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Résumé - La combinaison d'une méthode de séparation par HPLC et d'une méthode de dosage par
radio-essai a permis de montrer que les quantités d'adénosylcobalamine et de méthylcobalamine
diminuent dans les laits pasteurisés, stérilisés et séchés, tandis que celle de la cyanocobalamine
augmente dans ces trois laits. Quant à l'hydroxocobalamine, sa quantité est diminuée dans le lait
pasteurisé ainsi que dans le lait stérilisé mais augmente dans le lait séché par rapport au lait cru.
Une méthode in vitro de digestion gastrique et intestinale, mettant en jeu la pepsine, la pancréatine et
les facteurs "R" et intrinsèque, combinée aux 2 premières méthodes de dosage, a permis d'évaluer
la mise en disponibilité des cobalamines dans du lait soumis à différents traitements thermiques.
Ainsi, la vitamine 812 serait plus disponible dans le lait pasteurisé (1,91 pmol/ml) que dans le lait cru
(1,54 pmol/ml), le lait stérilisé (1,25 pmol/ml) et le lait en poudre (1,27 pmol/ml), indiquant une influence
possible des traitements thermiques sur la biodisponibilité de la vitamine 812 dans ces produits, ainsi
que des interconversions des isomères de la vitamine 812 au cours du processus de la digestion in vitro.

traitement thermique 1vitamine 812/ disponibilité / lait

Summary - Effect of heat treatment on the vitamin 812 availability in the milks. In this wotk, a com-
bined HPLC-radioassay method allowed to show that adenosylcobalamin and methylcobalamin are
decreased in pasteurized and sterilized milks, as weil as in dry milk powder while cyanocobalamin
increased in these three milks. So, hydroxocobalamin amount decreases in the pasteurized and steril-
ized milk but increases in the dry milk powder compared with fresh milk. 8y further using an in vitro gas-
tro-intestinal method, using pepsin and pancreatin as weil as 'R' and intrinsic factors, it was possible to
evaluate cobalamin availability in some heated milks. Vitamin 812 was relatively more available in the
pasteurized milk (1.91 pmol/ml) than in fresh milk (1.54 pmol/ml), sterilized milk (1.25 pmol/ml) and dry
milk powder (1.27 pmol/ml), indicating a possible influence of heat treatment on the vitamin 812 avail-
ability in these products and the conversion between vitamers during in vitro digestion.

heat treatment / vitamin 812/ availability / milk

• Correspondance et tirés à part
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INTRODUCTION

La vitamine 812 appelée cobalamine est
une grosse molécule complexe au centre
de laquelle se trouve un atome de cobalt.
Elle est formée de plusieurs formes chi-
miques (cobalamines ou isomères de la
vitamine 812) dont les principales sont la
cyanocobalamine (CNCbl), l'hydroxocoba-
lamine (OHCbl), la méthylcobalamine
(MeCbl) et l'adénosylcobalamine (AdoCbl).
Ces cobalamines sont généralement liées
aux protéines dans les aliments et les tis-
sus (Kapel et al, 1983).

Des rapports récents sur la présence des
analogues des cobalamines dans les tissus
humains (Kolhouse et al, 1978) et animaux
(Kondo et al, 1980) ont nécessité le déve-
loppement d'une méthode rapide et sen-
sible : la chromatographie liquide à haute
performance (HPLC) pour le dosage de la
vitamine 812 et la séparation de ses iso-
mères. Mais, compte tenu de la faible quan-
tité de certaines cobalamines dans les tissus
et le plasma, Frenkel et al (1980), de même
que Kapel et al (1983), ont combiné le sys-
tème de gradient de HPLC avec la méthode
de dilution isotopique pour mesurer les
cobalamines respectivement dans les tis-
sus et dans le plasma. Cette méthode de
radiodilution repose sur le principe d'une
inhibition compétitive de la vitamine 812 non
marquée et de la vitamine 812 radiomar-
quée dans une solution titrée de facteur
intrinsèque. La méthode est simple, rapide
et détecte des quantités de vitamine 812 de
l'ordre de 50 à 100 pg (Gutcho et Manbach,
1977) comparativement à la méthode de
HPLC dont la limite de détection est de 1 I1g
(Frenkel et al, 1979).

