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Introduction générale

Introduction générale

A travers le monde, les carences en micronutrimeatsstituent des problemes de
santé publique, et les carences en fer, en zinaimsi qu’'en vitamines touchent
particulierement les pays en voie de développeiftexD, 2004)

Bien que I'anémie puisse étre provoquée par deostégies, des infections, des problemes
génétiques ou par des maladies chroniques, eldueste plus souvent a un apport insuffisant
de fer dans l'alimentation. A Madagascar, les cagsren micronutriments, en particulier le
fer, touchent principalement les femmes et lesrdafda prévalence de I'anémie est de 35 %
chez les femmes et 50% pour les enfants de 6-%(EBDSMD-IV, 2008-2009)

Dans les pays en voie de développement, le remidaissance, le retard de développement
psychiques, et la susceptibilité aux maladies tidases (souvent mortelles) sont de grands

problemes, dont le manque de zinc dans l'alimemaist une des cauggsambidge, 2000)

La raison principale des carences en fer et en egtda pauvreté de la ration alimentaire
habituelle en ces éléments. En plus de cela, &tedes antinutritionnels (comme les phytates,
polyphénols, oxalates...) présents dans les alineemsommés peuvent complexer le fer et le
zinc et réduire ainsi leur assimilabilité biolog&guaggravant davantage les carences en ces

micronutrimentgBothwell et al, 1989 ; Solomons, 2001)

Des stratégies ont été élaborées afin de lutteiredes carences nutritionnelles (notamment
les carences en micronutriments). L'une d'elles sekie a valoriser et promouvoir la
consommation d’aliments riches en micronutrimedesmaniére a augmenter les ingérés en

ces micronutriments chez les individEAO/WHO, 2002).

Les légumes feuilles apportent plus de minérauxlgsi@utres Iégumd&ahane, 2005) En
plus de leur importance nutritionnelle, les Iégurfeaslles présentent un intérét économique
et social non négligeable en raison de leur codthdit relativement bas et de la facilité et
rapidité de leur préparatiq®upta et Wagle, 1988) A Madagascar, les légumes feuilles sont
disponibles sur les marchés toute I'année, a faibl@, et entrent dans la composition de
nombreux plats familiaux consommeés par la majod&s ménages urbains et ruraux
(Randrianatoandro, 2010) Cependant, I'apport réel en micronutriments de alenents est

a considérer. Pour cela, une étude de la digesdiil fer et du zinc des légumes feuilles est
nécessaire afin d’évaluer I'apport de micronutritsdsiodisponibles dans ces aliments.
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Ce stage s’est déroulé dans le cadre du programvioées alimentaires d’amélioration des
situations nutritionnelles a Madagascar », inia¢ IRD (UMR 204 NUTRIPASS) en 2006,

en partenariat avec le Laboratoire de Biochimie lijogge aux Sciences de I'Alimentation et
a la Nutrition (Labasan) et le GRET. Ce programmpew@r objectifs d’identifier des modes de
préparation et de consommation des aliments powgaritibuer a la prévention des diverses

formes de malnutrition, chez les groupes les plisérables de la population a Madagascar.

L’objectif de ce travail était de mesurer la bioessibilité (digestibilité) du fer et du zinc au
sein de cinqg espéces différentes de légumes feaitiessommés a Madagascar :

- en effectuant des digestiommsvitro sur ces feuilles afin d’établir la bioaccessiBilitu
fer et du zinc, selon le degré de maturité deslésufjeunes ou matures),

- en évaluant l'effet des traitements thermiquessgn) et des traitements physiques
(pilage) sur la bioaccessibilité de ces deux miméra

- en déterminant les constituants des feuilles ayaatinfluence sur la bioaccessibilité

du fer et du zinc.

En paralléle, une analyse de composition nutritddlerde ces mémes espéces de feuilles a été
effectuée dans le cadre d’'un autre stage de ME&novona, 2012) et certains de ces
résultats seront également présentés dans ce neenewir complément des résultats de

bioaccessibilité.
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Partie | : Synthese bibliographique

I. Les légumes feuilles

On appelle « légumes feuilles » les feuilles deéagees plantes, arbustes, ou arbres, pouvant
étre consommeées par I'homme, sous forme crue asapisson. Certains auteurs ont estimé
que parmi les 45 000 espéeces végétales présentdérigne sub-saharienne, environ un
millier peuvent étre consommées comme légumedds(iflaundu et al, 1999)

Au moins deux groupes de légumes feuilles sonindisés : les feuilles d’arbres, végétaux de
grande taille (souvent pérennes), et les feuillevéétaux de moins d’'un métre de haut, a
cycle de reproduction court ou bien annuels, etrgquierent le plus souvent les soins de

I’'homme pour mieux se reproduire (maraichage).

Du point de vue nutritionnel, la composition deguldes feuilles est diversifiée reflétant une
grande disparité entre les différentes especesfalelies. Mais de maniére générale les
légumes feuilles sont riches en eau, et renfermestmicronutriments (vitamines, minéraux)
qui contribuent au fonctionnement de I'organisfRA0, 1988) Les feuilles se caractérisent
également par la présence de facteurs antinummigisn les feuilles de patate douce et
d’amarante rouge contiennent respectivement 30819@g MS(Antia et al 2006)et 1270
mg /100 g MB d’oxalates, ces mémes feuilles d’ami@rpeuvent contenir 106 mg /100g MB
de tannins et 1,95 mg/100g MB d’acide phytigGeipta et al, 2005)

Tableau N°1 : Composition en minéraux de quelqueggumes feuilles

Cendres ca > e i
Légume feuille (g/100g Ms) (M/100g  (mg/100g  (mg/100g  (mg/100g
MS) MS) MS) MS)
Feuille de patate douce 111 28 4 37,2 16 0,08
(Ipomoea batatgs
Feuille de manioc
(Manihot esculenta 5,6 147,7 386,9 19.9 12,3
Morelle noire 2.2 2067 A78 85 23
(Solanum nigrum
Feuille de baobab 4.9 1582,3 106 65,3 1,7
(Adansonia spp
Amarante rouge 17.6 400 103 8,8 4,2

(Amaranthus tricoloy

Sources : Antia et al (2006), Odhav (2007), Odural€2008), Chadare et al (2009).
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I.1.Importance des légumes feuilles a Madagascar

Les légumes feuilles jouent un rdle important dessrégimes alimentaires de toutes les
populations du monde, particulierement en Africere Asie et en Océanie, ou ils assurent une
part essentielle des besoins nutritionnels et nralix (Kahane, 2005) Leur production est
assurée plutdt par de petits agriculteurs, pouguiels la production de légumes feuilles
représente un apport de petits revenus complémesitanais cette production génere aussi
des emplois pour des populations marginaliséesites.

Le réle des Iégumes feuilles dans l'alimentatios deénages malgaches est variable, et
dépend de facteurs tels que la pauvreté, le degrbaahisation, la distance des marchés de

léegumes frais et la période de 'anr{@andrianatoandro, 2010)
[.2.Culture et consommation de Iégumes feuilles a Madagcar

Généralement, les légumes feuilles sont produitszene urbaine ou périurbaine. A

Madagascar, ces légumes feuilles figurent tradiédlement parmi les composants de
nombreux plats couramment consommes. lls sont comss frais, sous forme cuite ou crue,
aussi bien en milieu urbain que rural et ils sergmtout a accompagner les plats quotidiens,
plus particulierement le rigRahajanirina, 2009). Tres rarement, les feuilles sont séchées

pour la conservation et la vente a long terme.
ll. Importance nutritionnelle du fer et du zinc
[I.1. Fonctions du fer dans I'organisme

Le fer est I'oligoélémentle plus abondant dans I'organisme puisqu’un imtlivadulte en
contient normalement entre 4 et Bdathanson et al, 1999).C’est un élément essentiel,
nécessaire pour toutes les cellules humaines,silirasun réle actif dans de nombreuses
fonctions de I'organisme. Le fer est un composantittmoglobine des cellules sanguines et
de la myoglobine des cellules musculaires, et temfére la capacité de fixer 'oxygéne. Au
sein des cellules, au niveau de la chaine respeate fer sert de transporteur d’électrons. Le
fer est un élément primordial pour le systéme imitaine, le systeme neuronal et le

métabolisme musculai(@eard, 2001)

" Oligoélément : substance regroupée parmi les mitrinents, n'ayant pas de valeur énergétique gbseant
en tres faible quantité ou a I'état de trace dassliments
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bY

Le fer héminique représente 68 a 70% du fer towll'drganisme, ou son role est
principalement fonctionne{Hercberg et al 2001) Il est principalement présent dans
I’'hnémoglobine des érythrocytes qui est une molécalaposée de quatre unités, chaque unité
contenant un groupement héme et une chaine pretédigumyoglobine est une protéine de
stockage de l'oxygene dans les muscles, égalenmmgtituée par le fer héminique, sa

structure est similaire a celle de 'hémoglobineég@avec une seule unité heme.

Le fer non héminique représente environ 30% dudtal de I'organisme et entre dans la
composition de la ferritine, de I'hnémosidérine, ttansferrine qui sont des molécules de
stockage et de transport du fer. Le foie stockengblement le fer en le combinant avec les
molécules de ferritine et d’hémosidérine alors dmeransferrine constitue la forme de
transport du fer dans les différents compartimdetsorganismegMiret et al, 2003).

[1.2. Fonctions du zinc dans I'organisme

Le zinc est apres le fer l'oligoélément quantitament le plus important pour I'étre humain.
L’organisme contient entre 1,5 a 2,59 de zinc m&parincipalement entre le foie, les muscles
et les 0s. On retrouve également le zinc dans leunintracellulaire.(Jackson, 1989) Le
zinc est indispensable a la croissance et au dévetoent, il joue un rdle important dans
I'expression des genes, la régulation de la crossaet la différenciation cellulaire
(Hambidge, 2000) il interagit avec les hormones impliquées dansrdééssance des os telles
que la somatomédine, I'osteocalcine, la testos&rias hormones thyroidiennes et l'insuline
(Ortega, 1999)

Au niveau moléculaire, le zinc remplit des tacheacsurelles, régulatrices et catalytiques
dans de tres nombreuses enzymes et est importantlgpaonfiguration de protéines non

enzymatiqueglmoberdorf et al 2010) En effet, c’est un cofacteur de plus de 300 sresy

on le retrouve associé aux 6 classes d’enzymesantés (oxydoréductases, transférases,

hydrolases, lyases, isomérases, ligases).

Tous ces rbles du zinc dans I'organisme expliggent importance, surtout chez les jeunes
enfants lors de leur développement physique ethpgye. L’organisme ne dispose d’aucune
réserve notable de zinc, pour cette raison un appagulier par I'alimentation est
indispensable.
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[1.3. Besoins et apports recommandés en fer

Les pertes en fer sont estimées a 1 mg par jour ldiemme adulte, soit 0,02% du fer total,
qui est excrété par voie digestive, et du fait 'dgfdliation des cellules de la peau et des
cheveux. Chez la femme en période de menstruatiesspertes sont plus importantes,
évaluées en moyenne a 2 mg par jour, mais soriverizent variables d’'une femme a une

autre. Chez le nourrisson, les pertes physiologigoat trés faibles, estimées a 20ug/kglj.

Ceci explique pourquoi, aussi bien chez 'hnomme douez la femme, I'organisme a besoin
d’absorber environ 1 mg de fer par jour a partir’démentation (Nathansonet al, 1999)
Les besoins recommandés en fer dépendent donxdudeel’'age, et de I'état physiologique

de l'individu. Ces besoins sont présentés darsblieau N°2.

Tableau N° 2 : Besoins en fer pour la croissanceed pertes basales, et total des besoins

absolus en fer pour les différents groupes d’indidu.

Age Masse Besoins en fer  Pertes Pertes Besoins
Groupe (ags) corporelle pour la basales en menstruelles  absolus
moyenne (kg) croissance (mg/j) fer (mg/j) (mg/j)  totaux (mg/j)
0,5-1 9 0,55 0,17 0,72
NOUITISSONS 1-3 13 0,27 0,19 0,46
ot Enfants 4-6 19 0,23 0,27 0,50
7-10 28 0,32 0,39 0,71
11-14 45 0,55 0,62 1,17
Garcons 15-17 64 0,60 0,90 1,50
Filles 11-14 46 0,55 0,65 0,48 1,68
15-17 56 0,35 0,79 0,48 1,62
Hommes 18+ 75 1,05 1,05
Femmes 18+ 62 0,87 0,48 1,35

Source : modifié d'apres FAO/WHO (2002)

[1.4. Besoins et apports recommandeés en zinc

Les besoins et apports recommandés en zinc soatidonde sa biodisponibilité supposée
dans le régime, elle-méme fonction de la compasitio régime, comme présenté dans les
tableau N°3 et tableau N°4.
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Tableau N°3 : Biodisponibilité du zinc en fonctiorde la composition du régime
alimentaire (Imoberdorf, 2010)

Catégorie Aliments/Régimes
Biodisponibilité élevée Apport protéique essentiellement d’aliments nonétagx
Ratio phytate/zinc<5 Aliments préparés avec faible teneur en fibreshgtgie

Régime varié avec protéines animales (viande, pojss
Régime végétarien sans farine blanche ni céréales
transformées

Biodisponibilité moyenne
Ratio phytate/zinc 5-15

Régime avec beaucoup de céréales non transfornaes,
Biodisponibilité faible fermentées et non germeées.
Ratio phytate/zinc >15 Régimes a base de protéines de soja.
Aliments riches en phytate

Tableau N°4 : Besoins en zinc (ug/Kg/j) selon laddisponibilité du zinc dans les

aliments, et selon 'age des individus

Age Biodisponibilité Biodisponibilité Biodisponibilité
Groupe e :
(ans) elevee moyenne faible
0,5-1 186 311 621
Enfant 1-3 138 230 459
3-6 114 190 380
6-10 90 149 299
10-12 68 113 227
Fille 12-15 64 107 215
15-18 56 93 187
10-12 80 133 267
Garcon 12-15 76 126 253
15-18 61 102 205
Femme 18+ 36 59 119
Homme 18+ 43 72 144

Source : modifié d’aprés FAO/WHO (2002)

[1.5. Absorption et transport du fer

Le fer est absorbé essentiellement dans I'intggéie, au niveau du duodénum et du jéjunum
proximal (House, 1999) La biodisponibilité du fer ne dépend pas uniquente la quantité
du fer dans I'aliment mais surtout de sa forme afpira et de I'équilibre entre les facteurs qui
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favorisent ou inhibent I'absorption du fer. Au rexede I'estomac, l'acidité et les enzymes
gastriques dissocient le fer des complexes alinresteEn effet, seul le fer solubilisé constitue
la fraction apte a étre absorbée et transportés dmncytoplasme de l'entérocyte par
I'intermédiaire du transporteur de cations divadeDMT1 (Divalent Metal Transporter). Le
DMT1 ne transporte que le fer ferreux alors quplles grande partie de fer arrivé au niveau
du duodénum est sous la forme ferrique, donc léefeeux doit d’abord étre réduit par la fer
réductase DCYTB (Duodenal Cytochrome b), ou répaitd’autres agents réducteurs comme

I'acide ascorbiquéZimmerman & Hurell, 2007).

Le fer héminique étant absorbé intact avec I'héilnest capté directement par un récepteur
spécifique puis dissocié a l'intérieur de I'entgacpar une heme-oxygénase. L'absorption du
fer héminique n’est pas influencée par le pH gastiestinal, et relativement peu par les
sécrétions gastriques et les autres constituarstgepas. Elle est facilitée par les protéines
animales et inhibée par le calcium. Toutefoisgleiféminique ne constitue que 10 a 15% de
I'apport en fer (Hallberg et Bjorn-rasmussen, 1981) La biodisponibilité du fer non
héminique, présent dans les aliments d’origine alénat végétale (mais qui comprend aussi
le fer d0 aux contaminations et a I'enrichissemesd) nettement plus faible (1 a 5%).
Contrairement a la forme héminique, le fer non méguie est fortement influencé par les
divers composants du repas : d’'une part, les detivet qui favorisent I'absorption, d’autre

part, les inhibiteurs qui la diminuent.
[1.6. Absorption et transport du zinc

La partie distale du duodénum et le jéjunum proximanstituent les principaux sites
d’absorption du zinc exoger(&rebs et al, 1998 ; Leeet al, 1989) Ce dernier provient de
I'alimentation, tandis que le zinc endogene esticgli est excrété par I'organisme pour
contribuer a I'équilibre homéostatique. L'absorptidu zinc dépend surtout de sa solubilité
qui elle-méme dépend de la forme chimique du zirdeda présence dans le bol alimentaire

d’inhibiteurs ou d’activateurs d’absorption.

