poivreoats de la maturité peuvent également
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influencer cette perception. Malgré les disposgipnises, I'aspect visuel des grains, différent
pour chague maturité, peut avoir faussé le jugerdanjury lors des tests sur grains. De
maniére générale les membres du jury ont commaerddes échantillons étaient similaires et
gue les différences restaient subtiles. Des tastgplEmentaires mériteraient d’étre réalisés

afin de confirmer les résultats obtenus.

2.6 Conclusion partielle

Les teneurs en huile essentielle et en pipérinBidar borbonenséiminuent au cours de la
maturité. Cette différence s’exprime toujours apratement puisque le poivre séché (A)
possede des teneurs plus importantes que les paierenaturité B et C (qui ne sont pas
significativement différents entre eux pour ceseces apres process). Cependant a ce stade
les grains sont petits et peu nombreux sur grappgeqlter a cette maturité poserait des
problemes de rendement au sein d’'une filiere. Lapmsition en huile essentielle est peu
impactée par la maturité : on retrouve en effet l@émes composeés et seules les
concentrations diminuent de la maturité A vers &urité C, et ce en frais comme en sec.

Le poivre passe du vert au rouge au cours de larit@atLe poivre mature (C) est le plus
rouge a l'état frais et conserve le mieux sa coudgues séchage.

Au niveau sensoriel, si le poivre de maturité Bss@istingué au test de classement, les tests
triangulaires, confrontant les poivres de matuBtéet C, n'ont pas révélé de différence
significative. Au vu de ces résultats, la cueidetiu Piper borbonenseu stade de maturité
(C) semble la plus judicieuse. Ce poivre répondenjgux de rendement de production d’'une
filiere, présente des teneurs en pipérine et ele lmgisentielle satisfaisante, une composition

aromatique riche et offre également une belle ecouleuge aprés procédeé.
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3. Etude de l'inactivation des enzymes lors de I'éch@lage

La couleur rouge d®iper borbenens@st un critere important, car typique et apprécs

consommateurs, que I'on souhaite préserver apagertrent. Comme nous l'avons vu en
1.2.3 deux phénoménes altérent cette couleur : rlmigsement enzymatique et le
brunissement non enzymatique. Préserver la coylasse dans un premier temps par la

maitrise de I'échaudage, afin de réduire I'actigt&ymatique.

Le brunissement enzymatique est un véritable pnodjé&ause d’altération dans les filieres
fruits et de légumes. Les enzymes généralementqog@s sont les polyphénols oxydases
(PPO) et les peroxydases (POD) (Toivonen and Brumaggs).

Ces enzymes catalysent I'oxydation des polyphénascoloration induite par ces derniers
résulte de la conversion des composés phénoliquggirones qui sont ensuite polymérisées

en pigment sombre.

Cette étude vise a déterminer les parametres guesid’inactivation de ces enzymes dans le
poivre afin identifier les conditions d’échaudagécessaires. Optimiser le temps et la
température de I'échaudage pourrait permettre ratesient de mieux conserver la couleur
du poivre mais aussi de préserver le potentiel atigme et le piquant qui sont eux aussi,

comme nous l'avons vu plus haut, sont altérésepprdcéede.
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3.1 Matériels et méthodes
3.1.1 Préparation et traitement des échantillons

Difféerentes cueillettes de poivre de maturité Cu@®), prélevés a différentes dates, et
préalablement congelés a -80°C, ont été assemblas &t homogene. Des échantillons de
50 g de poivre ont ensuite été plongés dans unthaie a des temps et des températures

différentes (Tableau IV). Immédiatement apres dragnt les échantillons sont immergés

dans de I'azote liquide, puis broyés (n=1).

Tableau IV : Matrice expérimentale des couples temps/température.

t (min)
poivre frais  T=65°C T=75°C T=80°C T=85°C T=90°C DOEC
0 9 1,9 0,1 0,5 0,05 0,1
19 4.4 0,2 11 0,10 0,2
35 7,9 0,5 2 0,17 0,3
61 14 1 3 0,33 0,5
87 20 3 5 0,50 0,7
114 26 5 6,4 0,67 0,9
33,8 8 7,5 0,83 1,2
10 1
20
40

3.1.2 Extraction des enzymes et mesure des absorbances pa
spectrophotométrie

Les polyphénols oxydases et les peroxydases ontedites par centrifugation. Ces
dernieres ont ensuite été mises en contact aves $edstrats respectifs. Leurs absorbances

ont ensuite été mesurées, en fonction du tempspeatrophotométrie (n=1) (Annexe 2).
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3.1.3 Traitement des résultats
Détermination de l'activité enzymatique

Une réaction enzymatique est décrite comme suit :

ki ky
E+S2 ES2E+P
ko, k_,

Avec E I'enzyme, S le substrat, ES le complexe eregubstrat, P le produit etdonstante

de vitesse des réactions.