L'acide chlorhydrique et la pepsine de
l'estomac libèrent des protéines alimentaires,
les cobalamines, qui se lient préférentielle-
ment aux glycoprotéines «R» d'origine sali-
vaire et gastrique (Schade et Schilling, 1967).
Les cobalamines sont par la suite libérées du
facteur <cR»dans la partie proximale de
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l'intestin grêle, au niveau du duodénum, par
les protéases pancréatiques, principalement
la trypsine et la chymotrypsine (Reizenstein,
1959 ; Carmet et al, 1983). Les cobalamines
libres se lient ensuite au facteur intrinsèque,
une glycoprotéine d'origine gastrique
(Ellenbogen et Copper, 1991). Les com-
plexes cobalamines-facteur intrinsèque se
fixent par leurs parties protéiques à des
récepteurs spécifiques de l'iléon terminal.
Les complexes y sont dissociés et les coba-
lamines libres pénètrent dans la cellule intes-
tinale. Certaines des cobalamines sont néan-
moins absorbées lorsqu'elles sont liées à
des protéines délivrantes (transcobalamines
Il), puis transportées rapidement au foie et à
d'autres cellules proliférantes. D'autres coba-
lamines, en revanche, sont absorbées et
s'attachent, d'une part, aux cobalophilines
du sérum appelées facteur <cR»et, d'autre
part, aux transcobalamines 1et III. Ces der-
nières protéines transportent les cobala-
mines seulement au foie et permettent d'éli-
miner les analogues indésirables de la
vitamine 812 via la bile (Munnich et al, 1987).

Les isomères de la vitamine 812, en rai-
son de leur activité de coenzyme, jouent un
rôle important dans de nombreuses voies
métaboliques (Munnich et al, 1987). Prin-
cipalement 2 d'entre eux, l'adénosylcoba-
lamine et la méthylcobalamine, sont res-
pectivement impliqués dans la réaction
d'insomérisation qui transforme le méthyl-
malonyl-CoA en succinyl-CoA par la méthyl-
malonyl-CoA mutase et la réaction de trans-
méthylation qui permet la formation de la
méthionine à partir de l'homocystéine en
présence de l'acide folique.

Comme pour les autres nutriments, la
biodisponibilité de la vitamine 812 dépend de
l'efficacité avec laquelle cette vitamine sera
d'abord libérée de sa matrice alimentaire
par les processus de la digestion (mise en
disponibilité), puis absorbée au niveau intes-
tinal et finalement utilisée par l'organisme
(Schade et Schilling, 1967 ; Munnich et al,
1987).
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La biodisponibilité de la vitamine B12
pourrait donc varier d'un aliment à l'autre.
Ainsi, certains auteurs ont montré chez
l'humain que l'absorption de vitamine B12
marquée en combinaison avec de la viande
de mouton (Heyssel et al, 1966) et de pou-
let (Doscherholmen et al, 1978) était équi-
valente à l'absorption observée avec de la
vitamine B12 cristalline, tandis qu'en com-
binaison avec des œufs, l'absorption mesu-
rée in vivo et in vitro (Doscherholmen et al,
1975 ; 1976) était nettement plus faible.
Levine et Doscherholmen (1983) ont
d'ailleurs montré que la vitamine B12 dans
les œufs est présente sous forme de coen-
zyme B12, la forme isomérique de la vita-
mine B12 la moins bien absorbée par l'orga-
nisme, selon Adams et al, 1971. De même,
Dagnelie et al (1991) ainsi que Van Den
Berg et al (1991) ont montré que la vitamine
B12 n'est pas biodisponible dans certaines
algues comme la spiruline et la noria qui
sont pourtant reconnues pour avoir un
contenu élevé en vitamine B12. En effet, la
spiruline contient 16,9% de cobalamine et
82,8% d'analogues de cobalamine (Herbert
et Drivas, 1982). Or, selon Kshistish et al
(1991), les analogues des cobalamines ne
seraient pas biodisponibles.