L’absorption du zinc dans les entérocytes met andgux mécanismes : I'un fait intervenir
des transporteurs de cations divalents (transpmtif).aCe transport peut étre saturé par de
fortes concentrations de cations. Il peut égalergemtoir compétition avec d’autres cations
divalents tels que le fer, le magnésium et le oaiciL’autre mécanisme consiste en un
transport passif dépendant du gradient de cond&mtrat qui se fait par simple diffusion
(Hambidge et Krebs, 2001)
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Moins de 0,2 % du zinc total circule dans le samgqui représente approximativement une
concentration de 15umol/(Brown, 2001).L’albumine est le principal transporteur du zinc
dans le plasma, mais il se lie également @&-thacroglobuline et aux oligopeptides

moyennemenfCousins, 1996)
[1.7.Conséquences des carences en fer

La carence en fer est la principale cause d’andenrgrive, caractérisée par des désordres
hématologiques importants comme une hypoxie chuenay des risques d’hémorragie. Il est
certain que la carence en fer conduit a un stage dvancé a l'anémie, par contre, les
conséquences d'une carence modérée sur I'ensemiesdprocessus physiologiques sont
encore mal connues : réduction de la capacité ghgset des performances intellectuelles
(Rouault, 2001) moindre résistance aux infections, perturbatianscours de la gestation,

anomalies dans le maintien de la température celtpgfMarx, 1997).

[1.8. Conséquences des carences en zinc

Plusieurs études ont mis en évidence la resporisatié la carence en zinc en matiere de
retard de croissance et également de risque sédeareladies infectieuséBlack, 1998) La
carence en zinc peut entrainer également des aiesrdal la maturation sexuelle, des troubles

du go0t, des problemes immunitaires, des problé&lagmeau et de cicatrisation.

1.  Prévalence des déficiences en fer et en zinc dares monde et a

Madagascar

l11.1. Situation dans le monde

Selon une estimation de 'OMSVHO, 2001), 600 a 700 millions de personnes sont touchées
par la carence en fer. Cette carence est obsemezel@s nourrissons, les jeunes enfants et les
femmes en age de procréer surtout dans les paysierde développemelibe Maeyer et
Tegman, 1985) ceux ou les apports en fer proviennent principaig d’'une alimentation a
base végétale. Le nombre de personnes touchéés garence en zinc est difficile a évaluer
car les symptébmes sont ceux d'une malnutrition mignee, les signes spécifiques a cette
carence sont inexistants, et aucun bon indicatest disponible actuellement pour évaluer le
statut d’'un individ FAO/WHO, 2002).
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[1l.2. Situation a Madagascar

A Madagascar, la moitié des enfants de 6-59 mais atteints d anémie: 30 % sous la forme
légere, 19 % sous la forme modérée et 1 % souffiamiémie sévére, la prévalence de

I'anémie est plus élevée en milieu rural (51 %).

Un peu plus d'un tiers des femmes (35 %) sont améesi . 29 % sous forme Iégére et 6 %
sous forme modérée. La proportion de femmes an&@wmicaugmente avec le nombre
d’enfants, variant de 32 % chez les nullipares &4€hez les meres de 6 enfants ou plus. La
prévalence de I'anémie est élevée chez les femmesinges (38 %) et celles qui allaitent
(39%)(EDSMD 1V, 2008-2009).

Les déficiences en zinc n'ont pas encore fait Boloj'études particulieres a Madagascar, on

ne dispose pas encore d’informations précisessysrévalences de la carence en zinc.

IV. Notion de bioaccessibilité et de biodisponibilité

IV.1. Définitions

La bioaccessibilité correspond a la libération mésronutriments de la matrice alimentaire au
cours de la digestion, et leur solubilisation diEnsactus intesting|Benito et Miller, 1998)

La notion de biodisponibilité regroupe plusieursepbmenes : i) la bioaccessibilité ; ii)
I'absorption et le transport des micronutrimentsigddlorganisme ; et iii) la bioactivite,
correspondant a leur assimilation par I'organeecibh biodisponibilité est donc la proportion
de la quantité totale d’un nutriment, présent damaliment, qui est absorbée sous une forme
métaboliquement active, utilisable par I'organigfRarada, 2007 ; Argyriet al, 2011)

La biodisponibilité des micronutriments, notammesite du fer et du zinc, est faible dans les
aliments d'origine végétale. La biodisponibilité der ne dépend pas uniquement de la
guantité du fer héminique et non héminique darsrient mais surtout de I'équilibre entre

les facteurs qui favorisent et ceux qui inhibeab$orption du fefHallberg, 1981)
IV.2. Méthode d’évaluation de la biodisponibilité
IV.2.1. Méthode d’estimation indirecte

La biodisponibilité des minéraux peut étre évalirgbrectement par le calcul des rapports
molaires phytate/minérgUmeta et al, 2005) Cette méthode est surtout utilisée pour estimer

la biodisponibilité du zinc. D’autres modéles pamnplexes ont été proposés en prenant en
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compte différents facteurs antinutritionnels efvateurs d’absorption des minéra(Reddy
et al, 2000) Cependant ces méthodes nécessitent de connaditiegment la composition de

I'aliment étudié.
IV.2.2. Les méthodesn vivo

Ces méthodes sont basées sur l'utilisation de rearguisotopiques incorporés dans des
aliments qui sont par la suite ingérés par destsijemains ou animaux. Elles sont tres
fiables, néanmoins elles nécessitent un équipespmtifique et des volontaires humains, et
sont confrontées aux limites imposées par I'éthiqueamment sur l'utilisation prolongée

d’isotopes sur les volontaires humains et I'intetidn d’effectuer les tests sur les nourrissons

ou les jeunes enfants.
IV.2.3. Les méthodesn vitro

L'extractibilité HCI

Cette méthode simule les conditions de pH et de@déeature de I'estomac en soumettant les
aliments a une hydrolyse durant 3 h dans une salutiacide chlorhydrique 0,03 N a 37°C,
suivie d’une filtration et d’un séchage du filtrat100°C(Duhan, 2002) Le pourcentage
d’extractibilité correspond a la quantité de mingraans 'HCI. Mais cette méthode semble

étre peu fiable et serait de moins en moins uélisé

La méthode de digestion vitro

La mesure de biodisponibiliié@ vitro des €léments minéraux a partir des aliments denais
simuler les conditions physiologiques de la digestjastro-intestinale et a mesurer la fraction
de minéraux solubles ou les minéraux dialysablés\&ers une membrane semi perméable
(Wienk et al, 1999)

Cette méthode repose essentiellement sur la meRsaninéraux qui seraient libérés au
niveau du tractus gastrointestir{®alovaara, 2002) elle est de plus en plus utilisée car les
résultats obtenus sont proches de ceux trouvésliésanalysem vivo (Wienk et al, 1999)

La méthode a été initialement décrite par Mideal. (1981) et a sans cesse été modifiée.
L'utilisation d’une dialyse lors de la digestiam vitro permet une augmentation progressive
du pH ce qui mime mieux les conditions du passagéa alimentaire de I'estomac au
duodénum(Miller et al, 1981)

DEA de Biochimie Appliquée aux Sciences de I'Aliaten et de la Nutrition, T.A ANDRIANALIZAH, 2011-201 11



Synthése bibliographique

V. Facteurs influencant la biodisponibilité des minérax

V.1.Inhibiteurs de la biodisponibilité du fer et du zinc

Les inhibiteurs influencent de maniére négativesalement ou indirectement, la dégradation,
la solubilisation, ou I'absorption des nutrimergs,diminuent donc leur biodisponibilité. La
réactivité de ces composeés est surtout induitéapaarticularité de leur nature chimique et les
conditions dans lesquelles ils sont en présencdrdieso)nutriments. Les inhibiteurs de la
biodisponibilité du fer (non héminique) et du zikonnus comme les plus puissants dans les
légumes feuilles, sont les polyphénols, I'acidetjgue et les fibres et les oxalat@Supta,
2006 ; Savage et Martensson, 2010)

V.1.1. Les polyphénols

Les polyphénols constituent une famille de moléculErgement présente dans le regne
végeétal, caractérisés comme lindique leur nom, lpaprésence de plusieurs groupements
phénoliques associés en structures plus ou moingpleses généralement de haut poids
moléculaires. lls ne sont impliqués directementsdancun processus métabolique et sont
donc considérés comme des métabolites second@iesscomposeés jouent plutét un réle en
tant que produits chimiques de défense protégegpihte contre les attaques d’'insectes, de
virus et de champignons pathogeifesendman et Jirgens, 2000kt contre les radiations
ultraviolettes(Manach et al, 2004) Les composés phénoliques sont responsables du goQ
astringent des aliments d'origine végétale. llsreset surtout un effet négatif sur la
biodisponibilité des nutriments notamment les nan& Parmi ces polyphénols, les tannins
constituent les chélateurs les plus puissantshamhil’absorption des minéraux en particulier
le fer et le zinc. Les tanins se subdivisent erxdgoupes : les tanins hydrolysables et les
tanins condensés. La capacité des acides tanne&qaemplexer les minéraux dépend de la
présence des groupements catéchols : 3,4’ dihyti@estienne, 2004yéduisant fortement

I'absorption de ces minéraux.

Malgré leur effet antinutritionnel sur les minéraues polyphénols ont des propriétés
antioxydantes qui permettent de prévenir plusiewakadies associées au stress oxydatif telles
gue le cancer et les maladies cardiovasculaireswebdégénérativgdanach et al, 2004).
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HO Unité terminals
Figure N°1 : Structure de I'acide gallique (a gauch) et d’'un tannin condensé (a droite)
V.1.2. L’acide phytique

L’acide phytique constitue 1-2% de la plupart déstales et des légumes et représente la
principale forme de réserve de phosphore chez leeges. || possede une forte capacité de
liaison, agit avec les groupements des protéinedestcations multivalents et peut donc
constituer des complexes avec ces derniers, dimiraiasi leur disponibilité biologique. La
capacité de la molécule de phytate a se lier améraux dépend du nombre de groupements
phosphates qu’elle porte et du pH de la solutiamsdaquelle elle se trouve. Seuls tego-
inositols 6-phosphates (IP6) et les/oinositols 5-phosphates (IP5) auraient une influence
significative sur la solubilitén vitro du fer et sur I'absorption du zinc chez 'homme
(Sandberg et al, 1989) L'effet des phytates sur la biodisponibilité desnéraux dépend
également de la concentration en minéraux et emap@sy dans l'aliment. Les complexes
phytate-protéine et phytate-minéral-protéine inflcent négativement la digestion des
protéines et la biodisponibilité du zinc qui seutre en général fixé aux protéines végétales.
L’acide phytique forme des complexes insolublesales cations divalents entre un pH 5-7

aussi bien dans les conditionsvitro qu’au niveau du duodénugRersson, 1998)

L’acide phytique forme les complexes les plus ssldvec le zinc, suivi par le cuivre, le
nickel, le cobalt, le manganése, le calcium, etdesplexes les moins stables étant ceux
formés avec le fe(Cheryan, 1980) Le zinc est ainsi I'élément qui risque d’étrepleis

affecté par la présence de phytates, a I'inver$erlest plus épargné.
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Figure N°2 : Structure de I'acide phytique,myo-nositol 1,2,3,4,5,6 hexakis phosphate, a
pH neutre (a gauche) et d'un sel d’acide phytiqued(droite).

V.1.3. Les fibres

Les fibres alimentaires sont définies soit comnamtédi) des polymeres glucidiques d’origine
végétale, associés ou non dans la plante a deghanéi ou a d’autres constituants non
glucidiques (polyphénols, cires, saponines, cutipleytates...), soit (i) des polyméres
glucidiques transformés (physiquement, enzymatigurtrau chimiquement) ou synthétiques
(AFSSA, 2002) En outre les fibres ne sont ni digérées (non dlydées par les enzymes
digestives de I’homme), ni absorbées dans I'integtéle. Chez les plantes, les fibres sont
classées en deux catégories: les polysaccharidestusaux comprenant la cellulose, I
hémicellulose, les substances pectiques, et lgsgatharides non structuraux incluant les

gommes et les mucilages.

Les diminutions de la biodisponibilité des minéraeix de I'absorption des électrolytes
présents dans des aliments riches en fibres sitiuges a la capacité des fibres a créer des
liaisons avec ces minéraux et électrolytes, erdrdimine augmentation de leur excrétion
(Schneeman, 1986)Le nombre de groupements carboxyliques des sutrés teneur en
acide uronique des polysaccharides semblent dtés @ cette capacité des fibres a fixer les
cations. Le pH influerait aussi le comportementftil@es, car en présence de différents types
de fibres, le fer, le zinc et le cuivre seraiertalement solubles a pH 0,65 et deviendraient
progressivement insolubles par augmentation duysigy'a une insolubilisation totale & pH
6,8 (Thompson et Weber, 1979)cette insolubilisation étant synonyme de dimionitde la

biodisponibilité des minéraux.
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V.1.4. Autres inhibiteurs

Au sein des aliments, une grande partie des mirépaut se retrouver liée aux autres
nutriments tels que les protéines, les peptidesadales aminés, les sucres ou les lipides. Ces
nutriments forment des complexes solubles ou ildesuavec les minéraux au niveau du

tractus gastrointestinal affectant ainsi leur spdnibilité(Gupta, 2006).
V.2.Activateurs de la biodisponibilité des minéraux
V.2.1. L’acide ascorbique et les autres acides organiques

L’acide ascorbique est I'acide organique connu cendtant le plus puissant activateur de la
biodisponibilité du fer et est présent dans la gitue fruits et Iégumes frais sous la forme
d’acide L-ascorbique [2-(1,2-dihydroxyéthyl)-4,Fagdroxyfuran-3-one].

L'acide ascorbique améliore I'absorption du fercgré ses propriétés réductrices qui
empéchent la formation d'hydroxyde ferrique instdwgt sa capacité a former des complexes
solubles avec les ions ferriqgues, qui préservensdbilité du fer aux pH alcalins du
duodénumConrad et al, 1967) La présence des trois groupements carboxyligaefere a
I'acide ascorbique la capacité de complexer lestraimx dont le fer et zingEkholm et al,
2003)

Les agents chélateurs qui auraient normalement leceésp le fer n'ont pas d’effet inhibiteur
en présence d’acide ascorbique, I'affinité préféedle du fer pour ce composé par rapport
aux autres composés chélateurs, se manifeste digqultes quand les aliments sont riches en

phytates ou en composés phénoligigsgenberget al, 1991).

Outre l'acide ascorbique, d'autres acides orgamquat la capacité d’améliorer la
biodisponibilité des minéraux. Des auteurs tels @illeoly (1983) et Ekholm (2003) ont pu
établir que I'ajout de I'acide citrique ou de I'dei malique dans un aliment normalement a

faible biodisponibilité de minéraux pouvait amétiofabsorption du fer et du zinc.
V.2.2. Les protéines animales

Les repas riches en protéines, spécialement céhas@ de protéines animales, sont connus
pour favoriser la biodisponibilité des oligoélénweres peptides de faible poids moléculaire
et les acides aminés forment des complexes awodeet le fer intrinséques et facilitent ainsi
leur absorptiorfHurrell et al, 2006 ; Pattedet al, 2010)
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V.3.Effets des traitements technologiques sur la biodi®nibilité des minéraux
V.3.1. Effets des traitements thermiques

La cuisson des légumes permet d'en améliorer lestlimlité en modifiant la structure des
fibres alimentaires. Cependant, elle induit des ifreadions de couleur mais entraine surtout
une diminution plus ou moins marquée de la valeutritionnelle, soit par diffusion de

constituants hydrosolubles dans l'eau de cuissoit, gar destruction de substances
thermolabiles et/ou oxydables. Les pertes augmeatest le volume d'eau utilisé et la durée

de la cuissoiiCauseret, 1986)

Les effets des traitements thermiques sur la hpodibilité du fer et du zinc sont trés
variables, ils peuvent étre positifs ou négatifdéiendent de la sévérité du traitement (temps,
température), du type de matrice alimentaire eéw@iesurtout de la composition de cette
matrice Camara (2004)a pu établir que malgré une forte teneur en guigique, les plats a
base de Iégume contiennent une quantité importenteinéraux dialysables (bioaccessibles),
dans le seul cas ou les légumes ont subi un traitethermique provoquant la diminution de
I'acide phytique. L’acide phytique étant thermiquernstable, la diminution de sa teneur lors
de la cuisson est sirement due a la diffusion décule de phytates dans I'eau de cuisson, ce

qui conduit a diminuer les contraintes inhibitrices les minéraux.
V.3.2. Effets des traitements physiques

Les procédés physiques induisent des modificatemnsniveau des microstructures de la
matrice alimentaire. Les microstructures sont enléarésultat de I'agencement naturel des
constituants de l'aliment, un remaniement ou urugeation occasionné par cisaillement,

compression (forces rencontrées lors du broyagauopilage). Le broyage est un traitement
physique qui entraine (i) une diminution de laléadles particules d’aliment, (ii) la réduction

de la concentration des agents chélateurs (iiijingt relocalisation des minéraux dans la
matrice qui les rendent plus extractibles lors aedigestion, et donc plus biodisponibles
(Watzke, 1998 ; Parada et Aguilera, 2007).
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Partie Il : Matériels et méthodes

I. Echantillonnage

|.1.Choix des matériels d’études

Parmi les 5 échantillons étudiés, 4 especes demlégueuilles (Anamamy, Anandrano,
Ravimbomanga, Ravitoto) sont régulierement consoasné Antananarivo. En effet, selon
une enquéte effectuée pRAakotonirainy (2008), plus de 40 % des ménages tananariviens
consomment le ravimbomanga au moins une fois pamaise, 30 a 40 % des ménages
consomment lanandrano et lanamamy par semaine ; rdvitoto est consommé
hebdomadairement par plus de 25 % des ménagesufelp sont représentatifs des légumes
feuilles les plus consommés a Madagascar. Ces kEgdeuilles sont caractérisés par des
teneurs en nutriments élevées :

- 14-20 g de protéines dans 100 g de MS pour I'anamertianandrano

- 19-37 mg de fer dans 100 g de MS pour le ravimbgaa le ravitoto.

