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Introduction

Introduction

Le lait est une denrée universelle, incontournable dans I’alimentation de ’homme, par sa
richesse nutritionnelle et ses contributions aux besoins des populations. Il se caractérise par une
composition chimique complexe : protéines de haute valeur biologique (caséines et protéines
sériques), glucides sous forme de lactose, lipides riches en acides gras essentiels, vitamines (A, B2,
B12, D) et minéraux tels que le calcium, le phosphore et le magnésium (Sissoko et al., 2023).
Gréace a cette composition, le lait posséde une haute valeur nutritionnelle, particulierement
bénéfique pour la croissance, la minéralisation osseuse et le bon fonctionnement de 1’organisme
(Abate Reta & Hailu Addis, 2015). Une étude menée par Kirat (2007) a mis en évidence les
vertus du lait dans I’alimentation des Algériens, montrant que plus de trois milliards de litres sont
consommeés par an en Algérie. Le lait y occupe ainsi une place centrale dans 1’alimentation en
raison de sa richesse en nutriments d’origine animale. Ce constat est renforcé par les
recommandations scientifiques recentes, qui le considerent comme un élément majeur de la sécurité

alimentaire a I’échelle mondiale (Smith et al., 2022).

Cependant, ce potentiel nutritif est souvent associé a une forte sensibilité a la contamination
microbiologique, notamment lors de la production et de la consommation. Le lait cru, en raison de
son pH neutre, de sa forte teneur en eau et de sa richesse en nutriments, constitue un milieu
particulierement favorable a la croissance de nombreux microorganismes, y compris des pathogeénes
tels que Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella spp. et Clostridium spp. (Berhe et al.,
2020 ; Gume et al., 2023). Le lait, méme transformé, n’est pas exempt de germes. Diverses études
ont mis en évidence la présence de microorganismes pathogenes dans le lait de vache, en fonction
des conditions de traite et de conservation (Hamiroune et al., 2014). Une mauvaise hygiéne lors de
la traite, une réfrigération insuffisante ou une rupture de la chaine du froid peuvent favoriser la
prolifération de ces agents pathogénes. La contamination peut provenir d’un matériel mal
désinfecté, de I’eau de nettoyage, ou encore de la santé des animaux, sources importantes de germes
d’origine animale (Garedew et al., 2012). De plus, des pratiques comme 1’utilisation de contenants
non stérilisés ou le transport dans des conditions inadéquates aggravent ce risque. La présence de
coliformes thermotolérants constitue un indicateur de contamination fécale, témoignant souvent de

défaillances dans les procédures sanitaires élémentaires (Berhe et al., 2020).
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A cet égard, les produits de la ruche comme le miel, la propolis, la gelée royale et le pollen
sont de plus en plus considérés comme des remédes naturels multifonctionnels. Le pollen, en
particulier, mérite une attention particuliére. Il s’agit d’un produit apicole complexe, constitué de
protéines (15 a 40 %), glucides (30 a 50 %), lipides, acides aminés essentiels, minéraux (fer, zinc,
magnésium), ainsi que de polyphénols et flavonoides (quercétine, kaempférol) reconnus pour leurs
propriétés bioactives. Il possede une forte activité antioxydante, capable de retarder 1’oxydation
lipidique dans des produits sensibles comme le ghee (Khider et al., 2013). Par ailleurs, des extraits
méthanoliques de pollen de mais et de tréfle ont montré une activité antibactérienne significative
contre E. coli, S. aureus, Listeria monocytogenes, sans affecter les cultures lactiques comme
Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus thermophilus (Khider et al., 2013). Dans les produits
laitiers fermentés, ’incorporation de pollen améliore non seulement la stabilité microbiologique,
mais aussi la texture et les proprietes sensorielles. Des concentrations de pollen de 0,5 a 1,5 % ont
permis une meilleure cohésion du gel, une réduction de la synérese, et une augmentation des

protéines et de la matiére séche (Ciftci & Oncl, 2024).

Plusieurs travaux confirment I'efficacité du pollen contre des bactéries telles que S. aureus, E.
coli et Salmonella spp., grace aux molécules bioactives qu’il contient (Almaraz-Abarca et al.,
2007). Le pollen peut ainsi étre utilise comme additif alimentaire pour prolonger naturellement la
conservation des aliments tout en préservant la santé des consommateurs et en répondant aux

exigences de naturalité et de securité.

Bien que les huiles essentielles et extraits de plantes soient couramment étudiés pour la
conservation alimentaire, 1’'usage du pollen d’abeille comme agent antimicrobien reste peu exploré.
Contrairement aux conservateurs chimiques ou méme naturels classiques, le pollen se distingue par
sa richesse en métabolites secondaires, qui lui conferent de nombreuses propriétés biologiques
utiles a la préservation du lait cru. 1l est capable de limiter la charge microbienne tout en conservant

les qualités organoleptiques du lait.
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L’originalité de ce travail réside donc dans I’évaluation du pollen, non seulement en tant
qu’agent antimicrobien naturel contre les flores indésirables du lait cru, mais ausSi comme
conservateur fonctionnel prolongeant la durée de vie du lait sans traitements chimiques ni
thermiques agressives. Cette étude vise a combler un vide scientifique en testant I’effet du pollen a
différentes concentrations sur la flore microbienne totale et les paramétres physicochimiques du lait
cru. Il s’agira de déterminer si le pollen constitue une alternative viable aux conservateurs
synthétiques ou antibiotiques, dans un contexte de demande croissante pour des produits sains,

naturels et sans résidus.

Ce travail de recherche est structuré en quatre chapitres complémentaires. Le premier chapitre
présente les caractéristiques physicochimiques et microbiologiques du lait cru ainsi que les
meéthodes de sa conservation. Le deuxieme est consacré au pollen d’abeille, a sa composition
biochimique, ses propriétés biologiques et ses applications alimentaires déja connues. Le troisieme
décrit la méthodologie expérimentale mise en ceuvre pour tester I’activité antimicrobienne du pollen
et son effet conservateur sur le lait cru. Le quatrieme chapitre, enfin, expose les résultats obtenus,
discute leur portée et leurs limites, et propose des perspectives d’intégration industrielle du pollen

comme conservateur naturel dans le secteur laitier.
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1. Le Lait : Un Aliment Essentiel et Universel & Travers le Monde

Le lait est un aliment fondamental largement apprécié a I'échelle mondiale. Il est pourvu en
éléments nutritifs tels que les protéines, le calcium et des vitamines essentielles. Le lait est un
aliment intégré a notre alimentation depuis de nombreuses générations (Walstra et al., 2006). A
travers le monde, diverses cultures ont développé leurs propres pratiques quant a l'utilisation du lait,
en fonction de leurs traditions et des ressources disponibles. Dans les pays occidentaux, le lait de
vache est le type de lait le plus largement consommé. Toutefois, dans de nombreuses régions d'Asie
et d'Afrique, le lait de chevre, de brebis ou de chamelle est préféré (Fox et al., 2015).

Le lait ne sert pas seulement a étre consommé ; il est crucial dans la production de fromage, de
yaourt et de beurre. Selon Haug et al. (2007), ces produits ajoutent de la diversité a nos régimes
alimentaires. Ils apportent des éléments nutritifs cruciaux tels que le calcium et les protéines,
indispensables pour maintenir la santeé et la robustesse des os et des muscles (Pereira & Vicente,
2017). En outre, des études indiquent que l'intégration de produits laitiers dans votre régime
alimentaire pourrait contribuer a diminuer les risques de troubles de santé tels que l'obésite, le

diabete de type 2 et les affections cardiaques (Thorning et al., 2016).

Toutefois, la production de lait a des impacts environnementaux néfastes et pose des problemes
d'éthique. Elle est freguemment remise en question pour les émissions de gaz a effet de serre qu'elle
produit et pour la qualité de vie des animaux d'élevage (Steinfeld et al., 2006). L'industrie laitiére
est egalement confrontée a des enjeux tels que les variations de prix, les exigences croissantes des
consommateurs et l'obligation de s'ajuster a une demande mondiale qui évolue sans cesse (Kozak et
al., 2022).