Le lait et les produits laitiers sont recon-
nus pour jouer un rôle appréciable dans le
ravitaillement de l'organisme en vitamine
B12. En effet, le lait de vache contient entre
0,27 et 0,65 Ilg/100 ml de vitamine B12
(Heyssel et al, 1966 ; Adams et al, 1973 ;
Rauch et al, 1985 ; Gimsing et Beck, 1987)
qui à cette concentration serait absorbée à
un taux de 70 à 80% (Heyssel et al, 1966 ;
Herbert, 1988). Le lait et les produits laitiers
pourraient donc contribuer à fournir plus de
30% des apports journaliers en cette vita-
mine, selon les recommandations des
guides alimentaires canadiens (Santé et
Bien-être social Canada, 1992).

La vitamine B12 dans le lait frais est liée
à 95% aux protéines laitières (Gizis et al,
1965 ; Gimsing et Beck, 1987). Mais cette
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liaison de la vitamine B12 avec les protéines
ne résiste que partiellement aux traitements
thermiques, ce qui provoque la libération
de la vitamine B12 (Chapman et al, 1957 ;
Ford, 1967 ; Scott et Bishop, 1986), laquelle
devient alors thermosensible (Causeret et
Mocquot, 1966). Ainsi, les pertes de vita-
mine B12 totale causées par les traitements
thermiques ont bien été établies par plu-
sieurs auteurs (Chapman et al, 1957;
Causeret et Mocquot, 1966 ; Gregory,
1967). Les pertes provoquées par la pas-
teurisation seraient, en règle générale, infé-
rieures à 13% mais seraient plus élevées
dans le lait stérilisé UHT (17 à 20%) et dans
le lait écrémé en poudre (20%). En
revanche, aucune information concernant
l'effet des traitements thermiques sur les
isomères de la vitamine B12 et sur leur bio-
disponibilité dans le lait et les produits laitiers
n'est présentement disponible.

On sait, en effet, que des enzymes diges-
tives gastriques (pepsine) et intestinales
(pancréatine) et des glycoprotéines liantes
(facteur <cR" et intrinsèque) sont autant
d'éléments qui sont susceptibles d'interve-
nir sur la biodisponibilité de la vitamine B12.

Dans le cas de la vitamine B12, c'est au
niveau des processus de digestion gastro-
intestinaux que sont susceptibles d'être
mesurables les modifications entraînées
par l'effet des traitements thermiques sur
les isomères de la vitamine B12 et leur liai-
son avec les protéines laitières.

Bien que l'approche in vivo permette de
mesurer la biodisponibilité réelle de la vita-
mine B12, cette approche est longue et coû-
teuse et ne permet pas de distinguer l'effet
spécifique de la mise en disponibilité de
l'ensemble des phénomènes impliqués dans
la biodisponibilité (Dagnelie et al, 1991; Van
Den Berg et al, 1991).

L'approche in vitro a déjà été utilisée pour
étudier la mise en disponibilité de plusieurs
éléments tels que le fer, le calcium, les
acides aminés (Rao et Prabhavathi, 1978 ;
Savoie et al, 1989 ; Marin et Zee, 1992).
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De même, Reizenstein (1959), Schade et
Schilling (1967) et Carmel et al (1983) se
sont déjà intéressés à la mesure in vitro de
la mise en disponibilité des cobalamines.
Cependant, aucune des méthodes propo-
sées par ces auteurs ne tient compte de
l'ensemble des phénomènes impliqués dans
la mise en disponibilité des cobalamines et
qui inclut: la libération des cobalamines des
complexes cobalamines-protéines alimen-
taires au contact de HCI et de la pepsine,
ainsi que leur liaison au facteur «R» dans
l'estomac, puis leur libération de ce nou-
veau complexe par les enzymes protéoly-
tiques pancréatique (trypsine et chymo-
trypsine) et finalement leur liaison au facteur
intrinsèque intestinal, les rendant ainsi dis-
ponibles pour l'absorption.

Dans la première étape d'une étude por-
tant sur la biodisponibilité de la vitamine
812 et de ses isomères dans le lait, ce tra-
vail vise spécifiquement à étudier l'influence
des traitements thermiques généralement
utilisés en industrie sur la vitamine 812 et
ses principaux isomères, ainsi que sur
l'ensemble des processus impliqués dans
leur mise en disponibilité par une évaluation
à l'aide d'une méthode in vitro adaptée à
cette fin.