Moringa oleiferaa été considéré pour l'intérét grandissant quiomporte dans l'alimentation
en Afrique et a Madagascar, étant donné ses casdicpges nutritionnelles particulierement
intéressantes, que l'on essaie d'exploiter en satili ses feuilles comme complément
alimentaire ou élément de fortification. Effectivemt, les feuilles dévioringa oleiferase
distinguent des autres Iégumes feuilles par lede fieneur en protéines, en vitamine A et en
fer (Foidl et al, 2001 ; Daliaet al, 2010)

[.2.Description générale des Iégumes feuilles étudiés
[.2.1. L” Anamamy(Bréde morelle)

C’est une plante potagere herbacée annuelle at#igtdo cm de haut, a tige retombante ou
erigée, vertes a noiratres, a rameaux dressésatits.€ges feuilles sont ovales a lancéolées,

entiéres ou légérement lobées, alternes et panppiesées.

Légérement amer avec un arriere goUt agréable, angmsignifie « brede douce ». Ce go(t

subtil doux amer est beaucoup apprécié.
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Classification (www.wikipedia.com)

Regne : Plantae
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida

Sons-classe : Asteridae

Ordre : Solanales
Famille : Solanaceae
Genre : Solanum
Espece : nodiflorum

Nom vernaculaire : bréde morelle, anamamy

Figure 3 :Solanum nodiflorum

[.2.2. L’ Anandrano (Cresson)

C’est une plante herbacée vivace, rampante oiafitgt sa tige atteignant 1 m de long est
creuse, juteuse et trés ramifiée, Les feuilles §erges sont pennées et charnues, alternes,
vert foncé, munies d’'un long pétiole. Elles soninposées de cing folioles ovales plus ou
moins arrondies, la foliole terminale étant pluargle que les autres. Le cresson est présent
dans les milieux humides et aquatiques (maresggtanisseaux). Il a besoin d’'une eau peu

profonde, non acide, a courant lent.

Classification (www.wikipedia.com)

Regne: Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Sous-classe Dilleniidae
Ordre : Capparales
Famille : Brassicaceae

Genre: Nasturtium
Espece: officinale

Nom vernaculaire: cresson, anandrano

Figure 4 : Nasturtium officinale
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1.2.3. L’ Ananambo(Moringa oleifera)

Moringa oleiferaest une espéce de petit arbre, rarement des esbusfeuillage caduque,
souvent tubéreux, au moins a l'état juvénile. Lesilles, alternes, sont 1 a 4 fois
imparipennées, parfois pubescentes, composéeslidiedoopposées, aux marges entieres.
Elle est originaire du nord de l'Inde et est maiaté acclimatée dans presque toutes les

régions tropicales, elle résiste bien a la séckeresa une croissance rapide.

Classification (www.wikipedia.com)

Regne: Plantae
Sous-regne Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Sous-classe Dilleniidae
Ordre : Capparales
Famille : Moringaceae
Genre : Moringa

Espece: oleifera

Nom vernaculaire : bréede monringue,

ananambo

Figure 5 : Moringa oleifera

I.2.4. Le RavimbomanggFeuille de patate douce)

La patate douce estlargement cultivée dans lemngdgropicales et subtropicales pour
ses tubercules et feuilles comestibles. C'est Uaste vivace a tiges rampantes pouvant
atteindre 2,5 a 3 m de long. Les feuilles altesm# entieres, au pétiole relativement long et
au limbe de forme variable a bord sinué ou dentéhien lobées, formant 5 a 7 lobes aigus, a

nervation palmeée.
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Classification (www.wikipedia.com)
Regne: Plantae

Sous-régne Tracheobionta
Division : Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae

Ordre : Solanales

Famille : convolvulaceae

Genre : Ipomoea

Espece batatas

Nom vernaculaire : feuille de patate douce,
ravimbomanga.

Figure 6 : Ipomoea batatas

[.2.5. Le ravi-mangahazd ravitoto (Feuille de manioc)

Le manioc est un arbuste vivace originaire d'’Amérigu Sud. Il est aujourd'hui largement
cultivé et récolté comme plante annuelle dans éggons tropicales et subtropicales. Les
feuilles sont caduques, alternes et palmilobéed {3 lobes) les lobes sont plus ou moins
larges et mesurent 10 a 20 cm de long. A Madagaksafeuilles sont pilées avantélre
consommeées, ce pilage permet d'attendrir les &suithméliorant leur digestion mais |l

contribue également a éliminer I'acide cyanhydriqukes tanningAchidi et al, 2008).

Classification (www.wikipedia.com)

Regne: Plantae
Sous-régne Tracheobionta

Division : Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae
Ordre : Euphorbiales
Famille : Euphorbiaceae
Genre : Manihot

Espece: esculenta

Nom vernaculaire: feuille de manioc,

Figure 7 : Manihot esculenta

ravimangahazo, ravitoto (feuille pilée)
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I.3.Préparation des feuilles

Les feuilles ont été achetées au marché «tsenangsaha» Andravoahangy et issues d’'un
méme lot (provenant d’'un méme champ), et fourngsup producteur unique pour s’assurer
d’'une meilleure homogénéité (et éviter les variaiale composition biochimique pouvant

étre entrainées par des variations de conditiores@gnatiques).

Les feuilles sont débarrassées des parties inbésrégrosse tige, feuilles endommageées,...)
et triees en deux lots : jeunes feuilles et fesitteatures. Ces dernieres ont été différenciées en
fonction de leur aspect morphologique : les jeuiredles sont reconnaissables a leur petite
taille, une couleur parfois plus claire, une émaissplus fine, et un contour relativement
régulier. A l'inverse, les feuilles matures sonigphgrandes, plus épaisses, trés découpées sur

leur contour et ont une couleur plus foncée.

Apres un lavage a l'eau distillée, les feuilles étd essorées et pesées puis réparties en
plusieurs lots pour les différentes analyses. Uartigode ces feuilles a été utilisée sous cette

forme fraiche (pour la cuisson, la déterminationadenatiére seche, la digestionvitro...).

Le reste a été lyophilisé et stocké au congélafsaury les analyses ultérieures telles que le

dosage des minéraux, qui ne nécessitent pas diesduaiches.
I.4.Cuisson des légumes feuilles

Les feuilles matures ont été soumises a une cuigdrothermique, proche du mode de

préparation traditionnel «ro», caractérisé parpnoportion élevée d’eau de cuisson. Ce mode
de cuisson a été adapté a partir des recettetedépar Randrianatoandro et al. (2010), et
reproduit en laboratoire avec un ratio feuille/dalD,12 (p/v).

Pour les analyses de composition une cuisson enlgmuantité a été réalisée. Pour cela, 600
g de feuilles étaient nécessaires pour pouvoircefée les difféerentes analyses, donc 5 L
d’eau distillée ont été nécessaire. Le tout esang@ dans une cocotte en aluminium et cuit
sur une plague chauffante réglée pour atteindréd,0@ cuisson durant 35 minutes. Afin de
mesurer la valeur cuisatrice, une sonde picovaétg longée parmi les feuilles lors de la
cuisson. Au terme de la cuisson, la cocotte a éiée de la plaque, les feuilles ont été
eégouttées, essorées et pesees. L'eau de I'essrirdgd’égouttage a été récupérée et ajoutée a

I'eau de cuisson et le volume de 'ensemble a @sumé a I'aide d’'une éprouvette graduée.

Une cuisson en petite quantité a aussi été effeandriple, directement dans les flacons de
digestion. Dans chaque flacon 3 g de feuille soétangés avec 25 ml d’eau distillée, en
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respectant toujours le ratio 0,12 (p/v). La sond®vacq a été déposée dans un quatrieme
flacon, et les flacons ont été placés sur la pladpaffante pour une cuisson de 35 minutes.
A la fin de la cuisson, les flacons contenant &slles cuites ont été refroidis et placés dans

le bain de digestion. Les données recueilliesgpaphde ont été enregistrées.

La valeur cuisatrice (Vc) permet d'évaluer la sé&eéd’'un traitement thermique. Elle
correspond au temps qu’un aliment devrait étre &uiine température référence de 100°C
pour présenter le méme « degré de cuissitemery, 2005)

II. Analyse de la composition nutritionnelle des légunsefeuilles
[I.1. Détermination de la teneur en eau et en matiére dae
[1.1.1. Principe

L’eau est le principal constituant de la matiereante. La détermination de la teneur en eau
des aliments est nécessaire pour ramener lesatssdianalyse a une base fixe qui est la
matiere seche, cette teneur est établie a pariia gerte de poids subie aprés étuvage a une
température de 103+2°C et ce jusqu’a I'obtentioandpoids constan(Bizot et Martin,
1991)

[1.1.2. Mode opératoire

Environ 5 g d’échantillon sont placés dans desuwapsen aluminium préalablement tarées,
puis mis a sécher dans I'étuve réglée 103°C penalannhoins 12 heures et/ou jusqu’a la

stabilisation du poids de I'échantillon (écart<10%)
[1.1.3. Mode de calcul

La teneur en eau est obtenue par la differencee datpoids initial de la capsule avec

I’échantillon et le poids final de la capsule al’échantillon apres étuvage.

H% =Mx100
m, —m,

La teneur en matiere séche est déduite a partir @meur en eau

MS% = 100 - H%
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H% : teneur en eau pour 100g d’échantillon

Mo : masse de la capsule vide (g)

m; : masse de la capsule contenant I'échantillontaéavage (g)
m, : masse de la capsule contenant I'échantillonsagiévage (g)

MS% : teneur en matiére seche pour 100g de I'échantill

Détermination de la composition nutritionnelle deschantillons

Ce travail a été réalisé par Ranovona Zoelinonoajrsur les mémes échantillons que ceux
ayant été utilisés pour les digestiansvitro et analyses de minéraux dans le cadre de notre
étude. Il a donc été jugé utile de présenter cextdie ces résultats afin d’expliquer les

résultats obtenus pour la bioaccessibilité du feluezinc.

Les analyses ayant été réalisées sont :
- Lateneur en protéines
- Lateneur en lipides
- Lateneur en phytates
- Lateneur en pectines
- Lateneur en composés phénoliques
- Lateneur en tannins condensés
Les détails des modes opératoires employés loresl@nalyses peuvent donc étre trouvés

dans le mémoire de DEA de Ranovona Zoelinoronii204.2).

I1.2. Détermination de la teneur en cendres brutes
[1.2.1. Principe

Les cendres totales (brutes) sont les résidus aepa@®es minéraux qui restent apreés
I'incinération d’'un échantillon de substance orgme végétale ou animale. Ces substances
organiques subissent une combustion compléte etramsformées en Gt HO tandis que

les substances minérales restent dans les cAdfBOR, 1989)
[1.2.2. Mode opératoire

Environ 5 g d’échantillon sont mis dans une cap®requartz préalablement pesée, puis
placés dans le four froid, incinérés pendant 5 dewxr une température de 550°C. La
calcination est terminée lorsqu’on obtient des ocesidblanches, gris clair apparemment
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bY

dépourvues de particules charbonneuses. La capesilelaissée a refroidir dans un
dessiccateur puis pesée.

11.2.3. Mode de calcul

C% =wx100
m, —m,

C% : teneur en cendres en g pour 100g de matiéréssbru
Mo : masse (g) de la capsule d’incinération vide
m; : masse (g) de la capsule d’incinération avedbétillon avant incinération

m, : masse (g) de la capsule d’'incinération avedbédtillon apres incinération

I1.3. Détermination de la teneur totale en fer et en zinc
[1.3.1. Principe

Le dosage du fer et du zinc est effectué avec antsgphotomeétre d’absorption atomique a
partir des cendres brutes issues de lincinératlea échantillons. La spectrophotométrie
d’absorption atomique permet de quantifier les éidétim métalliques en solutions.

L'échantillon est vaporisé par aspiration de lautbmh dans une flamme. La flamme est
dirigée vers une lumiére émise par une lampe appgeEmettant les longueurs d'onde
caractéristiques de I'élement recherché. En trameda flamme, les ondes lumineuses dont
les longueurs d'onde correspondent a I'élément dosé absorbées par les ions excités
présents dans la flamme. Lorsque les atomes dameélt ont été excités, leur retour a I'état
fondamental s'accompagne de I'émission de lumiareedréquence bien définie et propre a
cet élément. Le méme élément dispersé dans unenignossede la propriété d'absorber tout
rayonnement de méme fréquence. Il en résulte us@ration du rayonnement incident liée a

la concentration de I'élément considére, exprininéasti la loi de Beer Lambert.
I
Log T =g LC)

lo : intensité lumineuse incidente

| : intensité lumineuse a la sortie de la flamme
¢ : coefficient d’absorption atomique

L : longueur du braleur

C : concentration en minéraux de la solution
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[1.3.2. Mode opératoire

Minéralisation par voie séche

Environ 500 mg de matériel végétal sont introddaas des capsules en quartz. Celles-ci sont
placées dans un four dont la température est augmernogressivement jusqu’a 550°C et qui
est ainsi maintenue pendant 2 heures. Un pallieB@eminutes est effectué lorsque la
température atteint successivement 150°C, 250°C,G3100°C.

Apres le refroidissement des capsules, les cemstrshumectées par quelques gouttes d’eau
ultra pure (EUP) froide et 1 a 2ml de HCI concenltis capsules sont ensuite déposées sur
une plaque chauffante pour une évaporation a #les, e sont retirées des l'apparition des

premiéres vapeurs.

Puis les cendres sont reprises avec de l'acidetgfddque concentré, I'acide étant laissé en
contact avec les cendres pendant 10 minutes. liesoss de cendres sont ensuite filtrées sur
papier filtre sans cendres Whatman n°41 et réecepétans des fioles jaugées de 50ml. Afin
de récupérer la totalité des minéraux, les capsdes rincées avec I'eau ultra pure (EUP)
tiede plusieurs fois, le papier filtre est ausscé a la fin de la filtration mais avec de 'EUP

froide.

Les solutions de cendres sont ajustées a 50 mldev€EUP et homogénéisées par agitation
manuelle puis transvasées dans des piluliers squéds le numéro de I'échantillon est inscrit.
Enfin, les solutions sont prétes pour la lecturdespectrophotométre d’absorption atomique
(AA Thermo). La longueur d’onde 248,3 nm est cleosour I'élément fer et 213,9 nm pour

le zinc, la flamme est produite avec un mélangaedtylene.