Pourtant, la production de lait a également des aspects négatifs pour la Terre et pose des
questions éthiques. Il a été établi que le secteur laitier contribue par exemple de maniére
significative aux émissions de gaz a effets de serre, et que les conditions de vie de nombreux

animaux d'élevage négligent leur bien-étre (Steinfeld et al., 2006).
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De plus, il est confronté a toute une série de difficultés : la variabilité des prix, des attentes de
plus en plus élevées de la part des consommateurs, et I'obligation de s'adapter en permanence a une
demande mondiale en évolution (Kozak et al.,2022). Malgré tout, le lait est un aliment

incontournable dans la vie quotidienne de nombreux peuples.

Les chiffres que vous pouvez voir dans (Figure 01) illustrent a la perfection pourquoi ni les
consommateurs du monde entier ni les exploitants peuvent ignorer le lait. Selon les derniéres
données disponibles, entre 2005 et 2014, la production globale de lait est passée de 714 Million a
789 Million de tonnes, montrant que les exploitants ont suivi la cadence pour pouvoir fournir un
volume de lait toujours plus important (International Dairy Federation, 2015 ; OECD-FAOQO,
2016).
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Figure 01 : Production mondiale de lait et consommation laitiere par habitant (Shadbolt et al., 2016).
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2. Définition de lait cru

Le lait est un liquide important produit par les glandes mammaires des animaux appelés
mammifeéres. 1l est le premier aliment que recoivent les bébés animaux, y compris les humains. Ce
liquide est plein de choses importantes comme des protéines, des graisses, des glucides (sucres), des
vitamines et des minéraux. Toutes ces choses sont essentielles pour grandir et bien fonctionner
(Benyahia-Mostefaoui & Lamri-Senhadji,2020).

La deéfinition officielle du lait, telle que précisée par le Codex Alimentarius, est « le produit
complet obtenu de la traite d'une femelle laitiere en bonne santé, bien nourrie et bien reposée, sans
interruption. 11 doit étre collecté de facon propre et ne doit pas contenir de colostrum » (Codex
Alimentarius Commission, 2011). Cette définition exclut les boissons végétales telles que le "lait
de soja” ou le "lait d'amande”, qui ne possédent ni les mémes valeurs nutritives ni les mémes
fonctions que le lait d'origine animale. Historiguement, la consommation de lait par les humains
remonte a environ 8 500 ans, aprés la domestication d'animaux tels que les vaches dans les régions
du Moyen-Orient et de I'Asie centrale. Des preuves archéologiques indiquent que la production
laitiere était déja pratiquée dans des civilisations anciennes telles que celles de la Mésopotamie et
de la vallée de I'Indus (Evershed et al., 2008).

Sur le plan nutritionnel, le lait est considéré comme un aliment complet en raison de sa richesse
en proteines de haute qualité, notamment la caséine (environ 80 % des protéines totales) et les
proteines de lactosérum (environ 20 %), ainsi qu'en calcium, vitamines et acides gras essentiels. Ces
composants contribuent au développement musculaire, au renforcement osseux et a la régulation de

divers processus physiologiques (Korhonen & Pihlanto, 2006).

Cependant, la composition du lait peut varier en fonction de plusieurs facteurs, notamment
I'espéce animale (vache, chévre, brebis, etc.), l'alimentation, la race, le stade de lactation et les
conditions environnementales. Ces éléments influencent la teneur en protéines, en matieres grasses,

en lactose et en minéraux du lait (National Research Council, 2001).
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3. Composition du lait

Le lait est un aliment complexe, essentiel pour les jeunes mammiferes et riche en nutriments
(Vuillemard, 2018). Composé a 87 % d’eau, il facilite le transport de nutriments hydrosolubles
comme le lactose, les minéraux et vitamines (Vignola, 2002), avec 13 % de matieres séches
comprenant lipides (3-4 %), protéines (3,2-3,5 %) et lactose (Lin et al., 2021). Sa composition
lipidique, dominée par les triglycérides, varie selon des facteurs génétiques et environnementaux,
permettant des stratégies génétiques pour ameliorer sa qualité (Soyeurt et al., 2007). Il contient
aussi environ 0,7 % de minéraux essentiels, comme calcium et phosphore, cruciaux pour la
croissance osseuse (Gaucheron, 2005). La composition du lait dépend de I’espéce, de la lactation,
de l’alimentation et des conditions d’élevage (Jenkins & McGuire, 2006). Enfin, ses proteines,
telles que la caséine et la B-lactoglobuline, sont trés digestibles et biodisponibles, ce qui en fait une

source précieuse pour ’alimentation humaine (Le Feunteun et al., 2014).

3.1. Composition nutritionnelle en macronutriments
3.1.1. Eau

L’eau est le constituant majeur du lait, qui en représente environ 87 % de sa masse (Haug et
al., 2007). Elle joue notamment un réle de solvant pour les protéines, glucides, lipides, vitamines
et minéraux, ce qui permet leur transport et leur absorption au niveau du tube digestif (Pereira,
2014). Une teneur en eau ¢élevée explique par exemple que le lait a une texture liquide et qu’il soit

transformable (Gaucheron, 2011).
3.1.2. Glucides

Le lactose, principal glucide du lait a environ 4,7 %, est un disaccharide compose de glucose et
de galactose (Lindmark-Mansson et al., 2003). 1l est digéré dans I’intestin gréle par I’enzyme
lactase. Le lactose favorise I’absorption du calcium et agit comme prébiotique en stimulant la
croissance des bactéries bénéfiques du colon (He et al., 2008). Certaines personnes sont intolérantes

au lactose, manquant de cette enzyme (Lomer et al., 2008).
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Tableau 01 : Composition moyenne du lait de vache (VIGNOLA, 2002).

Constituants Quantite (g/1)
Eau Eau libre 842,625 875
Eau liée 32,375
Glucides Lactose 46
Matiere grasse Matieres grasses proprement dite 36
Lécithine (phospholipide) 0,5 37
Partie insaponifiable (stérol, caroténe, 0,5

Tocophérols)

Protéines Caseine 25
Protéines solubles (globulines, albumines) 5,5 32
Substances azotées non proteiques 1,5
Sels minéraux Acide citrique 2
Acide phosphorigue (P205) 3,3 8
Acide chlorhydrique (HCI) 2,7
Constituants Vitamines, enzymes, gaz dissous, Traces
mineurs pigments, cellules diverses
3.1.3.Lipides

Les matiéres grasses du lait représentent 3 a 4 %, principalement sous forme de globules
lipidiques contenant 98 % de triglycérides, ainsi que du cholestérol, des phospholipides et des
acides gras libres (Lindmark Mansson, 2008). La matrice lipidique est complexe, avec plus de 400
acides gras différents. Environ 70 % sont saturés, principalement palmitique (30 %), stéarique (12
%) et myristique (11 %) (Lock & Bauman, 2004 ; Pereira, 2014). Le lait contient aussi des acides
gras insaturés comme 1’acide oléique (24-35 %), les linoléiques et a-linoléniques, ainsi que des
acides trans tels que 1’acide vaccénique et le CLA, qui sont associés a des effets bénéfiques pour la
santé cardiovasculaire, le systeme immunitaire et la santé globale (Lindmark Mansson, 2008 ;
Bhattacharya et al., 2006).

[ =]
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Tableau 02 : Constituants lipidiques du lait de vache et localisation dans les fractions physico-

chimiques (g/100 g de matiére grasse), (FAO,1998).