MATÉRIEL ET MÉTHODES

Produits

Laits

Différents types de lait traité thermiquement
(Ferme SMA, Beauport, Québec), ont été pré-
parés à partir de lait cru au laboratoire pilote du
département de sciences et technologie des ali-
ments, université Laval (Sainte-Foy, Québec), à
l'aide de systèmes de pasteurisation à plaques
(75°C, 16 s), de stérilisation UHT (135°C, 4 s) et
de séchage par atomisation (95% solides totaux).
Le lait cru et les produits laitiers ont ensuite été
lyophilisés et entreprosés à -30°C.
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Cobalamines

Une solution mixte de standards de cobalamines
a été préparée en dissolvant 50 mg de chacun
des isomères de la vitamine B12 suivants:
hydroxocobalarnine (OHCbl), cyanocobalamine
(CNCbl), adénosylcobalamine (AdoCbl) et méthyl-
cobalamine (MeCbl) (Sigma Chemical Co, St-
Louis, MO) dans 100 ml d'eau distillée. Une ali-
quote de cette solution a été diluée au besoin.

Procédure

Extraction des cobalamines
par la chaleur

La méthode d'extraction des cobalamines a été
celle de Gregory (1954). À 25 ml de lait ou de
produits laitiers (lait pasteurisé, lait stérilisé et lait
en poudre reconstitué), on ajoute de l'acide chlor-
hydrique 0,1 N (2 à 4 ml) pour amener la solution
à pH 4,6. Les échantillons sont chauffés à l'auto-
clave à 120°C pendant 10 min et filtrés sur papier
Whatman no 42. Le pH du filtrat est ensuite ajusté
avec NaOH 0,1 N et le volume est complété à
50 ml avec de l'eau distillée. Les fractions du fil-
trat sont alors concentrées par Sep-Pak C18
(Waters, Mississaga, Ont) avant la séparation
par HPLC. Selon Fie et al (1994), la séquence
suivie dans le mode d'emploi du Sep-Pak C18
est la suivante: 1) activer le Sep-Pak C18 avec
2 ml d'acétonitrile ; 2) le laver avec 6 ml d'eau; 3)
filtrer l'échantillon à travers le Sep-Pak ; 4) rela-
ver le Sep-Pak C18 avec 2 ml d'eau et le rincer
avec 12 ml d'eau; 5) éluer les cobalamines avec
8 ml d'acétonitrile : eau(1:1 v:v).

Extraction des cobalamines
par la digestion gastro-intestinale
in vitro (Fie et al, 1993)

Des échantillons de 100 ml de lait et de produits
laitiers reconstitués dans de l'eau distillée ont été
répartis dans des Erlenmeyers de 500 ml et incu-
bés à 37°C pendant 120 min à pH 2 avec 0,16
mg/ml de pepsine (Sigma Chemical Co, St-Louis,
MO; activité spécifique de 3152 unités Anson/mg
de protéine) et 21,6 unités/ml de facteur «R»
(Sigma Chemical Co, St-Louis, MO). Par la suite,
0,12 mg de pancréatine (ICN Biochemical Inc,
Cleveland, OH) ont été ajoutés au mélange ajusté
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à pH 7,5. L'activité de la trypsine (EC 3.4.21.4) et
de la chymotrypsine contenues dans la pan-
créatine étaient respectivement de 5,5 TAME
(ester de méthyl Na-p-tosyl-L-arginine) unités/mg
de protéine (Hummel, 1959) et 4,57 ATEE (ester
d'éthyl N-acetyl-L-tyrosine) unités/mg de protéine
(Schwert et Takenaka, 1955), respectivement.
La trypsine et la chymotrypsine de la pancréa-
tine ont été inhibées après 30 min, par l'ajout
d'inhibiteur Borwman-Birk (0,5 mg/ml) (Sigma
Chemical Co, St-Louis, MO). Les échantillons
ainsi obtenus ont été refroidis à 4°C et centrifugés
à 3000 g à 25°C à l'aide du dispositif Centriprep-
10 (Amicon Division, WR Grace et Co, Beverley,
MA), afin de récupérer dans les filtrats les quan-
tités de cobalamines libérées et potentiellement
absorbables. Celles-ci ont été séparées par HPLC
(Jacobsen et al, 1982) avant d'être quantifiées
par radio-essai.