L’activité enzymatique, notée a, est caractérisgdavitesse d’apparition du produit, soit :
d[P]
dt

Equation 1
Graphiquement cela revient a mesurer la pente dmuabe d’absorbance en fonction du
temps. Cette pente doit étre calculée sur la pénéaire de la courbe correspondant a la

phase stationnaire (Van Boekel, 2008).

Détermination des parametres cinétiques
On considere que la réduction enzymatique suitciméique d’ordre 1 soit :

da_ I
a @

Equation 2

Avec k la constante de réaction')®t a I'activité enzymatique. Cette constante fkevavec
la température T (°C) d’apres la loi d’Arrhenius :

- E, 1 1
0 = Sref P | T R\ Ty + 27315 Tyos + 275,15

Equation 3

krer, Ea €t R sont respectivement, la constante de réafdidh a la température de référence
T, I'énergie d’activation (J.md) et la constante des gaz parfait (8,314 J'ot).

26



Le poivre étant de faible dimension, il est suppmsé la température est homogene et que le
traitement thermique est isotherme

Ainsi, en condition initial a(t)=a0 pour t=0, I'égtion 2 devient :

d
— = exp(—kt)
o
Equation 4

Ici I'activité initiale (a) est celle de I'échantillon n’ayant pas subi @g&ment (poivre frais).

La température de référence correspond au miliedodhaine étudié soit :

n
1
Toer == T
i=1

Les valeurs cinétiques, k, kref, Ea, ont été estBren minimisant la somme des carrés des
écarts entre les valeurs mesurées et préditesla tdune macro sous Excel. Cette méthode

permet d’estimer des valeurs plus précises quaptmit mieux au modéle d’Arrhenius.

L’inactivation enzymatique peut-étre caractérisaela durée de réduction décimale D.
La durée de réduction décimale, temps permettargédiere de 90 % l'activité enzymatique,
est définie par la relation suivante :

In(10)
ref —

kref
Equation 5
En d’autres termes, c’est le temps nécessairengduire d’un facteur 10 I'activité

enzymatique a une tempeérature de référence.

z est 'augmentation de la température requise potrainer un temps de réduction décimale
D, soit :

_In(10) X R X Tyf”
B Ea

Z

En connaissant z et dp il est possible de calculer D pour toutes legi@matures par la

relation suivante :

TG_Tref
Dg = Dpe x 107~ 2
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3.2 Résultats et Discussion

3.2.1 Réduction de I'activité enzymatique

Aux faibles températures du domaine ( 65°C-80°C)onstate une réduction de l'activité

enzymatique jusqu’a atteindre une certaine réesistafy 75°C,ai passe de 1 a 0,2 en 8 min,
0

puis reste aux alentours de 0,1 (Annexe 3). Laatémlu totale n'est jamais atteinte a ces

températures, malgré des temps de traitement id2§smin & 65°C) . A ces températures la

réduction enzymatique ne semble pas suivre unetigqumé d'ordre 1. En effet les

représentations Iogarithmiquesﬁe supposees suivre une régréssion linéaire, pessdds
0

coefficients de détermination faible{Bomrpis entre -1,75 et 0,52) ( Figure 8).

<
N O

0.4 .. R?=0,2939
=) -0,6
© -0.8 o
E ’
e 1 o4 2 ¢
= .12 L R? =0,5227
-1,4
-1,6 R2=-1,748
-1,8
0 10 20 30 40
Temps (min)
65°C 75°C ® 3o0°cC
Linéaire (65°C) Linéaire (75°C) Linéaire (80°C)
oe
\
-0,5
1 R?=0,8813
B 15
8 e
> -2
= - R?=0,9352
25 R=0797
-3
-3,5
0 1 2 3 4
Temps (min)
85°C 90°C ® 100°C

Figure 8 : Représentation logarithmique de la réduction de I'activité enzymatique (POD), en
fonction du temps a 65,75, 80, 85, 95 et 100°C
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Ce phénomene est aussi bien observé pour la POpoguda PPO (Annexe 4).