Constituants lipidiques Proportions Localisation
Triglycérides 96-98 Globule gras
Diglycerides 0,3-1,6 Globule gras
Monoglycérides 0,0-0,1 Globule gras
Phospholipides 0,2-1,0 Membrane du globule gras et

lactoserum
Cérébrosides 0,0-0,08 Membrane du globule gras
Stéroides 0,2-0,4 Globule gras
Acides gras libres 0,1-0,4 Membrane du globule gras et
lactosérum
Esters du cholestérol Traces Membrane du globule gras
Vitamines 0,1-0,2 Globule gras

3.1.4. Matieres azotées totales

Les matiéres azotées du lait de vache comprennent environ 95 % de protéines, réeparties entre

caséines, protéines sériques et une fraction non protéique (NPN) composée d’urée, d’acides aminés

libres, de créatinine et d’acide urique (Rafiq et al., 2016). L urée, principale composante du NPN,

refléte 1’état nutritionnel de I’animal et varie selon I’apport en protéines et en énergie (Jonker et al.,

1998). Le NPN représente en moyenne 5-6 % de I’azote total, soit 25 a 30 mg N/100 g de lait, et

fluctue selon la lactation, I’alimentation et la santé de I’animal (Journet et al., 1975). Des études

ont aussi détecté des métaux lourds tels que le plomb, I’arsenic et le cadmium, liés a la pollution

environnementale, avec des concentrations moyennes de 1,75 pg/L, 0,31 pg/L et 0,05 pg/L

respectivement, dans le lait cru en Chine (Zhou et al., 2019).
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3.1.5. Protéines caseiniques

Les caséines, représentant 80 % des protéines du lait, forment des micelles complexes (50-500
nm) stabilisées par des interactions hydrophobes, phosphates et charges. Composées d’asl-, as2-, -
et k-caséines, elles jouent un rdle structural, facilitent la liaison au calcium et peuvent encapsuler
des composes bioactifs pour des produits laitiers fonctionnels (Dalgleish & Corredig, 2012 ;
Horne, 2006 ; Semo et al., 2007).

3.1.6.Protéines non caséiniques (lactosérum)

Les protéines du lactosérum (20 % des protéines du lait) sont solubles, riches en acides aminés
essentiels (notamment BCAA), digestibles et de haute valeur nutritionnelle (Wang et al., 2018).
Composées principalement de B-lactoglobuline et d’a-lactalbumine, elles ont aussi des propriétés
technologiques (solubilité, gélification, emulsification) et fournissent des peptides bioactifs avec des
activités antioxydantes, antimicrobiennes et immunomodulatrices, utiles pour les produits
fonctionnels (Guo & Wang, 2019 ; Shinde et al., 2018 ; Patil et al., 2015).

3.1.7. Fraction non protéique

En plus des protéines, le lait contient une fraction non protéique constituée de peptides
bioactifs, enzymes, minéraux et vitamines. Ces composes interviennent dans des fonctions
physiologiques telles que I’absorption des nutriments, I’'immunité et la protection contre le stress
oxydatif (Mills et al., 2011). Les peptides issus de la digestion des protéines laitieres peuvent
notamment agir sur la satiété, le transit intestinal et la prévention de pathologies chroniques (De
Noni & Cattaneo, 2010).

3.2. Composition nutritionnelle en micronutriments

3.2.1. Vitamines

Le lait est une source de vitamines liposolubles (A, D, E) et hydrosolubles (B, C), dont la
quantité varie selon le type, 1’alimentation de 1’animal et la saison (Gaucheron, 2011). Il contient
en moyenne 172 pg de vitamine A/100 g, essentielle pour la vision et le systeme immunitaire
(Schonfeldt et al., 2012). La vitamine D, souvent ajoutée, favorise 1’absorption du calcium
(Krishnan & Feldman, 2011). Les vitamines B, notamment B2 (riboflavine), présentes a environ
2,09 mg/L, couvrent 10-15 % des besoins quotidiens en ces vitamines (Shetty et al., 2020 ; Insel et
al., 2004).

[T
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Tableau 03 : Concentrations en vitamines du lait de vache (mg/L), (FAO,1998).

Vitamines hydrosolubles Teneurs en vitamines
- Bz (thiamine) 0.42
- Bz (riboflavine) 1,72
- Be (pyridoxine) 0,48
- B12 (cobalamine) 0,0045
- Acide nicotinique (niacine) 0,92
- Acide folique 0,053
- Acide pantothénique 3,6
- Biotine 0,036
- C (acide ascorbique) 8
Vitamines liposolubles :
-A 0,37
- B-caroténe 0,21
- D (cholecalciférol) 0,0008
- E (tocophérol) 1,1
-K 0,03

3.2.2. Minéraux

Le lait fournit environ 1200 mg/L de calcium, essentiel pour la santé osseuse, principalement
lié aux caséines. Il contient aussi 950 mg/L de phosphore, 120 mg/L de magnésium, 3-4 mg/L de
zinc et 30 pg/L de sélénium, jouant des roles clés dans la minéralisation, I’énergie, et la protection
antioxydante (Gaucheron, 2011 ; McGann et al., 1983 ; IOM, 2012 ; Singh & Gandhi, 2015).
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3.2.3. Enzymes

Le lait contient des enzymes bioactives, comme la lactoperoxydase (antimicrobienne gréace au
peroxyde d’hydrogéne), la lactoferrine (qui lie le fer, inhibe la croissance bactérienne et posséde des
propriétés immunomodulatrices), et le lysozyme (qui lyse les bactéries Gram-positives). Ces
enzymes jouent un réle dans la protection naturelle du lait et ont des applications nutritionnelles et

thérapeutiques potentielles (Gonzalez-Chavez et al., 2009 ; Jenssen & Hancock, 2009 ; Pereira,
2014 ; Min, 2005).

3.2.4. Les oligoéléments

Le lait contient de faibles quantités d’oligo-éléments essentiels comme le fer, zinc, cuivre,
manganese, sélénium et iode, nécessaires a I'immunité, la croissance et le métabolisme (Mehdi et
al., 2013). Leur concentration varie selon 1’alimentation, la lactation et la région. Par exemple, le fer
(~0,4-0,6 ng/mL) est vital pour I’hémoglobine, mais peu biodisponible. Les autres—zinc, cuivre,
manganése—participent a des reactions enzymatiques clés, avec des niveaux influences par
I’environnement (Diyabalanage et al., 2021).

Tableau 04 : Teneurs en oligo-éléments du lait de vache (ug/L) (FAO,1998).

Oligo-éléments Teneurs
Brome 150
Cobalt 0,5
Cuivre 20-40

Fer 200-500
Fluor 70-200
lode 10-300
Manganése 10-30
Sélénium 10 -30
Zinc 3000-6000

[
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4. Propriétés physico-chimiques du lait

Les caractéristiques physico-chimiques du lait, liées a ses interactions entre eau, lipides,
protéines, glucides et minéraux, influencent sa stabilité, sa transformation et sa qualité sensorielle.
Ces propriétés dépendent aussi de facteurs externes comme la température, le pH ou les traitements,
et sont essentielles pour contrdler la fabrication et assurer la qualité des produits laitiers (Haug et
al., 2007 ; Park et al., 2007 ; Gaucheron, 2011).

4.1. Caractéristiques physiques du lait
4.1.1. La densité

Elle varie entre 1,026 et 1,035 g/cm?® a 20 °C, influencée par la composition, la température et
le traitement. Elle diminue avec la chaleur, la teneur en matiéres grasses la réduisant, tandis que les
solides non gras I’augmentent. La densité sert a détecter 1’ajout d’eau ou 1’écrémage (Li et al., 2019

; Parmar et al., 2020).