Chromatographie par HPLC

Un chromatographe en phase liquide (Waters,
Mississauga, Ont) équipé d'un spectrophotomètre
Waters 440 réglé à 254 nm (Frenkel et al, 1979 ;
Jacobsen et al, 1982), d'un injecteur U6-K et de
2 pompes Waters 6000 délivrant les solvants
dans une colonne Lichrosphère Rp8 (BDH Inc,
Toronto, Ont) à une vitesse de 1 ml/min (sous
une pression d'environ 1000 PSI) a été utilisé
afin de séparer les cobalamines.

Le gradient utilisé (Jacobsen et al, 1982) était
constitué d'acide phosphorique ajusté à pH 3,0
avec de l'hydroxyde d'ammonium concentré et
d'acétonitrile (BDH Inc, Toronto, Ont) (pompe B).
Les 2 solvants ont été filtrés avec des filtres
0,45 urn (Micron Separations Inc). La colonne a
été éluée par une augmentation de concentra-
tion d'acétonitrile de 5 à 30% au cours d'une
période de 16 min.

Les fractions recueillies par HPLC, à diffé-
rents temps de rétention, ont été lyophilisées
(Lyophilisateur modèle TD/FD, FTS systems, Inc,
Stone Ridge, NY) et leur contenu en isomères
de la vitamine B12 a été dosé par une méthode
radio-essai (Bio-Rad Clinical Division, Missis-
sauga, Ont).

Dosage par radio-essai

Les trousses de radioactivité (Bio-Rad Clinical
Division, Mississauga, Ont) utilisant le facteur
intrinsèque comme protéine liante ont permis de
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déterminer des concentrations de vitamine et des
différents isomères de la vitamine B12 comprises
entre 100 et 2000 pg/ml. La même méthode a
été utilisée pour mesurer la liaison des cobala-
mines du lait et des produits laitiers avec le facteur
intrinsèque.

Analyse statistique

Les données ont été analysées selon un dispositif
en bloc complet en factoriel 2 x 4 avec 6 répéti-
tions (Snedecor et Cochran, 1989). Le premier
facteur était la méthode utilisée (HPLC-radio-
essai, digestion in vitro-HPLC, radio-essai) et le
second était le lait (cru, pasteurisé vs stérilisé,
en poudre reconstitué). Des comparaisons entre
les différents laits ont été effectuées avec le
LSMeans (SAS, 1988).

RÉSULTATS ET DISCUSSION

L'effet des traitements thermiques sur le
contenu en vitamine 812 et ses isomères
dans les produits laitiers par rapport au lait
cru est présenté sur la figure 1. Le dosage
de la vitamine 812 totale montre qu'il y a
une perte de 18% dans le lait pasteurisé
provenant principalement des formes
hydroxocobalamine (31 %) et adénosylco-
balamine (58%). Pour le lait stérilisé, les
pertes de vitamine 812 (36%) seraient prin-
cipalement reliées aux formes hydroxoco-
balamine (51%) et surtout adénosylcobala-
mine (66,6%). Pour le lait en poudre, la perte
de vitamine 812 (21%) serait surtout asso-
ciée à l'adénosylcobalamine (71%). Cepen-
dant, on trouve une augmentation de 69%
d'hydroxocobalamine dans le lait en poudre.
Quant à la cyanocobalamine, elle subit une
augmentation de 260% dans le lait pasteu-
risé, de 195% dans le lait stérilisé et de
100% dans le lait en poudre.

Les pertes de la vitamine 812 totale obser-
vées pour chacun des produits laitiers par
rapport au lait cru semblent augmenter avec
l'intensité du traitement thermique. Les pertes
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Fig 1. Effet des traitements thermiques sur la vitamine 812 totale et ses isomères dans le lait et certains
produits laitiers. Chaque barre correspond à la moyenne des cobalamines du lait ou des produits lai-
tiers ± SEM de 6 répétitions. Les moyennes qui portent les mêmes lettres pour chaque cobalamine
(OHCbl, CNCbl, AdoCbl, MeCbl ou VIT 812) ne sont pas significativement différentes (P < 0,01).
Effect of heat treatment of vitamin 812 and vitamin 812 vitamers in milk and dairy products. Each bar
corresponds to the mean of cobalamins of milk or dairy products ± SEM of 6 repetitions. Means hav-
ing the same letters for each cobalamin (OHCbl, CNCbl, AdoCbl, MeCbl or vit 81:?J are not signifi-
cantly different (P < 0.01).