La réduction enzymatique aux températures pluséér\(85°C-100°C) semble suivre une
cinétique d'ordre 1, avec un’Reompris entre 0,80 et 0,93. Les activités enzygnas
diminuent au cours du temps jusqu’a réduction ¢ptal85°C la totalité des enzymes ont été
dénaturées apres 5 minutes d’échaudage.

Les résultats aux faibles températures du domamergient s’expliquer par la présence
d’'isoenzymes thermo-résistantes. Les isoenzymes$ des formes multiples d’enzymes
provenant d’une modification génétique de la stmectprimaire de la protéine et catalysant
une méme réaction pour un organisme donné. Elkseptent habituellement des paramétres
cinétiques différents. Dans notre cas, ces isoeagymésisteraient a des températures
inférieures a 85°C. Selon Cruz et al. (2006) ldesye enzymatique des péroxydases dans le
cresson serait composé de fractions thermolabiléseemo-résistantes. Rudra et al. (2008)
ont montré que l'inactivation de la POD entre 809@tC, dans les feuilles de coriandre,
suivait un modele & deux phases ayant différertestantes de réaction. L'écart par rapport a
la cinétique d'ordre 1 a été justifié par la preésem’isoenzymes possedant difféerentes

stabilités thermiques.

Compte tenu des résultats, les données a 65°C,at588°C n’ont pas été conservées pour la

détermination des parameétres cinétiques.

3.2.2 Parametres cinétiques

Les constantes cinétiques ont été calculées paguehtempérature (Tableau V).

Tableau V : Constantes cinétiques PPO POD déterminées aux différentes températures

PPO POD
T(C%) k(s) k(s)

85 0,036 0,027
90 0,061 0,093
100 0,38 0,145

Pour plus de précision, les parametres kref etriE@t@ déterminés par ajustement de toutes
les données brutes au modele d’Arrhenius (Tabldau V

L'énergie d’activation de la POD (176 kJ.nipl(Tableau V1) dans le poivre est proche de
celle trouvée par Serrano-Martinez et al. (2008)rde poivron (151 kJ.md! et dans le
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melon (160 kJ.mdl) (Chisari et al., 2007) mais inférieure aux vatedans le raisin (271
kJ.molY) (Fortea et al., 2009).

Tableau VI : Constantes cinétiques et energies d’activation de la PPO et de la POD

PPO POD
T (C°) Tyt (C°) ket (S7) Ea (kJ.mol) ket (S) Ea (kJ.mol)
85-100 90 0,082 176,2 0,049 125,8

A partir des résultats du tableau VI, les paransetgg et Der Ont pu étre calculés (Tableau
VII). Pour la PPO, la durée de réduction décimallg température de référence, est de 0,47

min. Ce temps est de 0,79 min pour la POD, quilest plus résistante {Ppor< Dref pp9-

Tableau VIl : Parametres d’inactivation de la PPO et de la POD

PPO POD
T (C°) Tret (C°) Dret (S€C) z (°C) R (sec) z (°C)
85-100 90 28 14,3 48 20,1

Pour atteindre une durée de réduction décimale aen5la température a appliquer est de
75,3°C pour la PPO et 73,9°C pour la POD. PourQ® Pcette valeur est supérieure a celle
trouvée par Serrano-Martinez et al. (2008) poydieron (45°C). Cette enzyme serait donc
plus thermostable dans le poivre que dans le pojyrais moins que dans la pomme de terre
et la carotte (80°C) (Anthon and Barrett, 2002).

L’augmentation de température requise pour rédure activité enzymatique de 90%, est
généralement comprise entre 10 et 20°C. Les vatlurscalculées pour la PPO et la POD du
poivre sont comprises dans cette gamme de tempe&ratu

L’échaudage n’étant pas une opération unitairetdimie, une température de traitement de
100°C est préconisée, ne nécessitant donc pasedadfcontréle. En utilisant le modéle
établi, et en considérant qu’'une réduction totadel'dctivité enzymatique correspond a
2D100°c Un échaudage a 100°C pendant 30 secondes dyftai inactiver la PPO et la POD
dans le poivre.