4.1.2. Ph

Le pH du lait, indicateur de fraicheur et de stabilité, varie généralement entre 6,6 et 6,8 (Tetra
Pak, 2021). Il diminue lors du chauffage en raison de la libération de protons et de la précipitation
du phosphate de calcium (Chandrapala et al., 2010). Une analyse sur 285 échantillons de 35
vaches a révélé un pH moyen de 6,63 +0,08, sans différence significative selon les phases de
lactation (Tsioulpas et al., 2007). Le pH est ainsi un parametre essentiel pour évaluer la qualité du

lait et anticiper ses réactions en transformation.
4.1.3. Acidité

L’acidit¢ du lait, liée a D’acide citrique, protéines et phosphates, augmente lors de la
fermentation bactérienne avec le temps de stockage (Escuder-Vieco et al., 2016). Elle est mesuréee
en degrés Dornic (°D) par titration, influencée par la température, la durée de conservation et la
contamination. La relation entre pH et acidité titrable montre leur complémentarité, nécessitant une
interprétation adaptée a ’origine du lait (Wilkowske, 1954 ; Wiley, 1935). La surveillance de

’acidité est essentielle pour assurer la sécurité et la qualité du lait.
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4.1.4. Viscosité

La viscosité du lait, influencée par la température, la matiére grasse, les protéines et les solides
totaux, varie entre 0,60 et 63,70 mPa-s (Alcintara et al., 2012). Elle augmente avec la teneur en
solides et diminue avec la chaleur, ce qui facilite ’écoulement lors du traitement. Son contréle est

essentiel pour optimiser les procédés de transformation.

4.1.5. Point de coagulation du lait

La coagulation du lait, essentielle pour le fromage, peut étre enzymatique (via la présure) ou
acide. La coagulation enzymatique, catalysée par la chymosine, se produit idéalement entre 30 et
37°C a pH ~6,6, en déstabilisant les micelles de caséine (Sievanen et al., 2008). La coagulation
acide survient a pH 4,6, au point isoélectrique des caséines (llboudo et al., 2013). La température et

la concentration en protéines influencent la structure et la texture du caillé (Panthi et al., 2019).

4.1.6. Point d’ébullition du lait

Le point d’¢bullition du lait est légerement supérieur a celui de I’eau (100,2 °C a 101 °C), en
raison de la présence de solutés (Mejares et al., 2022). Il est déterminant dans les traitements
thermiques, car influence par la composition (Wang et al., 2024). L’ajout d’extraits naturels peut
modifier ce parametre tout en améliorant la qualité microbiologique (Trajchev et al., 2016). Sa
variabilité impose une adaptation des traitements pour préserver les qualités nutritionnelles (Cheng
et al., 2021).

4.1.7. Point de congelation du lait

Le point de congélation, indicateur de fraude, est influencé par le lactose, les minéraux et les
protéines. 1l se situe entre -0,522 °C et -0,540 °C. Le lait de vache présente un point moyen de -
0,522 °C, contre -0,528 °C pour le lait de bufflonne, en raison d’une plus grande concentration en
solides non gras (Pesce et al., 2016). Il varie selon la race, la saison et I’alimentation, entre -
0,510°C et -0,535°C. Des valeurs au-dessus de -0,520 °C signalent généralement une dilution
(Hanus et al., 2010).
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4.1.8. Durée de conservation et consommation du lait

La durée de conservation dépend du traitement thermique. Le lait cru se conserve 48—72 h selon
sa charge microbienne (Mottar, 1984). Le lait pasteurisé se conserve 7—10 jours a 4 °C, mais doit
étre consommé sous 2-3 jours apres ouverture (Mourgues et al., 1973). Le lait UHT, stérilisé a
135-150 °C, est stable 90 jours a température ambiante, mais doit étre consommé dans les 3—5 jours
apres ouverture (Mottar, 1984). Des méthodes naturelles comme I’ajout de propolis améliorent la

stabilité et prolongent la conservation sans altération sensorielle (Bengi et al., 2023).

4.2.Caractéristiques chimiques du lait

Bien que le lait soit un produit naturel, il peut contenir ou recevoir volontairement ou
accidentellement des composés chimiques. On les classe en deux catégories : ceux désirables, qui
améliorent la stabilité, la conservation ou I’apparence des produits, et les indésirables, pouvant
poser un risque pour la santé (Gallego & Puschner, 2021). Leur présence est strictement

réglementée, et leur controle est une priorité dans la filiére laitiere.

4.2.1. Composes chimiques désirables intégrés dans le lait
v' Conservateurs alimentaires

Les conservateurs prolongent la durée de conservation des produits laitiers en inhibant la
croissance microbienne. L’acide sorbique et le sorbate de potassium, efficaces contre levures et
moisissures, sont réglementés, et des dépassements ont été signalés (Lindnera & Lindnera, 2024 ;
ElHennawy et al., 2023).

Pour répondre a la demande de produits plus naturels, des antimicrobiens végétaux ou
microbiens sont explorés comme alternatives, offrant des avantages pour la sécurité et la qualité
sensorielle, mais leur stabilité doit encore étre améliorée (Soutelino et al., 2024). Une utilisation
raisonnée de conservateurs, naturels ou synthétiques, reste cruciale pour garantir la sécurité et la

qualité des produits laitiers.
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v Colorants alimentaires

Les colorants alimentaires améliorent 1’attrait visuel des produits laitiers, avec une préférence
croissante pour les colorants naturels issus de sources végétales comme la betterave, le curcuma ou
la spiruline (Luzardo-Ocampo et al., 2021). En plus de leur aspect esthétique, ils possedent des
propriétés antioxydantes et antimicrobiennes bénéfiques a la conservation (Salehi, 2021).
Cependant, leur sensibilité a la lumiére, au pH et a la température pose des défis pour leur stabilité
durant la transformation (Ghosh et al., 2022).

v Additifs alimentaires

Les additifs alimentaires, comme les hydrocolloides (gomme guar, carraghénane, pectine) et
fibres fonctionnelles (inuline), améliorent la texture, la stabilité, la conservation et la qualité
sensorielle des produits laitiers (Yousefi & Jafari, 2019 ; Saha & Bhattacharya, 2010). Les
hydrocolloides interagissent avec les caséines pour former des réseaux tridimensionnels,
augmentant viscosité et texture, mais leur efficacité dépend du pH, de la température, des ions et de
leur structure chimique (Zhang et al., 2024). Une utilisation adaptée de ces additifs permet de

répondre aux attentes nutritionnelles et sensorielles des consommateurs.
4.2.2. Composés chimiques indésirables dans le lait
v" Résidus d’antibiotiques

Les résidus d'antibiotiques dans le lait, principalement les tétracyclines, sulfonamides et
quinolones, proviennent de leur usage chez les bovins et présentent un risque sanitaire méme a
faibles doses (Costa et al., 2024). En Algérie, Baazize-Ammi et al. (2019) ont trouvé des
substances inhibitrices dans 12,67 % des échantillons, avec des résidus de B-lactamines (26,32 %) et
tétracyclines (15,79 %). Une autre étude de Mimoune et al. (2021) a détecté des résidus dans
18,12 % des échantillons, majoritairement des tétracyclines et pénicillines. Ces résultats soulignent

I’importance d’un contrdle strict de I’'usage des antibiotiques en élevage.
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v’ Pesticides

Les résidus de pesticides dans le lait, issus de la contamination des aliments pour animaux, ont
été largement détectés en Chine et en Amérique latine, notamment des néonicotinoides et
organochlorés comme le DDT (Wei et al., 2023 ; Figueiredo et al., 2024). Ces résultats soulignent

I’importance d’un contréle renforcé pour protéger la santé des consommateurs.

v Métaux lourds

La présence de métaux lourds (Pb, Cd, Hg, As) dans le lait, provenant de ’environnement ou de
I’alimentation animale, constitue un risque sanitaire majeur. Des dépassements des normes ont été
signalés en Afrique, Asie et Amérique du Sud (Alinezhad et al., 2024). En Algérie, Boudebbouz et
al. (2023) ont trouvé des niveaux élevés de Pb et Cd dans le lait cru, notamment chez les enfants,
confirmant la nécessité d’un contrdle accru. Une méta-analyse mondiale indique des moyennes de
197,04 png/kg pour le Pb et 31,67 ng/kg pour le Cd, soulignant 1'urgence de mesures de surveillance
renforcées (Alinezhad et al., 2024).