ainsi enregistrées sont supérieures à celles
déjà rapportées (10 à 28%) (Chapman et al,
1957 ; Causeret et Mocquot, 1966) à
l'exception du lait en poudre. Cette diffé-
rence s'expliquerait surtout par les méthodes
analytiques utilisées. En effet, les valeurs
rapportées antérieurement ont été obtenues
à l'aide de méthodes microbiologiques pour
doser cette vitamine. Cependant, selon
Richardson et al (1978), les mesures de

contenu en vitamine 812 dans les produits
alimentaires obtenues par les méthodes
microbiologiques sont complètement diffé-
rentes et souvent surestimées par rapport à
celles trouvées à l'aide des méthodes radio-
essai. Ces dernières pouvant séparer les
cobalamines des autres corrinoïdes (Kol-
house et al, 1978 ; Herbert et Drivas, 1982),
ce qui ne peut pas être fait adéquatement
par les essais microbiologiques (Anderson,
1964).
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Les résultats du taux de libération des
isomères de la vitamine 812 par digestion
in vitro et de dosage par HPLC-radio-essai
sont présentés aux tableaux 1et II. Pour le
lait cru, les quantités libérées de l'hydroxo-
cobalamine (0,65 pmol/ml) et de l'adéno-
sylcobalamine (0,64 pmol/ml), sont les plus
élevées. Par ailleurs, pour le lait pasteurisé,
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ces mêmes isomères sont libérées en plus
fortes quantités (47 et 42%) par rapport à
la cyanocobalamine (5%) pourtant en
concentrations supérieures à l'adénosylco-
balamine et l'hydroxocobalamine respecti-
vement dans le produit (tableau Il). Aussi, la
quantité totale des isomères libérés (1,90)
est plus élevée que la concentration totale

Tableau 1. Les quantités de cobalamines (pmol/ml) mises en disponibilité (in vitro) dans le lait et cer-
tains produits laitiers.
Amount of available cobalamins (pmollml) in milk and dairy products.

Lait OHCbl CNCbl AdoCbl MeCbl Total

Cru 0,65 ± O,03be 0,12 ± 0,01bt 0,64 ± 0,01 be 0,13 ± 0,01bf 1,54 ± O,07b
Pasteurisé 0,90 ± 0,1 oae 0,09 ± 0,01 eh O,SO± 0,01 al 0,104 ± 0,01eg 1,91 ± 0,118
Stérilisé 0,67 ± 0,02be 0,11 ± 0,01 bh 0,23 ± O,Q1et 0,24 ± O,01dh 1,25 ± 0,06e

En poudre 0,91 ± 0,07ae O,19±0,01al 0,10 ± 0,01dg 0,074 ± O,01dh 1,27 ± 0,07e

Les valeurs présentées sont les moyennes ± SEM de 6 répétitions. Les différentes lettres correspondent à une dif-
férence significative dans chacune des colonnes (a-d) et dans chacune des rangées (e-h) (P< 0,01).
The values showed are the means ± SEM of 6 repetitions. The different letters indicate significant (P < 0.01) differ-
ences in columns (a-<1) and rows (e-h).

Tableau II. Comparaison des concentrations des cobalamines (pmol/ml) et des quantités des coba-
lamines mises en disponibilité dans le lait et certains produits laitiers.
Comparison of cobalamin concentrations (pmollml) and of amounts of available cobalamins in milk
and dairy products.

Lait Cobalamines

OHCbl CNCbl AdoCbl MeCbl

Mt M2 Mt M2 Mt M2 Mt M2

Cru 0,35b 0,65a 0,20a 0,12b 1.oe- O,64b O,31a 0,13b
Pasteurisé 0,24b 0,90a O,72a 0,09b 0,45b o.so- 0,29a 0,10b
Stérilisé 0,17b 0,67a O,59a 0,11 b 0,36a 0,23b 0,30a 0,24b
En poudre 0,59b 0,918 0,40a 0,19b 0,31a 0,10b 0,26a 0,07b