Cette étude a permis d’estimer les valeurs cinéfigdes enzymes dans le poivre et par
conséquent d’identifier d’'un bareme d’échaudagéngta leur inactivation. Cependant des

essais supplémentaires s’averent nécessaire asiaskurer de la véracité de ces résultats.
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Conclusion générale

Cette étude a montré qu’au stade de maturité Rjper borbonense, poivre sauvage de La
Réunion, semble avoir atteint un maximum concerfegteneurs en huile essentielle et en
pipérine qui diminuent apres ce stade. Cependanstade de maturité C, le poivre répond
mieux aux enjeux de rendement de production d'ilided, avec des teneurs en pipérine et en
huile essentielle satisfaisante, une compositi@matique riche et une couleur rouge bien
marquée.

Mais cette couleur est largement impactée pardeduté. Au cours du séchage on assiste a un
brunissement enzymatique et aussi a un brunissementenzymatique du poivre.
L’échaudage, opération clef dans le procédé dection, permet de laver et de diminuer la
charge microbienne du poivre et d’augmenter lassi#edu séchage (qui suivra). Il réduit
également les activités de la PPO et de la POPpnssibles du brunissement enzymatique.
Un échaudage a forte température pendant une ahunde engendre leur dégradation (100°C
pendant 30 secondes).

Si cet échaudage permet de limiter le brunisseem@ymatique, la limitation des réactions de
Maillard, dépendante de la température mais a@sbAd/, s’avere plus complexe.
Ces mécanismes de dégradation de la couleur doétemtmaitrisées afin de préserver au

mieux la belle couleur rouge du Piper borbonense.
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Annexe 1 : Résultats des analyses sensorielles

RESULTATS DES TESTS DE CLASSEMENT :

Le test de classement permet d'évaluer des ditfése@ntre plusieurs échantillons basées sur
l'intensité d'un seul attribut, de plusieurs attt#bou de I'impression globale. Elle est utilisée
pour trouver si des différences existent, maisrai@eut pas déterminer le degré de
différence qui existe entre les échantillons

Ces résultats sont analysés par un test de Friedouade Page) afin de déterminer si des
différences significatives existent entre les églans.
Le test de Friedman consiste a comparer un F thé®avec un F observé.

F
F. =
bs T I Px(P+1)

X(ZTPZ)—BX]X(P+1)

J = nombre de juge
P = nombre de produits a classer
Tp = somme de rangs obtenus par le produit

Niveaudu test : 5%

Nombre de juge : 12

Seuil de significativité a 5%aE 0,05) : 9.60
Mat : Maturité

Test gustatif sur poivre en grain : Test olfactif sur poivre en grain :
Produit 1 : Mat C grain Produit 1 : Mat B grain
Produit 2 : Mat B grain Produit 2 : Mat C grain
Produit 3 : Mat A grain Produit 3 : Mat A grain

Test Significatif : Non Test Significatif : Non

Test gustatif sur poivre moulu : Test Olfactif sur poivre moulu :
Produit 1 : Mat C poudre Produit 1 : Mat A poudre
Produit 2 : Mat A poudre Produit 2 : Mat B poudre
Produit 3 : Mat B poudre Produit 3 : Mat C poudre

Test Significatif : Oui

Valeur de F : 8.17e+00
Niveau du test : 5%
Produit 1 :

Somme des rangs : 31.0
Produit 2 :

Somme des rangs : 24.0
Produit 3 :

Somme des rangs : 17.0
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RESULTATS DES TESTS TRIANGULAIRES NF I1SO 4120

Le test triangulaire permet de déterminer s'il texise différence sensorielle perceptible ou
une similitude entre deux échantillons.
I. Le résultat de chaque juge suit une loi de BelthoLa loi binomiale intervient dans la
somme de variables de Bernoulli. Avec une probi@hile succes constante d'un juge a l'autre
et chaque variable Bernoulli soit indépendante :

p=XX0)+X;x1)
Xi réponse du juge i
0 pour échec de réponses
1 pour réponse exacte
La distribution binomiale est caractérisée par dparametres : 0 < p < 1 et n supérieur ou
égal a 0 ; p est la probabilité d'identifier I'éatildon unique sous Fet n nombre de juges

ayant participé au test.