5. La qualite du lait
5.1. Caractéristiques sensorielles et organoleptiques du lait

Les propriétés sensorielles du lait, telles que I’ardme, le gott et la texture, sont essentielles pour
sa qualité et sa constance (Schiano et al., 2017). La teneur en matieres grasses influence
’acceptabilité, le lait entier étant per¢u comme plus savoureux que le lait écrémé (Su et al., 2022).
La fortification en minéraux peut aussi modifier ces attributs, notamment le godt et la viscosité
(Abdulghani et al., 2015). L’analyse sensorielle est donc clé pour développer des produits laitiers

acceptables.

e Couleur

La couleur naturelle du lait, allant du blanc au jaune, dépend des micelles de caséine, des
globules gras et de I’alimentation. Les traitements thermiques, comme la pasteurisation ou la
stérilisation, peuvent jaunir le lait via la réaction de Maillard, tout en pouvant altérer la
biodisponibilité du calcium (Pagliarini et al., 1990 ; Seiquer et al., 2010). Un contréle précis de la

température est essentiel pour préserver son aspect et sa qualité (Rabbani et al., 2025).
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e Odeur

L’odeur du lait, dépendant de sa composition et traitement, indique sa qualité. Des composés
volatils et produits par des bactéries contribuent a son aréme, essentiel pour la qualité des produits
laitiers (Kilcawley et al., 2018 ; Tong et al., 2022 ; Lim et al., 2022).

e Saveur

La saveur douce et crémeuse du lait frais, due a ses composants et composés volatils, dépend de
I’alimentation, de la santé¢ animale et du stockage. Les traitements et la conservation peuvent

Ialtérer, rendant leur préservation essentielle, surtout pour les produits fermentés ou enrichis
(Forss, 1969 ; McNamara & Patton, 2021 ; Chen, 2024 ; Cadwallader & Singh, 2009).

5.2. La qualité microbiologique du lait cru

Le lait cru, tres sensible a la contamination, dépend de I’hygiene, de 1’état sanitaire de ’animal,
et des pratiques de traite. En Algérie, la majorité des échantillons respectaient les normes a la sortie
de I’animal, mais trés peu aprés stockage, montrant que la dégradation microbiologique est souvent
due a des pratiques hygiéniques insuffisantes (Hamiroune et al., 2016). Il peut aussi accumuler des
contaminants chimiques ou biologiques, et une mauvaise gestion de la température favorise le
développement de microbes nuisibles, augmentant le risque de contamination par des bactéries
pathogenes comme Listeria ou Salmonella. La qualité microbiologique du lait repose sur une gestion

rigoureuse de toute la chaine de production (Velazquez-Ordoriez et al., 2019 ; Dash et al., 2022).
5.2.1. La flore originale et bénéfique du lait cru

La flore bénéfique du lait cru, principalement de bactéries lactiques comme Lactococcus et
Lactobacillus, contribue a I’acidification, I’aromatisation et la conservation du lait (Steele et al.,
1997). Sa composition dépend de I’environnement, de la santé de la vache, de 1’alimentation, et des
pratiques de traite (Quigley et al., 2013). La conservation a 4 °C peut favoriser certaines bactéries
bénéfiques si les conditions sont contrdlées, rendant leur compréhension essentielle pour la

transformation artisanale du lait.
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5.2.2. Flore d’altération dans le lait cru

La flore d’altération du lait cru, composée principalement de bactéries saprophytes, levures et
moisissures, nuit a ses qualités sensorielles en provoquant acidification, odeurs et godts
désagréables, surtout en conditions d’hygiéne défaillantes ou de mauvaise conservation (Dolango,
2021).

v' La flore mésophile aérobie totale (FMAT)

La flore mésophile aérobie totale (FMAT), composée principalement de bactéries saprophytes
et parfois d’agents pathogenes opportunistes, se développe a 20-45°C en présence d’oxygene
(Lewis & Deeth, 2009). Elle sert d’indicateur clé de I’hygiéne de production du lait cru, une
concentration élevée signalant une contamination due a de mauvaises pratiques ou équipements, et
elle influence la stabilité organoleptique et la durée de conservation du lait (Martin et al., 2016 ;
Murphy & Boor, 2000).

v’ Levures et moisissures dans le lait cru

Les levures et moisissures dans le lait cru, telles que Candida, Geotrichum et Kluyveromyces,
proviennent souvent de contaminations environnementales liées au fourrage, a I’air, aux surfaces ou
a une réfrigération inadéquate. Leur développement, favoris€¢ par des conditions d’hygiéne
défaillantes, peut entrainer des fermentations secondaires, des gonflements, des godts anormaux et
des défauts visuels comme le floculage. La maitrise de leur croissance repose principalement sur un

nettoyage strict et une bonne ventilation (Desmasures et al., 1997).
5.2.3. Bactéries infectieuses d’origine environnementale ou animale

Les bactéries infectieuses dans le lait cru, telles que Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, Escherichia coli et Listeria monocytogenes, proviennent d'une excrétion mammaire ou
de contaminations environnementales liées a une hygiéne défectueuse, notamment par contact avec
des mains ou des ustensiles contaminés. Leur présence pose un risque sanitaire important en

pouvant causer des infections graves chez ’homme (Steinmann & Fané, 2004).
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v' Escherichia coli

La souche O157 :H7, d’origine fécale, indique une contamination lors de la traite ou du
nettoyage, souvent par des maticres fécales ou de 1’eau souillée. Elle est particulierement
dangereuse, pouvant causer des diarrhées hémorragiques et des syndromes hémolytiques urémiques,
surtout chez les enfants. Résistante a I’acidité, elle peut survivre plusieurs jours dans le lait
réfrigéré, faisant de sa détection un indicateur critique de contamination et de risque sanitaire

(Loor-Giler et al., 2025).

v’ Staphylococcus aureus

Souvent retrouvé dans le lait des vaches mammites subcliniques, ce pathogene produit des
entérotoxines thermostables. Mé&me aprés pasteurisation, ces toxines peuvent rendre le lait
dangereux, provoquant des toxi-infections aigués avec nausées, vomissements et douleurs
abdominales. La transmission se fait principalement via les mains des trayeurs ou des équipements
mal désinfectés (Oliver et al., 2005).

v Brucella spp.

Les bactéries du genre Brucella, comme Brucella abortus et Brucella melitensis, peuvent étre
excrétees dans le lait de vaches infectées sans signes cliniques. Elles causent la brucellose chez
I’homme, une maladie chronique caractérisée par fievre ondulante, douleurs articulaires et grande
fatigue. Ces bactéries s’installent dans les tissus mammaires et persistent dans le lait cru. Leur
présence est documentée dans plusieurs régions du monde, notamment en Afrique et en Asie, ou la

surveillance sanitaire est limitée et la consommation de lait cru fréquente (Kebede et al., 2014).

v Shigella spp.

Entérobactériec humaine contaminant le lait par les mains ou I’eau souillée, provoquant la
shigellose, une diarrhée aigué sanglante. La mauvaise hygiéne favorise sa transmission, notamment

en Afrique de 1’Ouest (Jayarao & Henning, 2001).
v" Mycobacterium bovis

Responsable de la tuberculose bovine, cette bactérie peut se transmettre a I’homme par le lait
cru non traité, survivant dans le lait et résistante a la digestion, particulierement dans les zones ou le

contr6le vétérinaire est faible (Zahrakar et al., 2024).

[
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v Salmonella spp.

Les bactéries du genre Salmonella, dont les sérotypes S. Dublin ou S. Typhimurium, peuvent
contaminer le lait cru par contact avec des matieres fécales, des litiéres souillées ou du matériel mal
désinfecté. Elles sont capables de survivre dans le lait cru pendant plusieurs jours et de se multiplier
si la température de stockage dépasse 10 °C. Leur ingestion peut entrainer des salmonelloses
séveres, responsables de gastro-entérites parfois compliquées d’infections systémiques, surtout chez

les enfants et les personnes agées (Jayarao & Henning, 2001).
v Yersinia enterocolitica

Yersinia enterocolitica est une bactérie psychrotrophe fréqguemment retrouvée dans le lait cru et
les produits laitiers non pasteurisés. Elle peut se développer a des températures de refrigération, ce
qui lui permet de proliférer pendant le stockage. Des études ont montré que cette bactérie est
capable de survivre dans le lait cru, avec des taux d'isolement atteignant 22 % dans certaines
régions (Ahmed et al., 2019).