Les différentes lettres correspondent à une différence significative dans chacune des rangées (a-b) (P < 0,Q1). M1 :
combinaison des méthodes de HPLC et de radio-essai ; M2 : combinaison des méthodes de digestion in vitro et HPLC-
radio-essai.
The different letters indicate significant differences in rows (a-b) (P < 0.01). MI: HPLC and radio-assay; M2: in vitro
method and HPLC and radio-assay.
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de ces isomères (1,70) dans 1 ml de lait
pasteurisé; cette différence serait attribuable
aux méthodes d'extraction (extraction par
la chaleur vs extraction par méthode in vitro)
totalement différentes dans les 2 cas. Quant
au lait en poudre, seulement l'hydroxoco-
balamine est libérée en quantité plus éle-
vée (72%) (P < 0,01) que les autres iso-
mères, dont les taux de libération sont
généralement proportionnels à leurs concen-
trations dans le produit. De même, pour le
lait stérilisé, l'hydroxocobalamine (53%) est
libérée à des taux supérieurs aux autres
isomères (P < 0,01) ; cependant, contraire-
ment au lait en poudre, la forme hydroxo-
cobalamine est la moins abondante dans
le lait stérilisé.

Les quantités des isomères de la vita-
mine 812 libérées par la méthode de diges-
tion in vitro sont donc significativement dif-
férentes de celles contenues dans les
différents produits. Plus particulièrement, la
quantité d'hydroxocobalamine libérée in vitro
est plus élevée dans tous les laits (P< 0,01),
ainsi que l'adénosylcobalamine dans le lait
pasteurisé (P < 0,01). Cela peut être impu-
table à des interconversions possibles des
isomères de la vitamine 812 au cours du
processus de la digestion in vitro (Wokes
et Picard, 1955). En effet, bien que peu
d'information soit disponible en ce qui
concerne les changements chimiques que
peuvent subir les cobalamines durant la
digestion, plusieurs auteurs ont souligné
l'interconversion des isomères de la vita-
mine 812 durant l'absorption (Okuda et al,
1973).

En effet, la mise en disponibilité plus éle-
vée de l'adénosylcobalamine serait due à
la conversion de la cyanocobalamine en
adénosylcobalamine au cours de la diges-
tion intestinale. La cyanocobalamine serait
instable en milieu alcalin ou neutre, alors
que l'adénosylcobalamine y serait stable
(Gregory, 1954 ; Schrauzer et Sibert, 1970).
Ces observations corroborent celles de
Peters et Hoffman (1970) et Peters et al
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(1971 a et 1971 b), qui ont démontré chez le
porc la conversion de la CNCbl au cours de
l'absorption intestinale en adénosylcobala-
mine et d'autres cobalamines non identi-
fiées, dont possiblement l'hydroxocobala-
mine, mais non la méthylcobalamine. Cette
hypothèse pourrait être vérifiée éventuelle-
ment par l'ajout de standards internes avant
de commencer la digestion gastrique et
intestinale in vitro.

La mise en disponibilité élevée de
l'hydroxocobalamine serait due à la conver-
sion de cyanocobalamine, méthylcobala-
mine et adénosylcobalamine en hydroxo-
cobalamine au cours de la digestion
gastrique et intestinale. De façon parallèle,
Peters et al (1971 b) ont déjà observé une
légère conversion de la méthylcobalamine
en hydroxocobalamine durant l'absorption
de la vitamine 812 dans la mitochondrie. De
même, Reizenstein (1967) a noté la conver-
sion de cyanocobalamine sous forme cris-
talline en hydroxocobalamine in vivo chez
l'humain et in vitro.

Les résultats présentés sur la figure 2
illustrent aussi que l'acidité stomacale peut
à elle seule provoquer une conversion de
l'adénosylcobalamine et de la méthylcoba-
lamine en hydroxocobalamine. Cette consta-
tation correspond aux observations faites
par Hogenkamp et al (1965), qui ont démon-
tré la fragmentation de l'adénosylcobala-
mine en solution acide. Hogenkamp (1961)
a aussi observé qu'en solution acide la
décomposition de l'adénosylcobalamine en
hydroxocobalamine et adénine peut se pro-
duire.