Test olfactif sur poivre en grain (Mat : maturité, G : Grains) :

Testl:
PRODUIT A Mat B G
PRODUIT B Mat C G
Nombre de juges 12
Nombre de réponses correctes 6
Test de différence (risque alpha a 5%) NON
Test2:

Mat A G
PRODUIT A
PRODUIT B Mat B G
Nombre de juges 12
Nombre de réponses correctes 3
Test de difféerence (risque alpha a 5%) NON
Test 3:
PRODUIT A Mat A G
PRODUIT B Mat C G
Nombre de juges 12
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Nombre de réponses correctes

Test de différence (risque alpha a 5%)

Test qustatif sur poivre en grain (Mat : maturité, G : Grains) :

Testl:

PRODUIT A
PRODUIT B

Nombre de juges
Nombre de réponses correctes

Test de différence (risque alpha a 5%)

Test2:

PRODUIT A

PRODUIT B

Nombre de juges

Nombre de réponses correctes

Test de différence (risque alpha a 5%)
Test 3:

PRODUIT A
PRODUIT B

Nombre de juges
Nombre de réponses correctes

Test de différence (risque alpha a 5%)

Test olfactif sur poivre moulu (Mat : maturité, M : moulu) :

Test1:

PRODUIT A
PRODUIT B

Nombre de juges
Nombre de réponses correctes

Test de différence (risque alpha a 5%)

NON

Mat A G
Mat B G

NON

Mat A G
Mat C G
12

Oul

Mat B G
Mat C G

NON

Mat A M
Mat B M

12

NON
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Test2:

PRODUIT A

PRODUIT B

Nombre de juges

Nombre de réponses correctes

Test de différence (risque alpha a 5%)
Test3:

PRODUIT A

PRODUIT B

Nombre de juges
Nombre de réponses correctes

Test de différence (risque alpha a 5%)

Test gustatif sur poivre moulu (Mat : maturité, M : moulu) :

Test1:

PRODUIT A

PRODUIT B

Nombre de juges

Nombre de réponses correctes

Test de différence (risque alpha a 5%)
Test2:

PRODUIT A

PRODUIT B

Nombre de juges

Nombre de réponses correctes

Test de différence (risque alpha a 5%)
Test 3:

PRODUIT A

PRODUIT B

Nombre de juges

Nombre de réponses correctes

Test de différence (risque alpha a 5%)

Mat B M
MatC M
12

NON

MatA M
MatC M
12

NON

Mat A M
Mat B M
12

NON

Mat B M
Mat C M
12

NON

Mat AM
Mat C M
12

NON
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Annexe 2 : Protocole de détermination de 'activité
enzymatique du poivre (PPO et POD)

écirad

Pdle Agroalimentaire Réunion

Activité Nom/Fonction Date
Rédaction Boris Vaitilingom/Stagiaire 23/08/2016
Approbation Mathieu Weil/Chercheur
Diffusion :
Laboratoire QualiSud

Documents lié::
Fichier Excel des consommables, Fichier Excel dedwts chimiques, Fiche de suivi du stock
Protocole spectrophotomeétre
Protocole broyeur Retsch Grindomix GM200

Propriété de : CIRAD QualiSud
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1. Objet et domaine d’application

La présente procédure a pour objet de décrire i#Srahtes étapes qui permettront de
déterminer I'activité des polyphénols oxydasesest peroxydases du poivre.

2. Documents de référence

Publication:

Korbel, E., Servent, A., Billaud, C., & Brat, P0O{@23). Heat Inactivation of Polyphenol
Oxidase and Peroxidase as a Function of Water iActi’k Case Study of Mango
Drying. Drying Technology, 313-14), 1675-1680. doi:
10.1080/07373937.2013.808659

3. Principe

Extraction des polyphénols oxydases et des per@egdaar centrifugation.

Mesure de I'absorbance par spectrophotométrie ana20

L’absorbance révele I'activité catalytique de I'gme, exprimée par la vitesse d’apparition
du produit de sa catalyse qui absorbe a 420 nm.

Réactions enzymatiques :

Catéchine + %QL Benzoquinone

[S] [E] [P]
C o PO :
Catéchine + pD——» Benzoquinone
[S] [E] [P]
[S] : Substrat
[E] : Enzyme
[P] : Produit
4. Définitions et abréviations

PPO : Polyphénol oxydase
POD : Peroxydase

PVPP : Polyvinylpolypyrrolidone
H.0,: Peroxyde d’hydrogene

5. Suivi des modifications

Version 1
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Description des activités

6.1. Matériels utilisés

Matériel analytique :

Broyeur Retsch GRINDOMIX GM 200
Balance de précision a 0,0001 g pres
Centrifugeuse avec rotor SIGMA-11135

Spectrophotométre Heliasv4.60 (Thermo Fisher Scientific, USA).