5.2.4. Bacteéries toxinogeénes et risques pour la transformation laitiere

Les bactéries sporulantes et toxinogénes comme Clostridium tyrobutyricum et Bacillus cereus
présentent un risque pour la transformation laitiére. Elles produisent des toxines thermostables et
forment des spores résistantes a la chaleur, pouvant germer dans le lait. C. tyrobutyricum, souvent
introduit par un ensilage mal conserve, peut causer des défauts de fermentation dans le fromage
(Samarzija et al., 2012), tandis que B. cereus peut former des biofilms sur les équipements,
persistant apres la cuisson (Catania et al., 2021). Leur présence entraine des altérations du produit,
telles que la production de gaz ou de substances causant dégradation sensorielle et pertes
¢conomiques, soulignant I’importance de controles stricts pour la sécurité des produits laitiers

(Scheldeman et al., 2005).
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6. Les facteurs favorisant la contamination du lait cru
6.1. Hygiéne de la traite et du matériel

L’hygiene lors de la traite est essentielle pour la qualité¢ du lait cru. Des mains, mamelles ou
matériel mal désinfectés peuvent introduire des micro-organismes, notamment des agents
pathogeénes. Une étude en Algérie a montré que le nettoyage insuffisant augmente la contamination,

surtout apres la traite, d’ou ’importance d’un hygiénique rigoureux (Hamiroune et al., 2016).
6.2. Qualité de I’eau utilisée

L’eau utilisée pour nettoyer les mamelles, les mains et le matériel doit étre saine, car une eau
contaminée par des germes comme les coliformes, streptocoques fécaux ou Pseudomonas spp. Peut
introduire des agents pathogénes dans le lait cru, accélérant sa dégradation. Dans les élevages peu
encadrés, cette contamination est courante, et la présence de ces micro-organismes dans I’eau ou
lors du rincage est liée a une chute rapide de la qualité microbiologique du lait (Verdier-Metz et
al., 2009).

6.3. Environnement d’élevage

L’environnement immédiat des vaches, comme I’état du sol, des litieres et la qualité de I’air,
influence directement la contamination du lait. La poussiére, la boue, les résidus de fumier et une
ventilation insuffisante favorisent la prolifération de bactéries telles que Clostridium ou Listeria et
augmentent le risque de transmission au lait, surtout si les pratiques de nettoyage et désinfection ne

sont pas strictes (Martin et al., 2011).

6.4. Etat de santé des animaux

La santé de la mamelle des vaches affecte directement la qualité microbiologique du lait. Les
infections mammaires, méme subcliniques, entrainent une excrétion bactérienne continue, avec des
germes comme Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus ou Mycoplasma bovis, causant
une hausse du nombre de cellules somatiques et une baisse de la qualité technologique du lait. Des
suivis sanitaires réguliers sont donc nécessaires pour limiter ces contaminations (Maréchal et al.,
2011).



Partie Bibliographique Chapitre I : Généralités sur le lait de vache et méthodes de sa conservation

6.5. Conditions de stockage et de transport

Une mauvaise maitrise de la température lors du stockage ou du transport du lait cru favorise la
prolifération rapide de bactéries, en particulier les espéces psychrotrophes comme Pseudomonas
spp. Ou Yersinia enterocolitica. Au-dela de 10 °C, la flore totale du lait peut doubler en quelques
heures, provoquant des dégradations enzymatiques (lipolyse, protéolyse) qui alterent le godt, la
texture et la conservation du lait. 1l est donc essentiel de maintenir strictement la chaine du froid des

la traite jusqu’a la transformation (Griffiths et al., 1987).
7. Les procédés de conservation du lait

Le lait, en raison de sa richesse nutritionnelle, favorise le développement microbien en cas de
mauvaise manipulation ou conservation (Calahorrano-Moreno et al., 2022). Des bactéries
pathogenes comme E. coli, Listeria monocytogenes ou Salmonella spp. Peuvent entrainer des
risques sanitaires graves si le lait est cru ou peu traité (Keba et al., 2020). La réfrigération rapide
aprés la traite limite la croissance de bactéries psychrotrophes productrices d’enzymes
thermostables (von Neubeck et al., 2015). La pasteurisation (LTLT, HTST, UHT) est essentielle
pour éliminer les agents pathogénes, bien qu’elle n’assure pas a elle seule une sécurité totale, d’ou

la nécessité de contréles complémentaires (Ceni et al., 2016 ; Sharma et al., 2014).

7.1. Pasteurisation

La pasteurisation est un procédé thermique dont I’objectif est d’éliminer les micro-organismes
pathogenes ayant la capacité de se développer dans le lait sans aucune réelle modification de ses
propriétés nutritionnelles. Pour ce faire, le lait est soumis a un traitement thermique a une

température précise pendant un certain temps pour éliminer les germes pathogenes (Souza, 2022).
Les principaux types de pasteurisation sont :

e Pasteurisation basse température longue durée (LTLT) : Chauffage a 63°C durant 30
minutes. Principalement utilisé pour certains produits fermiers et certains fromages (Elwell &
Barbano, 2006).

e Pasteurisation haute température, court temps (HTST) : Chauffage a 72°C durant 15
secondes. Assure une bonne destruction des pathogénes du lait tout en gardant le godt et les

autres caractéristiques du lait (Bezie, 2019).



Partie Bibliographique Chapitre I : Généralités sur le lait de vache et méthodes de sa conservation

e Ultra haute température (UHT) : Chauffage & 135-150°C pendant 2-5 secondes puis
conditionnement aseptique. Cela permet de conserver le lait quelques mois sans réfrigération
(Lindsay et al., 2021).

7.2. Stérilisation

La stérilisation est un procédé thermique encore plus poussé que la pasteurisation. Elle vise a
éliminer non seulement les bactéries pathogenes, mais également tous les types de spores résistant a
la chaleur. Cela permet de conserver le lait plus longtemps encore, a température ambiante, mais la

stérilisation peut altérer certaines des qualités nutritionnelles du lait (Lindsay et al., 2021).
Il existe plusieurs méthodes de stérilisation, parmi lesquelles :

= Stérilisation en autoclave : La stérilisation en autoclave consiste a chauffer le lait a 115-
121 °C sous pression pendant 15 a 30 minutes, éliminant les germes pathogenes et les spores.
Elle permet une longue conservation a temperature ambiante, idéale pour des produits comme

le lait concentré en emballages hermétiques (Kontominas, 2019).

= Stérilisation UHT : ¢’est le fait de chauffer le lait a 135-150°C durant peu de secondes. Le lait
doit alors étre conditionné pour que cette stérilisation soit efficace sur plus de quelques jours
(Lindsay et al., 2021).

= Filtration stérilisante : Opération consistant a éliminer les micro-organismes lors du passage

d’un liquide a travers une membrane filtrante sans utiliser de (Onyeaka & Nwabor, 2022).
7.3. Réfrigération et congelation

La réfrigération consiste a maintenir le lait a une température inférieure a 4°C tout au long de la
chaine d’approvisionnement. C’est le seul moyen de lutter contre les bactéries a I’origine de

I’altération de la qualité du lait en produisant des enzymes spécifiques méme a basse température

(Raats et al., 2011).

La congélation est peu pratiquée, mais elle est parfois utilisée pour le stockage de lait a long
terme. Le lait peut étre conservé jusqu’a quelques mois en étant congelé a -18°C car il n’y a plus de
croissance des bactéries. Cependant, certains inconvénients sont a noter, le lait, une fois décongelé,

peut souffrir d’une perte d’homogénéité : de I’eau peut se trouver séparée du reste du lait (Ma et al.,
2023).