En tenant compte, d'une part, des taux
d'absorption des isomères de la vitamine
812 établis chez l'humain (hydroxocobala-
mine: 56%, cyanocobalamine : 49%,
méthylcobalamine : 44% et adénosylcoba-
lamine: 33%) tels que rapportés par Adams
et al (1971) et, d'autre part, du taux de libé-
ration de ces isomères rapporté dans la pré-
sente étude, plus de vitamine 812 (tableau
III) pourrait être absorbée à partir du lait
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pasteurisé (0,86 pmol/ml), comparativement
au lait cru (0,7 pmol/ml), au lait en poudre
(0,66 pmol/ml) et au lait stérilisé (0,62
pmol/ml), en raison de la disponibilité supé-
rieure de la forme hydroxocobalamine dans
le lait pasteurisé. De plus, Adams et al
(1971) ont démontré que la forme hydroxo-
cobalamine est mieux absorbée chez
l'humain. D'ailleurs, selon les obervations
de Doscherholmen et al (1975), la vitamine
812 a une biodisponibilité faible dans les
œufs, due à l'absence d'OHCbl, et est pré-
sente surtout sous forme d'adénosylcoba-

lamine, qui est moins bien absorbée chez
l'humain.

Les résultats de la présente étude mon-
trent que la mise en disponibilité de la
méthylcobalamine est nettement plus faible
que celle de l'hydroxocobalamine et l'adé-
nosylcobalamine dans tous les laits expéri-
mentés. Par contre, celle de l'adénosylco-
balamine est supérieure dans le lait
pasteurisé par rapport au lait cru ainsi qu'au
lait stérilisé et au lait en poudre (P < 0,01).
Si l'on tient compte de la somme des quan-
tités potentiellement absorbables de méthyl-
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Tableau III. Estimation des quantités des cobalamines (pmol/ml) absorbables à partir des quantités des
cobalamines (pmol/ml) mises en disponibilité dans le lait et certains produits laitiers.
Estimation of the amount of absorbable coba/amins fram available coba/amins in milk and dairy prad-
ucts.

Lait OHCbl CNCbl AdoCbl MeCbl Total

Cru 0,36 0,06 0,22 0,06 0,70
Pasteurisé 0,50 0,04 0,27 0,05 0,86
Stérilisé 0,37 0,06 0,08 0,11 0,62
En poudre 0,51 0,09 0,03 0,03 0,66

Ces valeurs ont été obtenues en se basant sur l'absorption telle que définie par Adams et a/(1971): OHCbl = 55,7%,
CNCbl = 49,2%, MeCbl = 44,4% et AdoCbl = 33,7%.
The values shawn are (rom absorption values obtained by Adams et al (1971): OHCbl = 55.7%, CNCbl = 49.2%,
MeCbl = 44.4% and AdoCbl = 33.7%.

cobalamine et de l'adénosylcobalamine
(tableau III), la vitamine 812 aurait une acti-
vité coenzymatique plus élevée et directe
dans le lait pasteurisé (0,32 pmol/ml) que
dans le lait cru (0,28 pmol/ml), le lait stérilisé
(0,19 pmol/ml) et le lait en poudre (0,06
pmol/ml).

En effet, les 2 isomères de la vitamine
812 qui ont une activité coenzymatique chez
l'humain sont la méthylcobalamine et l'adé-
nosylcobalamine (Munnich et al, 1987;
Ellenbogen et Copper, 1991). Les formes
cyanocobalamine et hydroxocobalamine
peuvent néanmoins être converties dans
les cellules en adénosylcobalamine et en
méthylcobalamine (Dillon et al, 1974) et
pourraient donc contribuer à l'activité coen-
zymatique de façon indirecte.

CONCLUSION

La combinaison d'une méthode de diges-
tion in vitro et d'une méthode de dosage
par HPLC-radio-essai s'est avérée simple
et rapide à utiliser et son usage pourrait être
étendu à d'autres produits alimentaires pour
l'évaluation de la disponibilité de la vitamine

812 dans ces produits. À cet effet, il est
apparu que le dosage des formes isomé-
riques de la vitamine 812 est essentiel pour
bien suivre l'effet spécifique des traitements.
Néanmoins, des essais biologiques seraient
nécessaires afin de vérifier que la mise en
disponibilité et l'activité coenzymatique
étaient supérieures dans le lait ayant subi un
traitement thermique léger comme la pas-
teurisation.
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