Préparation des gammes étalon

Solutions meres : Fe et zinc 1000 ppm
Solutions a préparer : Fer : Fe 0,4 ; Fe 0,2 ;,Ee Be 0,05 ; Fe 0,02

ZincZn0,4:;7Zn0,2;:7Zn0,1;Zn 0,05; Zn 0,01
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Tableau N°5 : Solutions de gamme étalon

VE (mi) HCI 36% (ml) EUP (ml) 1000 ppm (Fe ou zn)
Fe 0,4 100 5 94,06 0,04
Fe 0.2 100 5 94,08 0,02
Fe 0,1 100 5 94,09 0,01
Fe 0,05 100 5 94,095 0,005
Fe 0,02 100 5 94,098 0,002
Zn 0,4 100 5 94,06 0,04
70,2 100 5 94,08 0,02
Zn 0,1 100 5 94,09 0,01
Zn 0,05 100 5 94,095 0,005
Zn 0,01 100 5 94,099 0,001

Vf : volume final ; HCI : acide chlorhydrique ; EUReau ultra pure ; ppm : partie par million

[ll. Méthode de digestionin vitro

[11.1. Principe

La méthode de digestiom vitro consiste a simuler les conditions physiologiqueslal
digestion. Les aliments, en l'occurrence les légurfailles, sont soumis aux traitements
biochimiques et mécaniques ayant lieux lors de ddapes majeures, qui sont la digestion

gastrigue et la digestion intestinale (intestinejté

En dégradant les macronutriments (protéines, ghscidipides), les enzymes digestives
libérent simultanément les minéraux emprisonnés damatrice alimentaire. L'intégration

d’'une dialyse lors de la digestion intestinale petraiune part I'ajustement progressif du pH
grace a la solution de tampon PIPES (PiperazisheN--bis-[2-Ethanesulfonic acid] Sodium

salt) qui neutralise I'acidité du digesta gastrigméant ainsi le transit du chyme gastrique a
pH acide (1.8 a 2) vers un milieu moins acide (pH 6) au niveau du duodénum. D’autre
part, elle permet de mesurer la quantité de mixédaalysables, libérés sous I'action des

enzymes, dont la valeur détermine la proportiofedet de zinc bioaccessibles.
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[11.2. Mode opératoire

Avant utilisation, chaque matériel tel que les diag de digestion et les béchers, qui seront en
contact de maniéere directe ou indirecte avec l&mrédlons, sont trempés dans de I'acide
nitrique 6,5 % pendant au moins une nuit afin dsalidre et éliminer le fer et le zinc issus de

contamination, incrustés sur la paroi de ces n&geri

La digestion est effectuée en triple sur 3 sériéfgérdntes d’'un méme LF : jeunes feuilles,
feuilles matures crues et feuilles matures cuiééssi pour chaque LF, 9 digestions sont
menées simultanément avec un «blanc réactif». Ecipe, le blanc réactif contient tous les
réactifs utilisés lors de la digestion sans y apliechantillon, il sert a connaitre la quantité

de minéraux apportés par I'ensemble des réactifs.
[11.2.1. Préparation des solutions de pepsine et deancréatine/extrait biliaire

Juste avant la digestion, 0,8 g de poudre de pepsint dissous dans 10 ml de HCI 0,1 M
puis agités quelques secondes sur le vortex, 2 gesiae Chelex-100 sont ajoutés a la
solution et I'ensemble est mélangé pendant 30 reggur un agitateur rotatif a environ 60
rom. La résine Chelex-100 purifie la solution degire en piégeant les cations résiduels
présents dans la solution d’enzyme. La résine efolation d’enzyme sont séparées par
filtration sur un papier filtre Whatman n°41 enligint une pompe a vide, cette derniere
permet de récupérer le plus de solution possibdeetlere également la filtration. A la fin de
cette filtration, le papier filtre est rincé avecn d’'HCI 0,1 M qui est récupéré dans la
solution de pepsine. Le volume final de la solutitenzyme est d’environ 15 ml.

Pour la deuxieme solution enzymatique, 0,2 g dengatine et 1,2 g d’extrait biliaire sont
dissous dans 50 ml de NaHg®D M et mélangés a l'aide d’'un agitateur magnétiperedant

10 minutes, le volume final de la solution est diesn 51 ml.

L'utilisation de la résine Chelex-100 sur la sadatipancréatine/extrait de bile n’est pas
nécessaire car elle est presque dépourvue de sésidine étude antérieui@gou, 2009)a

montré que la résine n’avait aucun effet pour cetletion. En revanche, un blanc réactif a
été réalisé lors de chaque digestion et a servit s calculs, de maniére a soustraire des

échantillons le fer et le zinc éventuellement apgmopar les réactifs.

Les solutions d’enzymes sont conservées au friggua leur utilisation.
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[11.2.2. Digestion gastrique

Apres avoir été découpés en morceaux d’environ 5smn®d mm, 3 g de feuilles sont placés
dans chacun des flacons de digestion puis addéode 25 ml d’eau ultra pure. Les flacons
sont déposés dans un bain marie a 37°C associé agitateur magnétique multiposte
permettant d’effectuer plusieurs digestions en méemeps. Aprés 5 minutes d’agitation,
lorsque la température a atteint 37°C, le pH agttéja 2 avec une solution HCI 1 M, 1 ml de
solution de pepsine est ajouté aux échantillorle etélange incubé a la méme température

pendant 1 heure, le pH est mesuré toutes les 1itesin
[11.2.3. Mesure de l'acidité titrable

Cette étape n’est effectuée qu’une seule fois, @nds mises au point, les valeurs obtenues

seront nécessaires pour calculer la concentratidardpon PIPES.

Une partie du digesta gastrique est prélevée a&fidéerminer son acidité titrable, pour cela
une solution de KOH 0,1 M est versée goutte a galdns le digesta jusqu’a atteindre un pH

6-7, et le volume de KOH 0,1 M nécessaire a lattdn est releveé.

A partir de I'acidité titrable du digesta gastrigieemolarité de la solution tampon est calculée

afin qu’au bout de 2 heures de digestion intestitebigesta atteigne un pH 7.

La molarité du tampon PIPES est déterminée suesolgs matrices testées a l'aide de la
formule inspirée d&Volfgor et al (2002):

_ [total Oneq+ (f xtotal (ineq)]

C =
PIPES
fx Vepes

Cpipes : concentration du tampon PIPES en mol.L-1
total . meq: volume de KOH (en L) nécessaire pour atteindreld compris entre 6,5 et 7
f : constante = 10 - pH visé / 10 - pKa du PIPES63D

Vpipes : Volume de PIPES que 'on veut introduire dansiéambrane de dialyse (en L)

Etant donné que les valeurs d’acidité relevées pbaque échantillon different peu les unes
des autres, une seule molarité du tampon PIPES atiBsée par la suite, cette molarité étant
la moyenne des molarités calculées pour chaquentidbia (a partir de leur acidité titrable).
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Tableau N° 6 : Calcul de la concentration de la sotion tampon PIPES en fonction de

I'acidité titrable

Légume feuille Anamamy | Anandrano Ravitoto Ananambo | Ravimbomanga
total . meq (L) 0,0004 0,00065 0,00135 0,00295 0,0011
f 0,631
V pipes (L) 0,01
fXV pipes 0,00631
f x total meq 0,00025 0,00041 0,00085 0,00186 0,00069
total meq + (f x total meq)| 0,00065 0,00106 0,00220 0,00481 0,00179
C pipes (Mol/L) 0,10339 0,16801 0,34895 0,76251 0,28433
Moyenne Cpipes (Mol/L) 0,33344
PM pipes 346,33
C pipes (Mol/ L) 0,3334
V pipes Nécessaire (L) 0,065
PM x C pipes 115,47
Masse de poudre PIPES (g) 7,5053

Afin de préparer 65ml de solution tampon qui semira confectionner 10 boudins de

dialyse, il faut donc 7,5053 g de poudre de tanBBIES que I'on dissout dans 65 ml d’eau

distillée.

l11.2.4. Préparation des membranes de dialyse

Afin d'éviter les contaminations, la membrane dalyie (Spectra/Por, seuil de coupure

12000-14000) est manipulée avec des gants. Desesggrde membrane de dialyse sont

découpés a une longueur de 15cm, puis humidifiéss/és a I'eau ultra pure. Aprés un lavage

soutenu, les segments de membrane sont consengdedieau ultra pure.

Pour la confection des boudins de dialyse, uneémité de la membrane de dialyse est nouée,

la solution de tampon PIPES y est ensuite intredpitis I'autre extrémité est aussi nouée en

évitant de laisser des bulles dans le boudin dgs#ia
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[11.2.5. Digestion intestinale

A la fin de la digestion gastrique, les boudins de dialyse sont déposés dans les flacons de
digestion en les immergeant completement dans le digesta pour optimiser la surface de
contact de la membrane avec ce dernier. Les flacons sont placés dans un bain équipé d'un
agitateur latéral, et agités pendant 30 minutes ou jusqu’a ce que un pH de 5 a 6 soit atteint.
Puis 5 ml de solution de pancréatine/extrait biliaire sont ajoutés au digesta, et le mélange est
incubé pendant 2 heures a 37°C sous agitation latérale douce. Le pH est mesuré toutes les 15
minutes. Lorsque la digestion intestinale est achevée, les flacons de digestion sont placés dans

de la glace pour inactiver les enzymes et stopper définitivement la digestion.

Les boudins de dialyse sont retirés des flacons, puis leur contenu est recueilli en percant les
boudins a l'aide d’'une aiguille, dans des tubes de 15 ml (stériles). Les digestats sont ensuite
filtrés sur un papier filtre Whatman n°40 sans cendres et recueillis dans d’autres tubes de 50
ml (stériles). Le papier Whatman contenant le reste de digesta solide est récupéré et conservé

dans un sachet plastique ou dans du papier aluminium.
A l'issu de la digestion trois fractions distinctes sont obtenues :
- le dialysat qui contient les minéraux solubles et dialysables

- le filtrat qui contient a la fois des minéraux solubles et dialysables et les minéraux solubles

non dialysables
- les résidus contenant tous les nutriments insolubles.

Les teneurs en fer et zinc de chaque fraction sont déterminées par spectrophotométrie
d’absorption atomique selon la méthode décrite plus haut. Les différents calculs relatifs a la

détermination de la bioaccessibilité du fer et du zinc sont présentés dans I'annexe 3.

Rapport- gratuit.com @
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Partie Ill : Résultats

I. Valeurs cuisatrices mesurées au cours de la cuissdes |légumes feuilles

Au cours de la cuisson, la température a été mesur€ontinu par une sonde picovacq qui a
permis de déterminer la valeur cuisatrice pour abatggume feuille, ces valeurs sont

présentées dans le tableau N°7.

Tableau N° 7 : Valeurs cuisatrices

Anamamy  Anandrano  Ananambo Ravim- Ravitoto
bomanga
= Cuisson g 390 26,199 28,778 26,984 27,387
3 avant DIV
N .
8 Cuisson en
= grande 26,245 27,478 27,813 26,071 25,167
8 quantité
3
n Moyenne 27,317 26,838 28,295 26,527 26,77
-
Q
C>U Ecart type 2,22 0,90 0,68 0,64 1,56

Les valeurs cuisatrices n'ont pas varié signifiGatient entre les deux types de cuisson
(cuisson en petite quantité et en grande quantiié$. données renseignent surtout que les

légumes feuilles ont subi la méme sévérité de oniss
[I. Caractéristiques nutritionnelles des légumes feuis

Les dosages ont été effectués en triple ou en dpsblon les conditions expérimentales. Les
données présentées sont les moyennes de ces aétiEmns plus ou moins I'écart type. Les
traitements statistiques ont été réalisés a I'didéogiciel Statgraphics Plus 5.0. Les analyses
de variance (ANOVA) ont permis de déterminer leffédences entre les teneurs en
nutriments des échantillons des différentes espgeddgumes feuilles. Les comparaisons de
deux échantillons appariés ont été également ééalisur Statgraphics Plus 5.0. lorsqu’il a été
nécessaire de mettre en évidence l'effet du degmdaturité ou du traitement technologique

sur la bioaccessibilité du fer et du zinc.
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II.1. Teneur en eau des légumes feuilles

Le tableau N°8 présente la teneur en eau des elitigs feuilles selon leur degré de maturité,

et le traitement technologique gu’elles ont subi.

Tableau N°8: Teneur en eau des différents Iégumestiilles

Humidité % MB

Feuille mature Feuille mature

Légume feuille Jeune feuille . Feuille pilée
crue culte
Anamamy 88,9+ 0,66 89,17+ 0,81 91,47 +0,77 -
Anandrano 92%+ 0,35 92,62+ 0,39 93,43+ 0,17 -
Ananambo 74,82+ 3,47 74,63+ 2,85 88,78+ 11,22 -
Ravimbomanga 89,18+ 0,60 86,69+ 0,71 92,63+ 0,32 -
Ravitoto 77,08+1,21 76,97+ 0,32 83,76+ 0,78 76,34+ 0,26

moyenne + écart-type des résultats réalisés en ldoillans une méme colonne, les valeurs suiviesttted
différentes sont significativement différentes (@,85) (ANOVA)

La teneur en eau des légumes feuilles est élelléajagie nettement d’une espéce a une autre
(de 74,64% pour 'ananambo jusqu’a 92,62% chezahainano).
Entre les deux stades de maturité (jeune feuikeille mature), la teneur en eau est

relativement identique.

Chez les feuilles cuites, I'augmentation de la tenen eau provient surtout de I'eau de

cuisson, et le broyage ne modifie pas la tenewaendes feuilles pilées.

Les Iégumes feuilles sont des aliments a forteuerea eau, ils sont donc fragiles et ne

peuvent garder leur état frais que pendant ungedurée.
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II.2. Teneurs en matiére seche et épaisseur des l[égunaslfes

Le tableau N°9 présente la teneur en matiere sgeheifférentes feuilles selon leur degré de

maturité, et le traitement technologique qu’ellas gubi.

Tableau N°9 Teneur en matiere séche des légumesifies et des eaux de cuisson et

épaisseur des feuilles

Légume feuille

Matiere seche (% MB) Anamamy  Anandrano Ananambo Ravimbomanga Ravitoto
Jeune feuille 11,02 0,66 7,79+0,39 2518+3,47  10,82+0,60 22,92+1,21
Feuille mature crue 10,830,81 7,38+0,39 2536+2,85 13,31+0,71  23,03+0,32
Feuille mature cuite 8,8%0,77 6,57+0,17 11,22+3,18  7,37+0,32 16,24+ 0,78
Feuille pilée - - - - 23,66 +£ 0,26
Eau de cuisson (g/L) 5,83 0,13 1,99+0,02 19,3+ 3,29 3,8°+0,09 8,98+ 3,30
Epaisseur (mm)
Jeune feuille 0,% 0,01 0,18+0,02 0,18+0,02 0,23+ 0,03 0,16+ 0,02
Feuille mature 0,22:0,03 0,2%1+0,01 0,17+0,02 0,29+ 0,06 0,22+0,03

moyenne + écart-type des résultats réalisés en ldagduf pour la mesure des épaisseurs effectuée sur
20 feuilles. Dans une méme ligne, les valeursasiide lettres différentes sont significativemeffiédintes
(p < 0,05) (ANOVA)

Les lIégumes feuilles contiennent de faibles teneansatieére seche qui est la traduction de la
teneur en eau élevée. Ces teneurs varient de /7,88ggMB pour I'anandrano a 25,36 g/100g

MB pour I'ananambo.

Le degré de maturité n’influence pas la teneur etiare seche des feuilles sauf pour le

ravimbomanga chez lequel cette teneur est plugéldans les feuilles matures que dans les
jeunes feuilles. La cuisson induit une diminutianld matiére séche plus ou moins marquée
selon I'espéce. On peut remarquer que la matierieesest transférée dans I'eau de cuisson
indiquant qu’'une partie des nutriments est solsédilors de la cuisson des feuilles. Un

important transfert de matiére séche a lieu posirféailles d’ananambo pour lesquelles la

teneur en matiére séche de I'eau de cuisson att@jBg/L, ce qui est 10 fois supérieur a celle

de I'anandrano (1,9g/L).
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Le pilage du ravitoto ne modifie pas la teneur eatiéne séche. Ce traitement mécanique
engendre la destruction des structures et I'ouketies cellules des feuilles, mais n'occasionne

pas de pertes en nutriments.

Concernant I'épaisseur des feuilles, elle vari®dé a 0,23 mm pour les jeunes feuilles et de
0,17 a 0,29 mm pour les feuilles matures. Les nessaffectuées ont permis de déterminer
une corrélationR = 0,65) entre la quantité de matiére séche pedduns I'eau de cuisson et
I'épaisseur des feuilles. Ainsi, les feuilles dibla épaisseur perdraient plus de matiére seche

que les feuilles plus épaisses lors de la cuisson.
I1.3. Teneur en protéines totales des légumes feuilles
La teneur en protéines totales des différentesidslgst consignée dans le tableau suivant.

Tableau N°10 : Teneurs en protéines totales des fes

Protéines (% MB)

Feuille mature Feuille mature

Légume feuille Jeune feuille : Feuille pilée
crue cuite
Anamamy 1,61+ 0,01 1,53+ 0,02 1,58+ 0,02 -
Anandrano 1,82+ 0,01 1,60+ 0,02 1,85+ 0,06 -
Ananambo 5,34+ 0,03 5,47+ 0,04 2,42+ 0,03 -
Ravimbomanga 1,84 0,02 2,02+ 1.10° 1,25+ 1.10° -
Ravitoto 2,79+ 0,04 2,49+ 0,04 2,04+ 0,02 2,76 + 0,02

moyenne + écart-type des résultats réalisés etetripans une méme colonne, les valeurs suivies dedettr
différentes sont significativement différentes (@,85) (ANOVA)

(Ranovona, 2012)

La teneur en protéines des Iégumes feuilles vat@ndes espéces, elle est la plus élevée chez
I'ananambo (5,479/100g MB) et la plus faible chandamamy (1,53g/100g MB). On constate

que le degré de maturité ne fait pas varier de énarsignificative la teneur en protéines.