Cuves en quartz pour le spectrophotometre
pH-metre

Matériel de laboratoire :

Spatules

Entonnoir

Fioles jaugées ambrées de 50 ml (2 : 1 pour PROudPOD)
Flacons ambrés (2 : 1 pour PPO, 1 pour POD)

Béchers

Pipette man de 5000 uL (P5000), 200 uL (P200) di0gd. (P10)
Connes pour pipette man

Consommables :

Azote liquide

Eppendorf de 2 ml (1 par échantillon)
Glace fondante

PVPP (0,19 par échantillon)

Tampon MacLaine pH 6,5 (a conserver au froid) ligéan mélangeant

50 ml Acide citrique monohydraté (0,1M) : 2.101dit® H20
100 Na2HPO4 (0,2M) : 2.839g/100ml H20

Pour 30 échantillons :

Substrat PPO : Peser 0.157g de catéchine pourd®tampon MacLaine

Ces deux produits doivent étre mélangés au fumssure/avec précaution afin d’obtenir un
pH de 6,5 (mesurer en continue pendant le mélangadst optimal pour les 2 réactions
enzymatiques.

Substrat pour la POD : 35ul Gaiacol + 10 pl H202P®@8ml de tampon MacLaine
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6.2.Méthode résumée

Logigramme

Etapes Processus Acteurs Documents Enregistrement
Préparation du matériel, -Fichiers Excel
6.3.1 estimation des besoins et suivi Technicien | des Cahier de
du stock
D consommables, | correspondance
\ .. .
6.3.2 Préparation de Féchantilon Technicien | pdts chimiques '
o ) et stock Cahier de
| | ~ laboratoire
6.3.3/6.3.4/ _ Technicien
Extraction des enzymes/ 3
6.3.5 Préparation des substrats/ Lecture| Cahier de
au spectrophotometre laboratoire
| | J
6.3.6. Technicien
o Base de données
[ Expression des résultats ] Fichier Excel

6.3. Méthode détaillée

6.3.1. Préparation du matériel

1.

2.

Laver la verrerie (lavage a I'eau savonneuse pugage a I'eau distillée et
séchage)

Allumer le spectrophotometre (voir manuel d’utitisa du spectrophotomeétre).
Apres 1 heure, régler la longueur d’'onde a 420 nm.

6.3.2. Préparation de I'échantillon

1.
2.

3.

Identifier I'échantillon (type, origine, date...)

Effectuer le broyage du poivre avec le broyeur a0D0 trs/min pendant 10
secondes a l'azote liquide (voir le protocole disdition du broyeur)

Récupérer la mouture dans un récipient puis lareatt congélateur a -80°C

6.3.3. Extraction des enzymes

1.
2.

Peser environ 0,1 de PVPP dans un Eppendorf dee? tauler.

Peser ensuitenviron exactement0,2 g (noter la masse exacte pesée) de broyat de
poivre. Tremper préalablement une spatule dan&deté liquide afin de faciliter

le prélevement.
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3. Rajouter 1,6 ml de Tampon MacLaine a l'aide d’unzpipette
4. Centrifuger avec le rotor SIGMA-11135 20 min a DO@ a 4°C

Les enzymes (PPO et POD) se retrouvent alors éaswghageant.

Note importante : Les échantillons doivent toujoursétre dans un bac contenant de la

glace fondante et cela tout au long de la manipul@in. Le Tampon MacLaine doit rester
au frais.

6.3.4. Préparation des substrats (pour 30 échantillons).

Substrat pour la PPO :

1. Peser environ 0,157 g de catéchine dans une fioleée de 50 ml
2. Compléter ensuite avec du tampon MacLaine jusquatde jauge
3. Apres dissolution totale, transvaser la solutionsdan flacon ambreé.

Substrat pour la POD (a réaliser sous une héte) :

1. Verser environ 30 ml de Tampon MacLaine dans uole fambrée de 50
ml

2. Prélever 35 uL de Gaiacol a 'aide d'une P100 atgi ces 35 uL dans la
fiole ambrée

3. Prélever 10 pL d’'kD, a l'aide d’'une P10 et placer ces 10uL dans lafiol
ambrée

4. Compléter ensuite avec du tampon MacLaine jusquatide jauge.
5. Apres dissolution totale, transvaser la solutionsdan flacon ambré

Note importante : Il est nécessaire de bien agitdes solutions. Le bain a ultrasonsst
préconisé car la dissolution n’est pas évidente. €esolutions doivent étre préparées
extemporanément ; c’est-a-dire environ 30 minuteswvaant utilisation.