[ =]
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8. Méthodes de conservation naturelles par les extraits et produits de la ruche

Les produits de la ruche tels que le pollen, la propolis, le miel, la gelée royale et la cire

d’abeille présentent un intérét croissant comme bioconservateurs naturels dans les produits laitiers.

Le pollen est reconnu pour sa richesse en polyphénols, flavonoides, vitamines B, protéines et
minéraux, lui conférant des proprietés antioxydantes et antimicrobiennes significatives. Son
incorporation dans des produits laitiers, tels que le lait ou le yaourt, permet d’améliorer la stabilité
microbienne et de prolonger la durée de conservation, tout en enrichissant le produit en composés
bioactifs (Thakur & Nanda, 2020). Dans une étude sur le fromage blanc, I’ajout de pollen a permis
une réduction significative des charges de Salmonella typhimurium et E. coli, tout en augmentant le

contenu total en composés phénoliques (Abd Elhamid & Elbayoumi, 2017).

La propolis, grace a ses composés phénoliques et flavonoides, présente une forte activité
antimicrobienne, notamment contre Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et certaines
levures et moisissures dans les produits laitiers, sans altérer les qualités sensorielles (EI-Deeb,
2017). Le miel agit par pression osmotique et contient des enzymes antimicrobiennes efficaces
contre E. coli et Salmonella spp., tout en améliorant les propriétés antioxydantes des produits
laitiers & dose modéree. La gelée royale possede des effets antimicrobiens et immunostimulants ;
son ajout dans le yaourt améliore texture, valeur nutritionnelle et acceptabilité sensorielle sans nuire

aux bacteries lactiques (Atallah & Morsy, 2017).

Enfin, la cire d’abeille est surtout employée comme enrobage comestible, formant une barriére
physique contre I’oxygéne, I’humidité et les bactéries. Elle permet ainsi de prolonger la
conservation des aliments périssables, notamment des produits laitiers comme les fromages affinés.
Cette solution naturelle et fonctionnelle répond a la fois au rejet croissant des conservateurs

chimiques et aux attentes en matiere de santé publique (Yilmaz & Dagdemir, 2012).
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1. Apergu sur le pollen comme un produit de la ruche

Les produits de la ruche, tels que le miel, la propolis, la gelée royale, la cire, le venin et le
pollen, présentent une grande diversité biochimique et sont utilisés en nutrition, médecine,
cosmétique et pharmacologie. Le miel est reconnu pour ses propriétés antimicrobiennes grace a ses
composeés actifs ; la propolis, riche en flavonoides et terpénes, posséde des effets antibactériens et
antioxydants (Pasupuleti et al., 2017 ; Viuda-Martos et al., 2008). La gelée royale, quant a elle,
contient des protéines spécifiques aux propriétés immunomodulatrices. En Algérie, la composition
de ces produits varie selon la flore locale, soulignant ’impact de la biodiversité (Gul & Pehlivan,

2018 ; Kaskoniene & Venskutonis, 2010).

Parmi eux, le pollen se distingue par son role central dans la ruche et son intérét nutritionnel
croissant. Il est une source importante de proteines, vitamines, minéraux et antioxydants, mais
nécessite un traitement post-récolte adéquat pour préserver ses proprietes (Feas et al., 2012 ;
Chefrour et al., 2009).

1.1. Définition du pollen

Le pollen, forme reproductrice méle des plantes a fleurs, constitue pour les abeilles une source
nutritionnelle majeure en protéines, lipides, vitamines et minéraux, indispensables au
développement des larves et au bon fonctionnement de la colonie (Stanley & Linskens, 2012). Sa
composition, influencée par 1’origine florale, peut varier considérablement ; une faible diversité
vegétale peut compromettre la santé des abeilles (Filipiak et al., 2017). Sur le plan biochimique, le
pollen est riche en acides aminés essentiels, flavonoides et composés phénoliques, qui lui conferent
des propriétés antioxydantes, antibactériennes et immunomodulatrices (Kosti¢ et al., 2020).
Toutefois, sa qualité peut étre dégradée par des contaminants environnementaux tels que pesticides,
métaux lourds ou agents pathogenes, ce qui rend indispensable 1’évaluation sanitaire avant toute
utilisation (Bogdanov, 2006). Ainsi, le pollen se situe au carrefour des enjeux écologiques, apicoles

et nutritionnels.
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1.2. Structure du pollen

Le grain de pollen est protégé par deux enveloppes : I’exine, externe, composée de
sporopollénine, trés résistante aux dégradations, et caractéristique de chaque espece (Ariizumi &
Toriyama, 2011), et ’intine, interne, riche en polysaccharides, essentielle a la germination du tube
pollinique (Qin et al., 2009). Sa diversité morphologique (10-200 pm), en forme, taille et
ornementation, en fait un outil précieux en palynologie pour des applications en taxonomie,

géographie, archéologie et médecine légale (Hesse et al., 2009 ; Mildenhall et al., 2006).

1.3. La pollinisation et la récolte du pollen par ’abeille

Produit dans les antheres, le pollen est vital pour les abeilles et sa composition dépend de
I’origine florale, influengant ses propriétés nutritionnelles (Di Pasquale et al., 2013). Les abeilles,
souvent fideles a une méme source florale, collectent un pollen homogene selon les saisons
(Leonhardt & Bluthgen, 2012 ; Odoux et al., 2014). La pollinisation, transfert du pollen vers le
stigmate, est principalement assurée par les abeilles pour les plantes entomophiles, contribuant a
plus de 70 % des cultures alimentaires (Klein et al., 2007 ; Somme et al., 2015 ; Vaissiére et al.,
2011).

Les abeilles ouvrieres collectent le pollen avec leurs pattes postérieures, le mélangent a du
nectar et a la salive pour former des pelotes. De retour a la ruche, celles-ci sont stockées et
fermentées en « pain d’abeille », nourriture des jeunes larves. Les apiculteurs récoltent ce pollen a
I’aide de trappes placées a I’entrée de la ruche, méthode efficace mais a utiliser avec modération

pour ne pas affecter les besoins de la colonie (Campos et al., 2008 ; Requier et al., 2015).
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1.4. Récolte du pollen par I’apiculteur

La récolte du pollen repose sur I’'usage de trappes a pollen installées a I’entrée des ruches. Ces
dispositifs, équipés de grilles perforées (4,5 a 5,0 mm), détachent les pelotes de pollen des pattes
des abeilles, qui tombent ensuite dans un bac collecteur ventilé (Filipiak et al., 2017). Utilisée de
maniére raisonnée, cette méthode permet de récupérer 10 a 20 % du pollen sans perturber
significativement la colonie (Roulston & Cane, 2000). Un usage excessif peut toutefois nuire au
développement des larves et a la production de gelée royale, d'ou la recommandation d’alternance

entre périodes de récolte et de repos pour limiter le stress des abeilles (Campos et al., 2010).

Trappes a pollen d'abeilles

Figure 02 : Les trappes (piéges) a pollen et pollen d’abeilles multiflores (Khalifa et al., 2021).
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1.5. Séchage et conservation du pollen

Le pollen frais, trés sensible a ’humidité, doit étre séché rapidement aprés récolte pour éviter
moisissures et pertes bioactives. Le séchage s’effectue a 3540 °C a l’aide de déshydrateurs
ventilés, afin de préserver les enzymes, vitamines et propriétés organoleptiques (Carpes et al., 2009
; Morais et al., 2011). Un taux d’humidité < 6 % est requis pour une conservation optimale. Une
fois tamisé, le pollen est stocké hermétiquement a 1’abri de 1’air, de la lumiére et de I’humidité. Pour
une durée de conservation supérieure a 12 mois, la congélation a -18 °C est recommandée,
permettant de maintenir ses qualités nutritionnelles et biologiques (Almeida-Muradian et al.,
2005).