La cuisson modifie peu la teneur en protéines deafmamy, de I'anandrano, du ravitoto
(feuille entiere) et des feuilles pilées, par cenglle réduit celle de I'ananambo et du

ravimbomanga. Dans ces feuilles les pertes de ipestg@ésulteraient de la destruction des
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molécules de protéiques et peptidiques et ou de delubilisation dans I'eau de cuisson.
L’action mécanique ne semble pas influer sur l@teren protéines, le pilage n’entraine pas

modification significative sur la teneur en pro&uiu ravitoto.
II.4. Valeur lipidique des légumes feuilles

Tableau N°11 : Teneurs en lipides totaux des feuds

Lipides (% MB)

Feuille mature Feuille mature

Légume feuille Jeune feuille crue cuite Feuille pilée
Anamamy 0,77 £0,02 0,76+ 0,02 1.08+ 0,02 -
Anandrano 0,67+ 0,04 0,71+ 0,06 0,78+ 0,02 -
Ananambo 2,37+ 0,09 2,489+0,19 2,02+ 0,02 -

Ravimbomanga 0,8% 0,07 0,97+ 0,04 0,48+ 0,04 -

Ravitoto 2,18+ 0,01 3,13+£0,23 2,57+ 0,04 2,66 +0,26

moyenne + écart-type des résultats réalisés en ldollans une méme colonne, les valeurs suiviesttted
différentes sont significativement différentes (p,85) (ANOVA)

(Ranovona, 2012)

Les léegumes feuilles contiennent de trés faiblegeues en lipides, qui varient selon les
especes : le ravitoto (3,13g/100g MB) et I'ananarfi)é99/100g MB) semblent contenir plus
de lipides par rapport aux autres légumes feuilte# la teneur en lipides ne dépasse pas 1%.

Le pilage et la cuisson diminuent la teneur erdégides feuilles sauf pour 'anamamy.
II.5. Teneurs en cendres brutes des Iégumes feuilles

La teneur en cendres refléte la proportion globaleninéraux dans les feuilles incinérées. On
a procédé au dosage de la teneur en cendres dmusde cuisson de chaque espéece de
feuilles afin mettre en évidence le transfert desénaux ayant lieu lors de la cuisson. Les

résultats des dosages de la teneur en cendresstolesd feuilles et des eaux de cuisson sont

résumés dans le tableau N°12.
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Tableau N°12 : Teneur en cendres brutes des jeuntsiilles, feuilles matures crues,

feuilles matures cuites, des feuilles pilées et deaux de cuisson

Cendres brutes (g /100g de MB)

Feuille mature Feuille mature

Légume feuille  Jeune feuille Feuille pilée Eau de cuisson

crue cuite
Anamamy 1,31£0,01  1,28+0,01 0,38+ 3.10° - 0,14'+3.10°
Anandrano 0,88+ 0,01  0,98+0,01 0,32+ 1.10° - 0,07 +4.10°
Ananambo 2,06£0,01 2,07+1.10° 057+0,01 - 0,12+ 3.10°
Ravimbomanga 1,230,03  1,63%0,09 0,50+ 0,01 - 0,08+ 8.10°
Ravitoto 1,960+ 0,06  2,47+0,02 1,56+0,04 1,83+0,02 0,06%3.10°

moyenne + écart-type des résultats réalisés en ldosduf pour les eaux de cuisson qui ont été sl triple.
Dans une méme colonne, les valeurs suivies deddatifférentes sont significativement
différentes (p < 0,05) (ANOVA)

Le ravitoto et 'ananambo sont riches en cendreser@nt respectivement 2,47 et 2,079/100g
MB. De maniere générale, I'écart entre la teneucaemdres des feuilles matures et celle des
jeunes feuilles est faible. A I'exception de l'aremy, la quantité de cendres des feuilles

matures est légerement supérieure comparée aeslieunes feuilles.

Les résultats montrent que la cuisson diminue déngblement la teneur en cendres des

feuilles, et une partie de ces cendres diffuse Haas de cuisson.

Le broyage entraine également une perte en centresfeuilles entiéres de ravitoto
contiennent 2,47 g de cendres/100g MB alors qu&leréroyage il n’en reste que 1,83g/100g
MB.
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I1.6. Teneurs en fer total des légumes feuilles

u : u jeu ui ui u ues, ui
Tableau N°13 : Teneur en fer des jeunes feuillesed feuilles matures crues, des feuilles
mature cuites, des feuilles pilées et des eaux désson

Fer (mg/100g de MB) Fer (mg/L)
Légume feuille  Jeune feuille Feuille mature  Feuille .mature Feuille pilée Equ de
crue culte CcuIsson
Anamamy 3,14+ 5.10°  2,87°+0,03 2,31+0,13 - 1,59+ 0,11
Anandrano 1,52+ 0,21 1,96+ 0,06 1,46+ 0,03 - 0,60+ 0,01
Ananambo 3,52+ 0,06 4,34+ 1,13 1,68+ 0,07 - 0,80+ 0,02
Ravimbomanga 2,68 0,09 2,38 +0,03 1,32+0,11 - 1,39+ 0,40
Ravitoto 2,58+021  3,3%%0,01 3,32+ 0,70 7,27+0,65 1,3%0,21

moyenne + écart-type des résultats réalisés en ldollans une méme colonne, les valeurs suivies dedettr
différentes sont significativement différentes (@,85) (ANOVA)

La teneur en fer présente une grande variabilitteders différents Iégumes feuilles. Les
feuilles matures d’ananambo et de ravitoto sotescen fer, elles contiennent respectivement
4,3mg et 3,8mg/100g MB de fer. Il existe un |égearé entre la teneur en fer des jeunes
feuilles et celles des feuilles matures, les jeueedles d’anamamy et de ravimbomanga

contiennent plus de fer par rapport a leurs feuiftatures.

Apres le pilage, la teneur en fer du ravitoto d@iguement doublé (7,27 mg/100g MB). Le

pilage est un procédé mécanique qui consiste aftramer la texture et I'aspect des feuilles,
qui n'est pas en lui méme susceptible d’augmemteerteur des feuilles en fer. Cette teneur
n'a donc pu varier qu’en raison d’'une contaminatoncours de la préparation (pilage). Les
principales sources de contamination sont la pétsset les équipements ou ustensiles

utilisés au cours de la préparation.

A l'issue de la cuisson, le contenu en fer de ®ige feuilles se retrouve diminué, de maniere

générale, le fer diffuse dans I'eau de cuissomsgitbérentes proportions.
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Apres avoir établi le bilan des minéraux dans Eslles cuites et les eaux de cuisson, le
pourcentage de fer transféré dans I'eau de cussode :

36% pour 'anamamy
- 26% pour I'anandrano
- 27% pour 'ananambo
- 38% pour le ravimbomanga

- 23% pour le ravitoto

II.7. Teneurs en zinc total des Iégumes feuilles

Tableau N°14 : Teneur en zinc des jeunes feuilledes feuilles matures crues des feuilles

matures cuites, des feuilles pilées et des eauxalgsson

Zinc (mg/100g de MB) Zinc (mg/L)
Légume feuille  Jeune feuille Feuille mature  Feuille mature Feuille pilée Eau de
crue cuite cuiIsson
Anamamy 0,58+ 0,03 0,48+ 0,02 0,31 +0,01 - 0,37 0,01
Anandrano 0,62+ 1.10° 0,5F+ 0,03 0,31+0,02 - 0,22+ 0,01
Ananambo 0,81+ 0,04 0,73+ 0,01 0,2%+0,04 - 0,38+ 0,04
Ravimbomanga  0,%% 0,02 0,47+0,02 0,18+ 0,03 - 0,37+0,04
Ravitoto 2,17+0,01 2,87+0,07 1,84+0,1 1,6 £0,2 0,71 0,04

moyenne + écart-type des résultats réalisés en ldollans une méme colonne, les valeurs suiviesttted
différentes sont significativement différentes (p,85 (ANOVA)

La teneur en zinc des légumes feuilles est faildeamamy I'anandrano, I'ananambo et le
ravimbomanga contiennent tous moins de 1 mg /10@8yadd zinc. On remarque que les
feuilles d’'anamamy, d’anandrano et de ravimbomangaentent des teneurs en zinc proches.
En outre, la teneur en zinc des deux stades deribdaties feuilles est presque identique. Le

ravitoto se distingue des autres feuilles par @meur en zinc assez élevée autant dans les
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jeunes feuilles que dans les feuilles matures. goe la teneur en zinc est diminuée pour
chaque espece de feuilles apres la cuisson. Lecguiage de zinc diffusé dans I'eau de

cuisson est de :

- 49% pour 'anamamy

- 39% pour I'anandrano

- 52% pour 'ananambo

- 54% pour le ravimbomanga
- 21% pour le ravitoto

Le pilage des feuilles de ravitoto entraine la dimion de la teneur en zinc qui est sans doute

associée a une perte de cet élément au courgpdéplaration.
11.8. Teneur en composés antinutritionnels

Tableau N°15 : Teneur en agents chélateurs des fées (Acide phytique, pectines,

tannins condensés, composés phénoliques)

Acide phytique mg/100g de MB

, . . Feuille mature Feuille mature . o
Légume feuille Jeune feuille . Feuille pilee
crue culte
Anamamy 1,48+ 0,10 1,87+ 0,04 0,68+ 0,01 -
Anandrano 0,21+ 0,02 0,28+ 0,02 0,20+ 5.10* -
Ananambo 2,75+ 0,62 4,13+ 0,30 1,64+0,11 -
Ravimbomanga 4,5 0,16 8,42+ 0,48 4,16+ 0,09 -
Ravitoto 12,33+ 0,05 12,0%+ 0,40 8,76+ 0,36 9,00 + 0,43
Pectines g/100g de MB
) Feuille mature Feuille mature . o
Jeune feuille . Feuille pilee
crue culte
Anamamy 0,77+0,19 1,07 + 0,08 0,80+ 0,19 -
Anandrano 0,48+ 0,10 0,66+ 0,04 0,78+ 0,01 -
Ananambo 2,35+ 0,07 2,16+ 0,04 1,38 + 0,06 -
Ravimbomanga 0,83 0,09 1,18+ 0,09 0,58+ 0,04 -
Ravitoto 1,98° + 0,06 1,47+ 0,22 1,37 +0,01 1,14 + 0,05
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Tannins condensés ¢g/100g de MB

Feuille mature Feuille mature

Légume feuille Jeune feuille crue cuite Feuille pilée
Anamamy 0,18+ 0,003 0,18+ 0,004 0,17+ 0,009 -
Anandrano 0,15t 0,002 0,17+ 0,007 0,18+ 0,003 -
Ananambo 1,6+ 0,034 1,66+ 0,083 0,92+ 0,045 -

Ravimbomanga 0,15 0,008 0,27+ 0,008 0,13+ 0,006 -

Ravitoto 2,67+0,13 2,54+ 0,068 2,06+ 0,013 2,34+0,11
Composés phénoliques g/100g de MB
Jeune fedille Feuille mature Feuille mature Feuille pilée
crue cuite

Anamamy 0,36+ 0,01 0,48+ 0,01 0,09+ 0,004 -
Anandrano 0,13+ 0,01 0,11+0,01 0,04+ 0,003 -
Ananambo 0,33+ 0,02 0,33+ 0,03 0,08+ 0,01 -
Ravimbomanga 0,£& 0,02 0,16+ 0,008 0,02+ 0,004 -

Ravitoto 0,78+ 0,01 0,7¢°+ 0,03 0,28+ 0,023 0,69 + 0,02

moyenne + écart-type des résultats réalisés en ldollans une méme colonne, les valeurs suiviesttted
différentes sont significativement différentes (@,85) (ANOVA)

(Ranovona, 2012)

Le degré de maturité n’influence pas la teneuraithegphytique de I'anandrano et le ravitoto,
alors que pour I'ananambo et le ravimbomanga |l&ueren acide phytique des feuilles
matures (respectivement 4,13 et 8,42 mg/100g MiB)rditprés du double de celle des jeunes
feuilles (2,75 et 4,15 mg/100g MB). L'anandrano toemt trés peu d’acide phytique
(0,21mg/100g MB), alors que les feuilles de rawatseé distinguent particulierement par une
forte teneur en acide phytique (12,33mg/100g MBhe baisse notable en acide phytique est
remarquée dans les feuilles matures cuites d’anamade ravimbomanga et de ravitoto. Les
feuilles pilées de ravitoto contiennent moins dlaciphytique par rapport aux feuilles
entieres. Le pilage permet par la destruction debules végétales la libération et

I’élimination d’'une partie de I'acide phytique.
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Les légumes feuilles sont pauvres en pectines,ndgme, les feuilles de ravimbomanga
contiennent plus de 2g de pectines /100g MB. Laueen pectine des feuilles diminue lors
du pilage et de la cuisson exceptée dans lesdsudlanandrano. Parmi les 5 légumes feuilles,
seul le ravitoto contient plus de 2g de tanninsODdL MB. Toutefois, le pilage réduit
légerement les tannins dans le ravitoto. Le degréndturité semble n’influer que sur la
teneur en tannins des feuilles de ravimbomangacuisson affecte la teneur en tannins
condenseés des feuilles de ravitoto, d’ananamboeetadimbomanga, en revanche elle ne
modifie pas celle de 'anamamy et de I'anandranocgatiennent déja tres peu de tannins
(<0,19%/MB). Les teneurs en composés phénoliqusesfalglles sont en dessous de 1 %.
Elles varient tres peu suivant le degré de matetigont réduites par la cuisson.
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[ll. Bioaccessibilité du fer et du zinc dans les [égumésuilles

L’évolutiondupH aétésuivielorsdeladigestiongastriqueetla digestiorintestinalgannexe 1).
Lors de chaque digestion, on observe que le pH antgprogressivement mais reste toujours

dans les limites fixées.

A l'issue de la digestion, le fer et le zinc seraavent dans trois fractions distinctes : les

résidus, le filtrat et le dialysat.

- les minéraux contenus dans les résidus constituen partie des minéraux insolubles, non

disponibles et représentent les minéraux non abs@b niveau du duodénum.

- le filtrat contient a la fois les minéraux soleblnon dialysables et une partie des minéraux

solubles et dialysables.
- le dialysat qui contient uniguement des minérsalybles et dialysables.

Chaque fraction a été minéralisée puis les tenewifer et en zinc ont été lues a l'aide d’'un

spectrophotometre d’absorption atomique.

llI.1. Teneurs en minéraux des différentes fractions de géestion

Apres I'établissement d’un bilan de la masse delées les résidus, les filtrats et les dialysats,
on a pu relever que la quantité de fer dans lagotuges filtrats est anormalement élevée. On
peut penser que ces fractions du digesta ont étplement contaminées lors de la filtration

ou d’'une étape ultérieure. Les dialysats n'ayastéié contaminés, on a donc surtout pris en
compte les quantités de fer et de zinc dialyséspaus ont permis de calculer les proportions

de minéraux bioaccessibles.

La répartition du fer et du zinc dans les résidess filtrats et des dialysats est présentée dans
le tableau N°16 et le tableau N°17.
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Tableau N°16 : Quantité de fer mesurée dans les idss, les filtrats et les dialysats

Masse de fer dans les fractions (Lg)

Jeune feuille Résidus Filtrat Dialysat
Anamamy 84,53 + 0,97 7,41 + 3,08 1°59 0,21
Anandrano 50,04 + 0,04 11,27 + 7,88 £480,16
Ananambo 28,93+ 0,98 35,63+1,7 240,15

Ravimbomanga 93,83 +1,13 82,74 + 47,7 190,79
Ravitoto 104,34 £ 0,49 -3,63 £ 14,12* 118 0,55
Feuille mature crue
Anamamy 67,43 £ 1,22 20,29 + 0,30 060,06
Anandrano 30,65+ 1,54 92,15+ 4,61 t.91.48
Ananambo 25,39 +2,11 65,48 + 4,61 ¢,2D,50
Ravimbomanga 38,45+ 0,91 6,59 + 34,71 490,66
Ravitoto 73,95 + 0,03 0,21 + 0,03 1%64 0,16
Feuille mature cuite
Anamamy 73,56 + 3,70 19,55+ 0,95 0,990,01
Anandrano 0,54 +1,10-3 53,54 + 8,73 £7240,40
Ananambo 44,11 +£1,13 110,36 + 0,28 428,65
Ravimbomanga 46,32+ 1,11 13,48 + 3,23 360,03
Ravitoto 78,70 £ 0,77 32,15+ 2,56 137190,18
Feuille pilée
Ravitoto 246,63 + 2,37 -5,48 + 3,40* 11661,40

moyenne + écart-type des résultats réalisés en ldddbns une méme colonne, les valeurs suiviestlede
différentes sont significativement différentes (880 (ANOVA).* : valeur aberrante, pouvant signifie

I'absence de fer dans la fraction.