6.3.5. Lecture au spectrophotometre a 420 nnfvoir le protocole d’utilisation du
spectrophotometje

Note importante : Les substrats doivent étre préallement laissés 30 minutes a
température ambiante.

Les extraits enzymatiques doivent rester dans la ate.

1. Utiliser des cuves en quartz
2. Utiliser du Tampon MacLaine pour effectuer le zého spectrophotometre

3. Prélever 100 pL d’extrait enzymatique et les platzaers la cuve a I'aide d’'une
P200

4. Prélever 1400 pL de substrat et les placer dacsva a I'aide d’'une P5000.
Relever les absorbances toutes les 5 secondesnpdnafenute.

Note importante : La releve des absorbances doit oumencer dés la mise en contact
enzyme-substrat
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6.3.6. Expressions des Résultats

1. Saisir les résultats sur Excel (Figure 1)

PPO |Temps (sec)|D.0
5,000 0,492
10,000 0,502
15,000 0,531
20,000 0,557
25,000 0,61
30,000 0,664
40,000 0,776
50,000 0,896
60,000 1,013

Figure 9 : Saisie des données sur Excel

2. Tracer la D.O en fonction du temps
3. Ajouter une courbe de tendance linéaire
4. Afficher I'équation de la droite ainsi que le coeiént de détermination (Figure 2)

D.O en fonction du temps (seconde)

°

Pente

08 S
o8 - y = 0,0899x + 0,3908

“ R? = 0,9772

04
0,2

0
0,000 10,000 20,000 30,000 40,000 50,000 60,000 70,000

e DO Linéaire (D.0)
Figure 10 : D.O en fonction du temps

La pente de la courbe déterminera I'activité dedigme en % d’augmentation de DO/minute
5. Diviser ensuite cette valeur par la quantité devqgopesée (6.3.3, étape 2) pour
exprimer l'activité enzymatique en % d’augmentatida DO/minute/matiére
fraiche.

Ce résultat peut étre exprimé en base séche stiamnseche a été déterminé par ailleurs.

Note importante : Pour une comparaison entre les pétiques, les extractions et les
lectures au spectrophotometre doivent étre réaliséesans délais.
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a/a0

Annexe 3 : Réduction de l'activité enzymatique (PP@t POD)

1,00 1,00
65°C 85°C
0,80 —e—75°C 0,80 —90°C
80°C —100°C
0,60 0,60
o
©
K
0,40 W 0.40
0,20 0,20
0,00 0,00
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 0,00 1,00 2,00 3,00 4,00
Temps (min) Temps (min)

Figure 11 : Réduction de l'activité enzymatique( PPO) en fonction du temps (min)a 65, 75, 80, 85, 90 et 100°C

1,00 1,00
85°C
0,80 0,80 ——90°C
—e—100°C
0.6 S 0,60
& 3
0,40 0,40
0,20
0,20
0,00
0 10 20 30 40 0,00
0 1 2 3 4

Temps (min)

Temps (min)

Figure 12 : Réduction de I'activité enzymatique( POD) en fonction du temps (min)a 65, 75, 80, 85, 90 et 100°C
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Annexe 4 : Représentation logarithmique de la rédumn de
I'activité enzymatique (PPO)

0,00
-0,20

-0,40 & R2 =0,6403
050 Te% R2=0,1276
2 -0,80
2-1,00
(@)
o -1,20

-1,40

11,60 ®

-1,80 R2=0,718

-2,00

1,00 11,00 21,00 31,00 41,00 51,00
Temps (min)
65°C 75°C ® 380°C
Linéaire (65°C) Linéaire (75°C) ——Linéaire (80°C)

0,00 @

030 RZ=10,7851
8
< -1,00 R? = 0,7349
3 -1,50
o N °

2 =
200 R2=0,8532
-2,50
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00
Temps (min)
85°C 90°C ® 100°C
Linéaire (85°C) Linéaire (90°C) ——Linéaire (100°C)

Figure 13 : Représentation logarithmique de la réduction de I'activité enzymatique (PPO), en fonction du temps a
65,75,80,85,95 et 100°C
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