Le fer dialysé constitue une partie relativemeribléadu fer présent dans le digesta. On
observe relativement peu de variation entre lestipéa de fer dialysé des différentes especes
et également des deux stades de maturité deseeusl cuisson tend a augmenter la teneur
en fer dialysable pour les feuilles d’ananamboradmbomanga et de ravitoto. Par contre, la
cuisson ne semble pas influencer les teneurs edid¢ysable des feuilles d’anamamy et
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d’anandrano. On constate que le pilage des feulkesavitoto augmente la quantité de fer

dialysable.

Tableau N°17 : Quantité de zinc mesurée dans lessidus, les filtrats et les dialysat

Masse de zinc dans les fractions (u1g)

Jeune feuille Résidus Filtrat Dialysat
Anamamy 113,12 £ 1,28 31,15 + 6,60 PR+ 0,47
Anandrano 9,90 +0,23 36,94 + 2,56 ffBBO,SZ
Ananambo 3,17 £ 0,36 28,30 £ 7,61 2%6 0,22

Ravimbomanga 5,46 +0,17 13,06 + 3,72 #%60,51
Ravitoto 36,33+ 1,09 32,19+0,14 421,11

Feuille mature crue
Anamamy 76,21 + 1,65 41,04 + 19,69 292 0,13
Anandrano 7,44 +0,23 56,85 + 1,16 260,44
Ananambo 2,40 £0,18 90,94 + 29,54 3%a 1,17

Ravimbomanga 6,87 £ 0,01 12,79 + 1,87 »am,34
Ravitoto 47 +0,4 27,42 + 0,27 3%%0,29

Feuille mature cuite
Anamamy 67,24 £ 6,39 41,47 £ 9,82 Z8% 0,34
Anandrano -0,35 £ 0, 11* 13,76 + 0,63 P55 0,47
Ananambo 3,32 £0,26 24,92 + 7,02 G,2m,66

Ravimbomanga 6,40 + 0,06 15,45 + 3,64 ¥%a 0,63

Ravitoto 50,61 + 0,12 44,04 + 9,26 397 0,24
Feuille pilée

Ravitoto 43,02 £ 1,07 22,41 + 3,89 308 1,05

moyenne + écart-type des résultats réalisés en ldollans une méme colonne, les valeurs suivies dedettr
différentes sont significativement différentes (j08) (ANOVA). * : valeur aberrante, pouvant sigeifi

I'absence de zinc dans la fraction.

De maniére générale, la quantité de zinc dialys@etsement supérieure a celle du fer. Elle

varie significativement selon les feuilles.
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La cuisson modifie le zinc dialysable uniquemenirdes feuilles d’ananambo. Le pilage des
feuilles de ravitoto semble avoir peu d’influence k& dialysabilité du zinc.
lll.2. Bioaccessibilité du fer dans les légumes feuilles

Tableau N°18 : Teneur en fer bioaccessible des fdas selon leur degré de maturité et le
traitement technologique

Jeunes feuilles crues Feuilles matures crues
Mas_sg _Fe Ma(i‘zs Fe Bioaccessibilité Mas_sg _Fe Ma(i‘zs Fe Bioaccessibilité
() initial bioaccessible du Fe (%) () initial bioaccessible du Fe (%)
Anamamy 94,22 6,14 6,52 81,36 4,15 4,99
Anandrano 45,61 5,76 12%2 57,17 7,55 13,22
Ananambo 105,94 4,49 423 130,48 3,66 2,81
Ravimbomanga 80,52 3,75 4%6 70,19 7,67 10,92
Ravitoto 76,52 4,78 6,25 101,45 6,45 6,38
Feuilles matures cuites Feuilles matures pilées
Mas_sg _Fe Ma(isge) Fe Bioaccessibilité Mas_sg _Fe Ma(isge) Fe Bioaccessibilité
() initial bioaccessible du Fe (%) () initial bioaccessible du Fe (%)
Anamamy 81,22 3,88 4,80 - - -
Anandrano 57,12 6,57 1131 - - -
Ananambo 130,38 18,83 14?&4 - - -
Ravimbomanga 70,19 13,82 1970 - - -
Ravitoto 101,56 53,42 52,%9 218,68 45,23 20,63

moyenne des résultats réalisés en double Dansnénee colonne, les valeurs suivies de lettres diftés sont
significativement différentes (p < 0,05) (ANOVA)
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Tableau N°19 : Différence de bioaccessibilité du fen fonction du degré de maturité ou

du traitement technologique appliqué aux légumes (glles

Légume feuille Degré de maturité Cuisson Pilage
Anamamy = = -
Anandrano = = -
Ananambo = *x -

Ravimbomanga * * -

Ravitoto = * *

=: pas de différence significative, * : p<0,05 fdirence significative), ** : p<0,01 (différencerfement

significative), - : feuilles n'ayant pas été pil§€omparaison de deux échantillons appariés)

On observe tres peu de variabilité entre la biosgibdité du fer des jeunes feuilles, sauf pour
I'anandrano pour lequel la bioaccessibilité dudst 2 & 3 fois supérieure a celle des autres
especes. A l'inverse, chez les feuilles maturedyidaccessibilité du fer est assez variable
entre les différentes espéeces, mais on note guanthano posséde encore la bioaccessibilité de
fer la plus élevée (13%). Par contre, la maturitiaflnence pas significativement la

bioaccessibilité du fer des légumes feuilles (& paur le ravimbomanga).

La cuisson agit de maniere sélective sur la bicssb#ité du fer des différentes feuilles. Elle
n'affecte pas la bioaccessibilité du fer de I'anamjaet de I'anandrano. En revanche, la
cuisson augmente significativement la bioacce#slal fer de 'ananambo, du ravimbomanga
et du ravitoto. Ainsi, pour le ravimbomanga et #aambo cuits, la bioaccessibilité du fer est

multipliée respectivement par 2 et par 5 par rapaax feuilles crues.

De méme, le pilage des feuilles de ravitoto infeeiha bioaccessibilité du fer et accroit la

guantité de fer bioaccessible, celle-ci passe 8 & 20,6%.

On constate que la quantité de fer bioaccessildst pas proportionnelle a la quantité de fer
initial contenu dans les feuilles. Bien que lesillest matures d’ananambo renferment
130,4ug de fer, sewd,661g de ce fer est bioaccessible ; a I'inverse lesllés matures

d’anandrano contiennent beaucoup moins de fer |(97§,&lors que leur fer bioaccessible est
de7,5519. Cela montre que la bioaccessibilité du fertpes déterminée par la teneur en fer

total des légumes feuilles.
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Tableau N°20 : Teneur en zinc bioaccessible des fibes selon leur degré de maturité et

le traitement technologique

Jeunes feuilles crues

Feuilles matures crues

Mas_se_ _Zn Ma(isge) Zn Bioaccessibilité Masgg Zn Ma(susge) Zn Bioaccessibilité
() initial bioaccessible du Zn (%) (k) initial bioaccessible du Zn (%)
Anamamy 17,36 7,03 40,35 16,37 11,76 47,39
Anandrano 18,77 4,76 2533 15,34 4,19 27,39
Ananambo 24,24 9,21 3797 21,88 11,36 51,91
Ravimbomanga 17,00 7,06 41553 14,08 7,96 56,50
Ravitoto 65,31 17,09 26,19 86,07 14,19 16,49

Feuilles matures cuites

Feuilles pilées

Masse Zn Ma(isge) Zn Bioaccessibilité Masse Zn Ma(susge) Zn Bioaccessibilité
(k) initial bioaccessible du Zn (%) (k) initial bioaccessible du Zn (%)
Anamamy 16,34 8,90 54,50 - - -
Anandrano 15,33 5,51 3593 - - -
Ananambo 21,87 5,22 2385 - - -
Ravimbomanga 14,09 6,76 47598 - - -
Ravitoto 86,17 13,04 15,14 48,03 14,45 30,08

moyenne des résultats réalisés en double. Dansnénee colonne, les valeurs suivies de lettresreliffés sont
significativement différentes (p < 0,05) (ANOVA)
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Tableau N°21 : Différence de bioaccessibilité durzt en fonction de la maturité ou du

traitement technologique appliqué aux légumes feuds

Légume feuille Degré de maturité Cuisson Pilage
Anamamy = * -
Anandrano = = -
Ananambo * * -

Ravimbomanga * = -

Ravitoto * = *

= : pas de différence significative, * : p<0,05 fidirence significative), - : feuilles n'ayant pas @ilées ;

(Comparaison de deux échantillons appariés)

Il existe une grande variation entre la bioaccégsilmiu zinc des feuilles matures en fonction

de I'espece, par contre la bioaccessibilité du zemie peu d’'une espece de jeunes feuilles a
l'autre.

A part pour I'anandrano et 'anamamy, le degré deumité influence significativement la
bioaccessibilité du zinc dans les feuilles. Lesilles matures d’ananambo et de
ravimbomanga présentent une bioaccessibilité dersttement supérieure par rapport a leurs
jeunes feuilles. A l'inverse, les jeunes feuilles rdvitoto ont une meilleure bioaccessibilité
du zinc par rapport aux feuilles matures (26,2%r pesiJF contre 16,4% pour les FM).

Malgré une réduction de moitié de la teneur en apme@s le pilage, le zinc bioaccessible du
ravitoto augmente considérablement et passe dé&ol® 30%.

A linstar du fer, la bioaccessibilité du zinc népgnd pas de la quantité initiale des minéraux
dans les légumes feuilles. En revanche, le zincgoté une bioaccessibilité nettement

supérieure a celle du fer autant dans les feuhass que les feuilles cuites.
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[11.2.1. Influence des composés antinutritionnels des feud$ sur la bioaccessibilité

du fer et du zinc

Les plans factoriels d’analyse en composantesipates (ACP) ont été établis afin d’évaluer
I'effet des chélateurs sur la bioaccessibilité eluelt du zinc dans les feuilles matures crue et

cuites.
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Figure 8 : Plan factoriel d’analyse des composantgsincipales des feuilles crues
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Figure 9 : Plan factoriel d’analyse des composantgsincipales des feuilles cuites
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Les plans factoriels représentent respectivemer®88b et 90,42% de la variabilité des

données pour les feuilles crues et les feuilletesui

Ces plans factoriels montrent qu’il semble y aunie relation étroite entre les teneurs en

chélateurs et la modulation de la bioaccessildlitéer et du zinc.

Ainsi, on constate que pour les feuilles cruesclamposés phénoliqgues semblent influencer
principalement la bioaccessibilité du fer de mamigggative (le graphique montre que plus la
teneur en composés phénoliques est élevée, phisdacessibilité du fer est faible), tandis
gue les phytates et les tannins semblent avoitus g'influence sur la bioaccessibilité du

zinc.

Au cours de la cuisson, les chélateurs auraienhsndieffet sur le fer, ce qui expliquerait
'augmentation de la teneur en fer bioaccessibies dies feuilles cuites. Par contre, les tannins

conservent leur influence négative sur la bioadb#$s du zinc apres cuisson.

Afin de déterminer I'effet réel des différents citéurs sur la bioaccessibilité du fer et du
zinc, une analyse de régression multiple a étéliétabn a pu estimer que I'ensemble des
phytates, des pectines, des composés phénoligaes ¢éannins condensés sont responsables
a 93% de l'inhibition de la bioaccessibilité du &rdu zinc.
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Partie IV : Discussion

La composition des |égumes feuilles étudiés est weriable. En effet il a été établi dans
d’autres études que les teneurs en nutrimentseddtes sont influencées par le génotype de
chaque espéce et les conditions pédoclimatiquegualigs les plantes ont été soumises
(Yang et al, 2002 ; Guptaet al, 2005)

La caractérisation de la composition nutritionnelés Iégumes feuilles a mis en évidence que
les teneurs en matiére seche ne varient pas etidiordu degré de maturité, toutefois les
traitements technologiques affectent la concewoimaties nutriments et la bioaccessibilité des
minéraux. Selon les résultats obtenus, I'age plygigue (maturité) des feuilles ne semble
pas avoir d’'influence significative sur leur compios nutritionnelle, notamment concernant
les protéines, les lipides et les minéraux. Deait lies jeunes feuilles seraient donc autant

nutritives que les feuilles matures.

La teneur en protéines des légumes feuilles, eticpker celle du ravitoto et de I'ananambo
semble intéressante (2,4 - 5,4g proteines /100g. M#Bjeneur en lipides totaux est tres faible
dans les legumes feuilles, avec moins de 1g lipit@8g MB pour 'anamamy, I'anandrano et
le ravimbomanga. Cependant, 'ananambo et le ravitmntiennent lIégerement plus de
lipides que les autres feuilles.

De maniere générale, les Iégumes feuilles constituee bonne source de minéraux, car les
teneurs en cendres sont relativement élevées gepeatteindre plus de 2g cendres /100g
MB, notamment pour les feuilles d’ananambo et detotn. De méme, ces deux légumes

feuilles présentent des teneurs en fer et en asezantéressantes.

En plus des nutriments, les feuilles contienneale@gent des composés antinutritionnels, en
I'occurrence les phytates, les composés phénolifi@d les tannins) et les pectines. Il s’agit
principalement d’agents chélateurs, ayant la céfpat@ se lier aux minéraux, en particulier
avec le fer et le zinc, selon une affinité spéadich chacun de ces deux minéraux. Chaque
légume feuille est caractérisé par une compospiapre en agents chélateurs. On retrouve
ces chélateurs en quantité non négligeable darisdédles analysées. Ainsi, 'ananambo et le
ravitoto sont plutdt riches en phytates (>8 mg/18MRB), en tannins condensés (>1,6% MB)
et en pectines (>1,4% MB). En revanche, les tenenragents chélateurs sont plus faibles

dans les feuilles d’anandrano, d’anamamy et denemanga.
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Dans les Iégumes feuilles, la disponibilitévitro du fer ne dépend pas de la teneur totale en
fer ni de la présence d'activateur (acide ascodiquais elle est affectée surtout par la
présence des agents chélaté@fsawla, 1988)

La réalisation de digestioms vitro a permis de déterminer la bioaccessibilité dwetatu zinc
pour cing espéeces de légumes feuilles. En mimamtigastion gastro-intestinale, il a été
possible de mesurer la quantité de fer et de mhubaisés et dialysables pour chaque type de
feuilles. On a pu également distinguer les effées la cuisson et du pilage sur la

bioaccessibilité du fer et du zinc dans ces fesille

L’age physiologique des feuilles ne modifie pabildaccessibilité du fer. Ceci pourrait étre
dd au fait que I'on retrouve autant d’agents cleglest du fer (en particulier les composés
phénoliques) dans les jeunes feuilles que dansfdadles matures. En revanche, la
bioaccessibilité du zinc est influencée par le dede maturité, pour certaines especes de

feuilles notamment 'anamamy, I'ananambo et lemdooamanga.

Comparativement, la bioaccessibilité du zinc dasdéuilles crues est largement supérieure a
celle du fer. En effet, sur 'ensemble des feujllasmeilleure bioaccessibilité du fer atteint a
peine 13%, alors que le zinc présente une bioabdédséssupérieure a 16%, pouvant atteindre
les 56%. Toutefois, la totalité du zinc contenuddbes aliments végétaux existe uniquement
dans un état divalent, dans cet état le zinc pessad meilleure solubilité, ce qui pourrait

expliquer sa forte bioaccessibiliatted, 2010)

La digestionin vitro des légumes feuilles crus a permis de les clasden la bioaccessibilité
du fer dans I'ordre suivant : anandrano > ravimbagaa> ravitoto > anamamy > ananambo.
Ce classement semble étre cohérent étant donnélegudeuilles d’anandrano et de
ravimbomanga contiennent le moins de composés figaas, de tannins condensés et de
pectines. De ce fait, les effets inhibiteurs sufetesont moins importants, ce qui engendre une

meilleure bioaccéssibilité chez ces feuilles.

Pour la bioaccessibilité du zinc, les léegumes fesiisont classés de la maniere suivante :
ravimbomanga > ananambo > anamamy > anandranatotoa\L’acide phytique constitue le
principal agent chélateur du zinc, or le ravitoto est particulierement riche, de ce fait il

apparait normal qu’il présente la bioaccessibditézinc la plus faible.

Généralement, avant d’étre consommes, les léguendies sont cuits. La cuisson modifie la
composition des feuilles et influence la concemratet la biodisponibilité des minéraux

(Miglio, 2008). Elle engendre des modifications plus ou moins gleres des interactions
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entre minéraux et matrice alimentaire, induisansiailes variations de la bioaccessibilité des
minéraux. La cuisson des feuilles a été effectses des mémes conditions, avec la méme
quantité d’eau de cuisson, la méme durée, et dunmel valeur cuisatrice presque constante
sur I'ensemble des cuissons. Ainsi, la variatios effets observés lors de la cuisson dépend

principalement de chaque matrice, et non pas deditamns d’application du traitement.

La cuisson entraine un transfert de matiere dampleur varie suivant le légume feuille.
Ainsi 'ananambo et le ravimbomanga perdent la i@ale leur matiere séche traduisant une
forte diminution de la teneur en protéines, en cesdrutes. Les pertes sont néanmoins

relativement modérées pour les autres feuilles.

Au cours de la cuisson, la bioaccessibilité dudercelle du zinc évoluent différemment
suivant I'espece de légume feuille. Ainsi, chendimamy et 'anandrano la bioaccessibilité
du fer n'a pas été affectée par la cuisson. Enneha le fer bioaccessible a augmenté
fortement pour les feuilles d’ananambo, de ravitgdtde ravimbomanga. Dans ce dernier cas,
I'amélioration de la bioaccessibilité du fer pouirétre associée a deux facteurs consécutifs.
En premier lieu, la cuisson peut engendrer unectémiu des interactions entre le fer et les
polyphénols, se produisant lors de la destructematllules végétales. Ensuite, 'amélioration
de la bioaccessibilité du fer pourrait résulterlaesolubilisation du fer en question, qui se
produit lorsqu’il diffuse dans I'eau de cuisson.

Si la cuisson n’a pas modifié la bioaccessibilitézthc de I'anandrano, du ravimbomanga et
du ravitoto, par contre elle augmente celle deafmamy. De méme, apres la cuisson on
remargue une diminution du zinc bioaccessible pesifeuilles d’ananambo, pour lesquelles

on retrouve une concentration non négligeable geapds.

A la différence de la cuisson, le pilage modifimgitanément la bioaccessibilité du fer et du
zinc des feuilles de ravitoto. Ce traitement espoasable de la dégradation partielle des
chélateurs. Au cours du pilage, la teneur en chageat chélateur diminue (en particulier
I'acide phytique), par conséquent la bioaccessibdu fer et du zinc se trouvent améliorées.

On a supposeé que le surplus de fer retrouvé darfsuéles de ravitoto pilées provenait d'une

contamination. Ld bioaccessibilité de ce fer senditre relativement élevée malgré son

origine exogeneAchidi (2008) attribue I'augmentation de la teneur en fer dassféuilles
pilées de manioc a I'apport de fer issu du frottenukes feuilles sur I'ustensile en métal avec
le quel le pilage est effectué. Cependant, diffiaeetudes ont montré que la bioaccessibilité

du fer de contamination dépend surtout de I'originder.
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La bioaccessibilité des minéraux est a considdnerda&valuer la proportion potentiellement
absorbable de ces micronutriments dans les alim@sdravail a permis de déterminer la
bioaccessibilité du fer et du zinc de légumes fesiconsommeés a Madagascar. On a pu
evaluer l'influence du degré de maturité et I'effietla cuisson et du pilage sur le pourcentage
de fer et de zinc bioaccessibles. Dans les |égdewsles, la bioaccessibilité du fer et celle
du zinc évoluent différemment au cours de la métmale pourcentage de fer bioaccessible
n'est pas affecté par I'age physiologique des fliesiilsauf pour le ravimbomanga. En
revanche, la bioaccessibilité du zinc est modifiagela maturité pour les feuilles d’ananambo,

de ravimbomanga et de ravitoto.

La cuisson influence de maniere sélective la biessibilité du fer et du zinc. Lors de la
cuisson, une nette amélioration du pourcentageedéibaccessible est observée dans les
feuilles d’ananambo, de ravimbomanga et de ravithkors que la bioaccessibilité du zinc de
'anandrano, du ravimbomanga et du ravitoto n'em$ modifiée par la cuisson. On a pu

observer que le pilage améliorait simultanémebidaccessibilité du fer et du zinc.

La bioaccessibilité du fer et celle du zinc sorfe@kes principalement par les teneurs en
agents chélateurs dont les variations induisentgdifications positives ou négatives sur le
fer et le zinc bioaccessibles.

En terme de perspective, au vu des contaminatitisereées dans les filtrats, il semble
nécessaire d’apporter des modifications au nivesuéthpes de récupération de ces fractions.

Il est possible d’envisager d’effectuer des digestiin vitro des plats a base de légumes
feuilles, sachant que I'addition d’autres ingrétetlans les légumes feuilles peut modifier la

bioaccessibilité des minéraux.

L’étude de l'effet d’autres traitements technolagig, tels que le séchage ou la cuisson a

haute pression, sur la biodisponibilité des minéraourrait &tre considére.

Il est aussi envisageable d’appliquer la méthodalidestionin vitro sur les aliments de

compléments afin d’évaluer l'efficacité de la fidation en minéraux.
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Annexe 1 : Suivie de I'évolution du pH lors des DIV

Le pH de chaque matrice a été mesuré avant le diblda digestion. Des mesures de pH ont été

également effectuées au cours de la digestionigaestrapres I'introduction des boudins de dialyse

(ajustement du pH 5-6) et lors de la digestionsimele.

Tableau A : pH du digesta des feuilles d’anamamy (A

Code JFAYL [JFAY2 UFAy3 EMCrAyl |FMCrAy2 | FMCrAy3 | FMCtAy1 | FMCtAy2 | FMCtAy3
pHavant |50 | 607 6 6 6,05 6,05 6.17 6.14 6,08
digestion
PHajuste |57 | 208 | 206 208 212 208 1,08 2.06 208
(1,8-2)
238 | 235 | 305 233 2 45 239 2 208 21
pH 248 | 244 | 319 239 2.4 254 21 213 214
digestion
gastrique | 252 | 248 | 327 2 45 2 59 253 215 216 218
257 | 254 | 336 252 2 65 258 212 217 219
| 605 | 601 6.8 5.76 5.92 6.05 42 4,36 412
pH ajusté
(5-6)
643 | 646 | 6091 6.49 6.42 6.37 5.01 5,49 5,45
6.86 6.8 7.12 6.88 6.89 6.86 6.36 6,53 6.45
705 | 6,99 7.3 7.04 7.05 7.02 6.71 6.79 6.8
719 | 714 | 7.39 7.2 7.22 7.17 6,91 6.95 6.96
oH 727 | 725 | 748 7.29 731 7.27 7.01 7.07 7.08
digestion
intestinale | 734 | 7.31 75 7.34 7.35 73 7.07 711 71
737 | 726 | 754 7.4 7.42 7.38 717 7.2 7.19
744 | 741 | 759 7.47 7.46 7.42 7.18 7.21 7.21
7.43 7.4 7.61 7.46 7.47 7.43 7.2 7.22 7.22
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Tableau B : pH du digesta des feuilles d’anandrano (Ad)

Code JFAd1 |JFAd2 |JFAd3 FMCrAdl |FMCrAd2 | FMCrAd3 | FMCtAdLl | FMCtAd2 | FMCtAd3
pHavant | oo | 632 | 631 6,38 6.36 6,38 6,016 6,18 6.15
digestion
PHaus® | o7 | 196 | 195 1,95 1,95 1,04 206 2.04 212
(1,8-2)

2,22 2,13 2,11 2,22 2,19 2,17 2,12 2,06 2,16

pH 2,14 2,12 2,11 2,2 2,2 2,17 2,13 2,08 2,18
digestion
gastrique 2,19 2,13 2,12 2,24 2,21 2,19 2,19 2,12 2,2

2,16 2,14 2,13 2,23 2,22 2,2 2,18 2,13 2,22
o 4,83 5,72 5,28 5,91 5,56 5,61 4,75 4,04 4,94
pH ajusté

(5-6)

6,32 6,39 6,36 6,5 6,41 6,42 6,31 5,84 6,23
7,18 7,1 7,11 7,18 7,14 7,13 7,13 7,03 7.1
7,25 7,22 7,24 7,26 7,21 7,24 7,23 7,14 7,18
7,32 7,29 7,31 7,36 7,31 7,3 7,33 7,25 7,27

pH 7,37 7,34 7,36 7,37 7,34 7,34 7,35 7,28 7,3
digestion
intestinale 7,43 7,41 7,41 7,45 7,41 7,41 7,49 7,42 7,41

7,44 7,38 7.4 7,4 7,37 7,39 7,43 7,35 7,34
7,44 7,43 7,45 7,446 7,43 7,45 7,44 7,39 7,38
7,51 7,46 7,42 7,57 7,45 7,47 7,49 7,41 7,42
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Tableau C : pH du digesta des feuilles d'ananambo ( Ab)

Code | JFAb1 |JFAb2 UFAb3 |FMCrAbl | FMCrAb2 | FMCrAb3 | FMCtAbL | FMCtAb2 | FMCtAD3
pHavant | oo | 603 | 601 | 585 5,86 5,84 5.44 5,56 5,56
digestion
PHaust | 503 | 195 | 106 | 208 211 207 2 1,08 203
(1,8-2)

213 | 206 | 2,04 21 216 211 201 206 204

pH 215 | 207 | 205 21 217 213 204 206 205
digestion
gastrique | 212 | 206 | 205 | 211 216 213 205 207 205

215 | 208 | 207 | 211 218 214 206 208 205
| 424 | 387 | 365 | 483 4,79 4,03 3,95 4,67 4,45
pH ajusté

(5-6)

575 | 535 | 519 | 614 6,31 5.68 5,92 6.21 6,04
656 | 645 | 642 | 674 6.79 6.61 6,62 6.74 6.71
661 | 654 | 648 | 673 6.83 6.65 6.74 6.8 6.73
673 | 666 | 66 6.88 6,92 6,78 6.83 6.9 6.86

pH 685 | 6,77 | 672 | 694 7 6.88 6.89 6.95 6.93
digestion
intestinale | 689 | 684 | 679 | 7.02 7.05 6.93 6.98 7.02 7

691 | 684 | 679 | 7,03 7.07 6,96 7.06 7.08 7.04
695 | 688 | 683 | 7,08 711 7.01 71 7.13 7.09
696 | 693 | 687 | 7.13 7.14 7.04 7.12 7.16 7.12
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Tableau D : pH du digesta des feuilles de ravimboma  nga (Rv)

Code JFRv1 |JFRv2 [JFRv3 |FMCrRv1 | FMCrRv2 | FMCrRv3 | FMCtRv1 | FMCtRv2 | FMCtRv3
pHavant | o5 | 58 | 574 | s01 577 5,72 6,35 6,4 6,42
digestion
pHajuste | a5 | 184 | 189 | 185 1,97 1,04 1,04 1,02 1,01
(1,8-2)

2,27 221 | 2,16 2,27 2,13 2,25 2,06 2,04 2

pH 2,43 235 | 2,29 2,45 2,23 2,38 2,02 2,04 1,98
digestion
gastrique 2,49 241 | 234 2,5 2,24 2,39 2,03 2,03 1,99

2,64 255 | 2,48 2,54 2,31 2,49 2,05 2,06 2,04
pH(g‘_‘é‘;'te 679 | 677 | 673 | 661 | 608 | 636 | 506 | 535 | 507
7,38 736 | 7,35 7,31 7,09 7,16 6,98 6,94 6,86
7,41 742 | 7,39 7,47 7,26 7,31 7.1 7,04 6,99
7,54 752 | 7,46 7,53 7,42 7,47 7.3 7,22 7,14

pH 75 75 7,45 7,61 7,47 7,5 7,25 7,2 7,12
digestion
intestinale 7.6 763 | 7,58 7,63 7,47 7,49 7,33 7,28 7,23

7.6 761 | 7,55 7.7 7,57 7,62 7,45 7,35 7,28
7,61 764 | 7,59 7.7 7,56 7.6 7,44 7,35 7,28
7,64 768 | 7,62 7,72 7,64 7,63 7,46 7.4 7,35
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Tableau E : pH du digesta des feuilles de ravitoto (RY)

Code |JFRtl | JFRt2 | JFRt3 |FMCrRtl | FMCrRt2 | FMCrRt3 |FMCtRtl | FMCtRt2 |FMCtRt3
pHavant | 1| 613 | 612 | 613 6.2 6.19 5.89 583 592
digestion
PHauUsE | g5 | 18 | 183 | 186 1.83 181 21 2.07 2.04
(1,8-2)

21 | 2,07 | 2,06 2,22 2,19 2,18 2,32 2,33 2,21

oH 212 | 2,11 | 2,11 2,28 2,26 2,25 2,32 2,31 2,18
digestion
gastrique | 559 | 224 | 2,19 2,38 2,34 2,38 2,33 2,33 2,2

23 | 226 | 2,22 2,44 2,43 2,4 2,37 2,34 2,2
475 | 4,96 | 4,79 4,94 5,07 4,89 4,53 4,44 4,19
pH ajusté

(5-6)

6 6,08 | 6,02 6,02 6,01 5,99 5,76 5,58 5,22
6,67 | 6,71 | 6,73 6,8 6,78 6,71 6,72 6,65 6,55
6,79 | 6,8 6,81 6,89 6,88 6,83 6,81 6,77 6,68
6,9 6,9 6,91 7 6,98 6,94 6,9 6,88 6,78

oH 701 | 6,95 | 6,95 7,06 7,07 7,04 6,98 6,95 6,86
digestion
intestinale 7 7,01 | 7,02 7,12 7,09 7,07 7,02 7 6,91

7,04 | 7,03 | 7,04 7,14 7,12 7,09 7,06 7,03 6,95
71 | 7,08 7.1 7,15 7,16 7,14 7.1 7,07 6,99
712 | 71 7,12 7,2 7,19 7,17 7,12 7,09 7,01
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Annexe 2 : Traitement thermique : exemples de proffide cuisson

L’allure générale des profils de cuisson est redamtient identique entre les différents Iégumes
feuilles, la duré de chaque cuisson était identi@min) et la proportion d’eau de cuisson

correspondait a un ratio feuille/eau 0,12.

=

B

05 40:45 000 10:27: 24 818 11:14: 24 333
= 12007 2011

dtSéqguence 1y=10s

Figure a : Cuisson avant la digestiorn vitro des feuilles d’ananambo

T3

==

08:58:16.000 10:20:33 7a5 11:02:51. 471 11:34
“C Zovoes2011

dt{Seguence 1y=10s

Figure b : Cuisson avant la digestionn vitro des feuilles d’anamamy
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Figure c : Cuisson en grande quantité des feuillebanandrano
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Figure d : Cuisson en grande quantité des feuillede
ravimbomanga
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Annexes 3 : Calculs de la bioaccessibilité du fet du zinc

Une série de calcul a été effectuée avant de podeterminer la bioaccessibilité du fer et du
zinc.

1. Calcul de la masse de fer dans la prise d’essai

M. Fe = Conc. Fe x V dissolution
M. Fe: masse de fer mesuré dans les cendres de 5 mbkdalfessai (mg)
Conc. Fe: concentration de fer mesurée par le spectrophetrendans 5 ml de prise. (mg/L)

V dissolution : volume d’EUP ayant servi a dissoudre les cendeds prise d’essai (ml)

2. Calcul de la masse de fer dialysé

MqFe= M. Fe XV
V prise
Vg4: Volume du dialysat (ml)
Mgy Fe :masse de fer dialysé (mg)

V prise : volume de la prise d’essai (volume du dialysatgvé pour le dosage du fer) (ml)

3. Calcul de la masse de fer réellement dialysé

M Fe = My Fe — Masse Fe moyen dans les blancs réactifs

M Fe: masse de fer réellement dialysé (1g)

4. Calcul de la masse de fer soluble dans le liquatedialysé

Mino FEe = Vo X Mg Fe
VD
Mo Fe: Masse de fer soluble dans le liquide non dia{ys
V4 : Volume du dialysat (ml)

V o : Volume du liquide non dialysé (ml)
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5. Calcul de la masse de fer bioaccessible

My Fe = M4 Fe + M_np Fe
My Fe: masse de fer bioaccessible (Lg)
Mg Fe: masse de fer réellement dialysé (ug)

Mnp Fe: masse de fer soluble dans le liquide non dialgs@ig)

6. Calcul de la bioaccessibilité du fer

Bioaccessibilité Fe % = N Fe x 100

MFe

My Fe :masse de fer bioaccessible (ug)

M, Fe :masse de fer dans la prise d’essai (dans les Bgdme feuille digére) (ng)
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Tableau F : Masse de fer dialysé

Annexes

Légume| Conc. Fe | V.dissolution M Fe dans V prise , v M Fe M Fe (g)
feuille mg/L (ml) cendres (ml) dialysat (_mg) ] ree_llemgm
(mg) (ml) dialysé | dialysé
IFAY 0,0882849§ 50 0,0044142 5 10,0867 0,0089 1,37
0,08787577 50 0,0043938 5 10,4745 0,0092 1,67
EMCrAy 0,07677699 50 0,00383883 5 11,2482 0,0086 1,11
0,0841024¢6 50 0,0042051 5 10,1592 0,0085 1,01
FMCtAy 0,0778290¢8 50 0,003891% 5 10,9498| 0,0085 0,99
0,0829886¢8 50 0,0041494 5 10,2571 0,0085 0,98
IE Ad 0,0839143§ 50 0,0041957 5 10,6014 0,0089 1,37
0,08465677 50 0,0042328 5 10,7679 0,0091 1,59
EMCrAd 0,09832083 50 0,0049160 5 90,9482 | 0,0098 2,25
0,0795431¢8 50 0,0039772 5 11,4473] 0,0091 1,58
EMCtAd 0,08208875 50 0,0041044 5 10,9513| 0,0090 1,46
0,08408875 50 0,0042044 5 11,3674| 0,0096 2,03
IEAD 0,0720793 50 0,0036040 5 11,9770| 0,0086 1,10
0,07906867 50 0,0039534 5 11,1905/ 0,0088 1,32
EMCrAb 0,08762242 50 0,0043811 5 9,2273 | 0,0081 0,55
0,0807868 50 0,0040393 5 10,8824 0,0088 1,26
EMCIAD 0,12445743 50 0,0062229 5 9,9350 | 0,0124 4,83
0,11606035 50 0,0058030 5 9,5664 | 0,0111 3,57
JERV 0,07957674 50 0,0039788 5 10,3302 0,0082 0,69
0,07569913 50 0,0037850 5 11,6662 0,0088 1,30
EMCIRY 0,0890780¢ 50 0,0044539 5 11,1544 0,0099 2,41
0,0950205¢6 50 0,0047510 5 9,4674 | 0,0090 1,47
EMCIRV 0,1029463¢ 50 0,0051473 5 10,8359 10,0112 3,62
0,1017713¢8 50 0,0050886 5 10,9221 0,0111 3,59
JERt 0,0881338:' 50 0,0044067 5 10,3232] 0,0091 1,57
0,08173527 50 0,0040868 5 10,1768 0,0083 0,79
EMCIRt 0,0868179¢ 50 0,0043409 5 10,6898 0,0093 1,75
0,085688 50 0,0042844 5 10,5647 0,0091 1,52
EMCIRt 0,20764129 50 0,0103821 5 10,0361 0,0208 13,31
0,19707653 50 0,0098538 5 10,4481 0,0206 13,06
FPRt 0,19248217 50 0,0096241 5 10,1438 0,0195 11,99
0,1748921 50 0,0087446 5 10,0311] 10,0175 10,01
Blanc Ay|0,10770979 50 0,005385%5 5 11,7646, 0,0127
Blanc Ad| 0,07796773 50 0,0038984 5 10,1404| 0,0079
Blanc Ab| 0,07054472 50 0,0035272 5 10,2292 0,0072
Blanc Rv| 0,05879522 50 0,0029398 5 8,7752 | 0,0052
Blanc Rt| 0,04876136 50 0,0024381 5 9,6364 | 0,0047
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Tableau G : Bioaccessibilité du fer
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A

M. Fe
Lfégl_Jme dia\lglsat ] (L) Vfll\lljlrjn € (ul\gj Ezns M Fe (ug) (ul\gj E:ms Bioaccessibilite
euille réellement bioaccessible . Fe (%)
(ml) di - (ml) LND la prise
ialysé
IF Ay 10,09 1,37 31,19 4,25 5,62 94,21 5,97
10,47 1,67 31,19 4,99 6,66 94,31 7,06
FMCrAy 11,25 1,11 31,19 3,07 4,17 84,58 4,93
10,16 1,01 31,19 3,11 4,13 84,64 4,87
FMCtAy 10,95 0,99 31,09 2,82 3,81 84,49 4,51
10,26 0,98 31,09 2,98 3,96 84,46 4,69
IE Ad 10,60 1,37 31,01 3,99 5,36 45,62 11,75
10,77 1,59 31,01 4,57 6,15 45,59 13,49
EMCrAd 9,95 2,25 30,99 7,01 9,26 57,11 16,22
11,45 1,58 30,99 4,26 5,84 57,13 10,22
EMCtAd 10,95 1,46 30,99 4,13 5,59 57,1{) 9,79
11,37 2,03 30,99 5,53 7,56 57,07 13,24
IEAD 11,98 1,10 31,23 2,87 3,98 106,09 3,75
11,19 1,32 31,23 3,68 5,00 105,98 4,71
EMCrAb 9,23 0,55 31,26 1,88 2,43 130,54 1,86
10,88 1,26 31,26 3,62 4,88 130,38 3,75
EMCIAD 9,93 4,83 31,29 15,23 20,06 130,44 15,38
10,54 4,44 31,29 13,17 17,61 130,33 13,51
JFRV 10,33 0,69 30,89 2,06 2,75 80,42 3,42
11,67 1,30 30,89 3,44 4,75 80,53 5,89
EMCIRY 11,15 2,41 30,94 6,67 9,08 70,238 12,93
9,47 1,47 30,94 4,79 6,26 70,14 8,92
EMCIRY 10,84 3,62 30,84 10,32 13,94 70,21 19,86
10,92 3,59 30,84 10,12 13,71 70,16 19,54
JERt 10,32 1,57 31,39 4,77 6,34 76,43 8,29
10,18 0,79 31,44 2,43 3,22 76,44 4,21
EMCIRt 10,69 1,75 31,29 512 6,87 101,43 6,78
10,56 1,52 31,29 4,51 6,03 101,58 5,94
EMCIRt 10,04 13,31 31,24 41,43 54,74 101,53 53,91
10,45 13,06 31,24 39,05 52,11 101,64 51,27
FPRt 10,14 11,99 31,39 37,12 49,11 219,01 22,42
10,03 10,01 31,39 31,33 41,35 219,43 18,84
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Tableau H : Masse de zinc dialysé
M. Zn Volume M. Zn
E Conc. . V. de_ dans : total du M. Zn (L)
ch dissolution Prise (ml)| (mg) .
mg/L (mi) cendres dialysat dialysé ree]lement
(mg) (ml) dialysé
IFAY 0,044920 50 0,00225 5 10,72 0,0048 2,26
0,044514 50 0,00223 5 10,47 0,0046 2,10
FMCrAy 0,041614 50 0,00208 5 11,22 0,0046 2,09
0,041976 50 0,00210 5 11,25 0,0046 2,12
FMCtAy 0,047777 50 0,00239 5 10,95 0,0050 2,53
0,048698 50 0,00243 5 10,95 0,0051 2,64
IEAd 0,024100 50 0,00121 5 10,60 0,0025 1,34
0,029170 50 0,00146 5 10,37 0,0030 1,78
EMCrAd 0,024511 50 0,00123 5 10,87 0,0026 1,43
0,023881 50 0,00119 5 11,45 0,0027 1,48
EMCIAd 0,028993 50 0,00145 5 10,95 0,003 1,9§S
0,025646 50 0,00128 5 11,37 0,0029 1,67
IEAD 0,044838 50 0,00224 5 10,86 0,0048 2,82
0,041679 50 0,00208 5 11,19 0,0046 2,60
EMCrAb 0,039425 50 0,00197 5 10,89 0,004 2,2%
0,052063 50 0,00260 5 10,88 0,0056 3,62
EMCtAD 0,033950 50 0,00170 5 9,93 0,0034 1,39
0,030033 50 0,00150 5 10,54 0,003 1,18
JFRV 0,029027 50 0,00145 5 10,33 0,0030 1,00
0,036572 50 0,00183 5 10,09 0,0037 1,68
EMCIRY 0,041184 50 0,00206 5 9,47 0,0039 1,9(
0,040651 50 0,00203 5 9,47 0,0038 1,83
EMCIRY 0,034303 50 0,00172 5 10,84 0,0037 1,68
0,037573 50 0,00188 5 10,00 0,0037 1,73
JERt 0,063171 50 0,00316 5 10,32 0,0065 4,96
0,049863 50 0,00249 5 10,18 0,0050 3,52
EMCIRt 0,048811 50 0,00244 5 10,69 0,005 3,65
0,048765 50 0,00244 5 10,59 0,005 3,62
EMCIRt 0,044964 50 0,00225 5 10,10 0,0045 3,00
0,044187 50 0,00221 5 10,45 0,0046 3,07
FPRt 0,044510 50 0,00223 5 10,19 0,0045 3,00
0,035993 50 0,00180 5 10,03 0,0036 2,08
Blanc Ay | 0,021115 50 0,00106 5 11,76 0,0025
Blanc Ad | 0,011784 50 0,00059 5 10,14 0,0012
Blanc Ab | 0,019542 50 0,00098 5 10,23 0,0020
Blanc Rv| 0,015018 50 0,00075 5 8,78 0,0013
Blanc Rt | 0,015839 50 0,00079 5 9,64 0,0015
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Tableau | : Bioaccessibilité du zinc
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Vv M Zn Volume M Zn M Zn . I
dialvsat (ng) LND (ng) M Zn (ug) J Bioaccessibilité

ysat | (1g) dans o

(ml) ree_llem(,en (ml) dans |Bioaccessible la prise n %

dialysé LND

JFAY 10,09 1,39 31,19 4,30 5,69 17,36 32,76
10,47 2,10 31,19 6,26 8,37 17,38 48,14
FMCrAy 11,22 2,09 31,09 5,79 7,88 16,3:7 48,15
10,16 1,88 31,19 5,76 7,63 16,37 46,64
EMCtAY 10,95 2,53 31,09 7,17 9,70 16,34 59,34
10,26 2,01 31,09 6,10 8,11 16,33 49,66
IEAd 10,60 0,97 31,01 2,82 3,79 18,78 20,18
10,37 1,44 31,01 4,29 5,73 18,78 30,49
EMCrAd 10,87 1,07 30,99 3,06 4,14 15,35 26,94
11,45 1,14 30,99 3,10 4,24 15,33 27,66
EMCtAd 10,95 1,59 30,99 4,49 6,07 15,32 39,62
11,37 1,33 30,99 3,61 4,94 15,32 32,25
IEAD 11,98 2,37 31,23 6,19 8,56 24,2'? 35,27
11,19 2,60 31,23 7,26 9,86 24,25 40,68
EMCrAb 10,89 2,25 31,26 6,45 8,69 21,90 39,69
10,88 3,62 31,26 10,40 14,02 21,87 64,12
9,93 1,39 31,29 4,36 5,75 21,87 26,27
FMCIAD 10,54 1,18 31,29 3,50 4,68 21,86 21,43
JERV 11,67 2,00 30,89 5,29 7,29 17,00 42,84
10,09 1,68 30,89 5,16 6,84 17,00 40,22
EMCIRY 9,47 1,90 30,94 6,20 8,10 14,09 57,47
9,47 1,83 30,94 5,99 7,82 14,07 55,54
EMCIRY 10,84 1,68 30,84 4,78 6,46 14,09 45,88
10,00 1,73 30,84 5,33 7,06 14,10 50,09
JERL 10,32 4,93 31,39 15,00 19,93 65,23 30,55
10,18 3,48 31,44 10,77 14,25 65,24 21,84
EMCIRt 10,69 3,63 31,29 10,62 14,25 86,06 16,56
10,59 3,58 31,29 10,56 14,14 86,09 16,42
EMCIRt 10,04 3,41 31,24 10,60 14,01 86,14 16,26
10,10 2,95 31,24 9,13 12,08 86,19 14,02
FPRt 10,19 2,95 31,39 9,08 12,02 47,96 25,07
10,14 4,12 31,39 12,76 16,88 48,10 35,10

DEA de Biochimie Appliquée aux Sciences de I'Aliaten et de la Nutrition, T.A ANDRIANALIZAH, 2011-201

Xiv






Author : ANDRIANALIZAH Tsiry Aina

Title : « Measure of in vitro digestibility of iron arzihc of some Malagasy green leafy
vegetables »

Advisor and co-advisor: Pr.RALISON Chalotte and Dr.HEMERY Youna

Abstract

An in vitro digestion method, which simulates the physioldgaanditions of the human

gastro-intestinal digestion, was applied on 5 ssecof Malagasy green leafy vegetables (GLV).
This method allowed measuring the variations afl iand zinc bioaccessibility, depending on
the maturity stage of the leaves. The influencénaf processes (hydrothermal cooking and
grinding of the leaves) was also evaluated. TheHh®mical analysis of the leaves allowed to
determine which antinutritional factors influencdet most the bioaccessibility of iron and

zinc, and to show that GLV are relatively rich imerals.

Mature leaves of Anandrano were found to contagnrtiost bioaccessible iron (13%), while
the Ananambo leaves presented the lowest iron tésadility (2.8%). The proportion of
bioaccessible iron increased depending on the mabfrRavimbomanga leaves, whereas the
maturity stage did not influence the iron bioaci®bty for the 4 other species (Anandrano,
Anamamy, Ananambo and Ravitoto). However, hydrattarcooking improved greatly the

bioaccissbility of iron for the leaves of AnanamBavimbomanga and Ravitoto.

The proportion of zinc bioaccessibility was high &l the GLV studied : up to 50% for some
of the crude or cooked leaves. The proportion oatcessible zinc increased with the leaves
maturity, except for the Anandrano. After hydrothat cooking, the bioaccessibility of zinc
was increase for the species Anandrano and Ravirabgay whereas it was decreased in the

case of Ananambo leaves.

The grinding of Ravitoto leaves simultaneously ioyad the bioaccessibility of zinc and iron.
More generally, the variations of iron and zincdaicessibility were correlated to the phenolic,
phytic acid, tannin, and pectin contents of thedsa

Key words: in vitro digestion, bioaccessibility, iron, zinc, greenf{eaegetables, maturity
antinutritional factors, hydrothermal cooking, gfing.



Auteur : ANDRIANALIZAH Tsiry Aina

Titre : « Mesure de la digestibilité in vitro du fer etzinc de quelques légumes feuilles
Malgaches »

Encadreur et co-encadreur :Pr.RALISON Charlotte et Dr.HEMERY Youna

Résumé

Une méthode de digestian vitro, simulant les conditions physiologiques de la sliga

gastro-intestinale, a été appliquée a 5 légumelieeivialgaches. Cette technique a permis de

mesurer les variations de la bioaccessibiljté. digestibilit¢) du fer et du zinc suivant le

degré de maturité des feuilles. L'effet de deuxteéraents technologiques (la cuisson et le
pilage) sur le pourcentage de fer et de zinc bigssgible a été évalué. Ensuite, les principaux
facteurs antinutritionnels influencant la bioacdat& du fer et du zinc ont été déterminés.
Les analyses de composition ont permis de constgier les légumes feuilles sont

relativement riches en minéraux.

Les feuilles matures d’anandrano contiennent le glifer bioaccessible (13%) et les feuilles
d’ananambo présentent la plus faible bioaccessibile fer (2,8%). Le pourcentage de fer
bioaccessible s’accroit au cours de la maturatemsfduilles de ravimbomanga. En revanche
le degré de maturité n’a aucune influence sur tmduessibilité du fer dans les feuilles
d’anandrano, d’anamamy, d’ananambo et de ravit@ocuisson améliore considérablement

la bioaccessibilité du fer dans les feuilles d’arabo, de ravimbomanga et de ravitoto.

Le pourcentage de zinc bioaccessible est élevé l@anEgumes feuilles étudiés, pouvant
atteindre plus de 50% pour certaines feuilles cowesuites. Le zinc bioaccessible augmente
avec I'age physiologique des feuilles, excepté pamandrano. Au cours de la cuisson, la
bioaccessibilité du zinc dans les feuilles d’anandr et de ravimbomanga augmente, par

contre elle diminue chez I'ananambo.
Le pilage améliore simultanément la bioaccessibdit fer et du zinc des feuilles de ravitoto.

De maniére générale, les variations de la bioattnbgsdu fer et du zinc sont corrélées a la

teneur en composés phénoliques, en phytates, eimsazondensés et en pectines.

Mots clés:  digestionin vitro, bioaccessibilité, fer, zinc, Iégumes feuilles tunige, facteurs

antinutritionnels, cuisson, pilage.
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