1.6. Détermination de I’origine botanique du pollen en Algérie et dans la wilaya de Mila

L’identification botanique du pollen, ou mélissopalynologie, repose sur 1’analyse
morphologique des grains (taille, forme, sculpture, couleur), permettant de relier le pollen aux
especes florales visitées par les abeilles. Cette méthode est cruciale pour authentifier les miels
monofloraux, évaluer la biodiversité locale et surveiller les changements environnementaux (Von
Der Ohe et al., 2004).

En Algérie, la wilaya de Mila présente une richesse floristique remarquable, dominée par les
familles Asteraceae, Brassicaceae, et Boraginaceae, fréeqguemment butinées par Apis mellifera et les
abeilles solitaires (Barth, 2004). Des espéces comme Anchusa azurea, Sinapis arvensis et
Galactites tomentosa y sont communes, rendant cette région intéressante pour la valorisation
apicole (Bendifallah et al., 2018 ; Cardoso & Silva, 2016).

Une étude récente (Boulfous et al., 2025) menée a Mila sur 15 échantillons a identifié 30 types
polliniques issus de 17 familles, avec une dominance des types Cistus, Brassica, Erica, Aster et
Pimpinella anisum. Cette diversité souligne le potentiel du pollen local pour I’apithérapie et la

nutrition fonctionnelle.
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2. Pollen d’abeille
2.5. Caracteristiques générales

Chaque espece florale butinée confére aux pelotes de pollen des caractéristiques spécifiques.
Leur aspect macroscopique, tel que la forme, la masse ou la couleur, varie en fonction de 1’origine
botanique, ce qui permet parfois une tragabilité de 1’environnement floristique exploré par les
abeilles (Grgié, Vlainié¢, & Lelas, 2023).

2.5.1.Propriétés physiques

Taille : La pelote de pollen mesure généralement entre 2 et 3 mm de diamétre, une variation liée a

I’humidité, a la flore butinée et a la fagon dont ’abeille compacte le pollen (Flanjak et al., 2023).

Odeur : Le pollen degage une odeur caractéristique, souvent proche de celle du foin ou des herbes

séches. Cette odeur dépend de I’origine florale et des conditions de conservation (Amk & Vardar,
2024).

Godt : Le godt varie selon sa composition chimique : il peut étre sucré, amer, acide ou épicé, en
lien avec les acides organiques et composés phénoliques qu’il contient. Séché, sa texture devient

farineuse ou granuleuse (Anik & Vardar, 2024).

Couleur : La couleur des pelotes de pollen varie largement, du jaune péle au brun foncé, avec des
nuances rouges, orangées ou verdatres. Ces teintes refletent la composition en pigments naturels,

comme les flavonoides et les caroténoides, et renseignent sur I’origine florale (Flanjak et al.,
2023).
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2.5.2. Propriétés et composition chimique

Le pollen d’abeille, riche en nutriments essentiels et en antioxydants naturels comme les
flavonoides et caroténoides, présente un fort potentiel fonctionnel et thérapeutique. Sa composition,
influencée par 1’origine florale et les conditions environnementales, justifie son utilisation

croissante dans les compléments alimentaires (Khalifa et al., 2021 ; Sattler et al., 2015).
e Les lipides

Les lipides du pollen, bien que présents en quantité modérée, sont nutritionnellement
importants grace a leur apport en acides gras essentiels (oméga-3 et oméga-6), bénéfiques pour la
santé cardiovasculaire et I'équilibre inflammatoire. On y trouve aussi des phospholipides et des
phytostérols, aux effets protecteurs sur les membranes cellulaires et hypocholestérolémiants. Leur
sensibilité a ’oxydation exige une conservation adaptée pour préserver la qualité biochimique du

pollen (Denisow & Denisow-Pietrzyk, 2016 ; Fatrcova-Sramkova et al., 2013).
e Lesglucides

Les glucides constituent une part importante du pollen, représentant de 20 % a 40 % de sa
matiére seche. lls incluent des monosaccharides (glucose, fructose), des disaccharides (saccharose)
et des polysaccharides structuraux (cellulose, hémicelluloses, pectine). Ces glucides fournissent de
I'énergie, contribuent a la structure du pollen et peuvent agir comme prébiotiques, stimulant la
croissance de bactéries intestinales bénéfiques. La concentration et la composition en sucres libres
influencent les propriétés organoleptiques du pollen, affectant son acceptabilité sensorielle
(Fuenmayor B et al., 2014 ; Thakur & Nanda, 2020).
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e Les protéines et les acides aminés

Le pollen est une source riche en protéines, comprenant en moyenne 20 & 35 % de sa masse
séche, et contient les huit acides amines essentiels, ce qui en fait une alternative végétale
intéressante pour les régimes végétariens et les sportifs. Il renferme également des peptides bioactifs
aux effets anti-hypertenseurs et anti-inflammatoires. La composition en acides aminés varie selon la

flore butinée, avec des compositions spécifiques pour les pollens monofloraux (Leja et al., 2007).
e L’eau

L'humidité du pollen frais, qui varie de 20 & 30 %, compromet sa conservation. Un séchage
rapide réduisant I'numidité a moins de 6 % et l'activité de I'eau (Aw) en dessous de 0,6 est crucial
pour inhiber la croissance microbienne. Le séchage a basse température (inférieure a 42 °C) permet
de maintenir les vitamines et composeés bioactifs, assurant ainsi la stabilité nutritionnelle, chimique

et microbiologique du pollen pendant sa conservation (Feas et al., 2012 ; Zuluaga et al., 2015).
e Les minéraux

Le pollen est riche en minéraux essentiels tels que le potassium, le calcium, le magnésium, le
fer, le zinc, le cuivre et le sélénium, cruciaux pour diverses fonctions biologiques. Les pollens
provenant de régions volcaniques ou riches en silice présentent une concentration minérale accrue.
La bioaccessibilité de ces minéraux a été confirmée par des études de digestibilité (Rzepecka-
Stojko et al., 2012).

e Lesvitamines

Le pollen commercial est particulierement riche en vitamines hydrosolubles et liposolubles. Il
contient notamment toutes les vitamines du groupe B (B1, B2, B3, B5, B6), ainsi que ’acide
folique (B9) et la cobalamine (B12), cette derniere étant rare dans les produits végétaux. En plus, il
apporte des quantités intéressantes de vitamine C (acide ascorbique), de la provitamine A (béta-
caroténe), ainsi que de la vitamine D et de la vitamine E (tocophérol). Ces vitamines jouent des
réles essentiels dans la protection cellulaire, la vision, la reproduction, et la stabilité des membranes

biologiques, avec leur profil variant selon I’origine florale du pollen (Méarghitas et al., 2009).
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e Les polyphénols

Les composés phénoliques sont des nutriments alimentaires fonctionnels et présentent une
similitude structurelle, synthétisé par la voie de biosynthése des polyphénols et des flavonoides
(Wang et al., 2023), sont des métabolites secondaires des végétaux a structure polyphénolique, qui
sont largement distribués dans les légumes, les fruits, les céréales, le thé, le vin rouge et leurs
aliments et boissons dérivés (Li et al., 2023).

Les polyphénols représentent un groupe important de composés bioactifs présents dans le
pollen, en quantités pouvant atteindre jusqu’a 1,6 % de sa masse seche. Ce sont des métabolites
secondaires des plantes qui jouent un réle fondamental dans la défense contre les stress
environnementaux. Dans le pollen, les polyphénols se manifestent sous différentes formes, telles
que les acides phénoliques (acide férulique, acide caféique) et les flavonoides. Ces molécules sont
largement responsables des propriétés antioxydantes du pollen, en neutralisant les radicaux libres et
en protégeant les cellules du stress oxydatif. Elles participent également a des activités anti-
inflammatoires, antimicrobiennes et anticancéreuses observées dans les études in vitro. Leur
concentration dépend de I’origine florale et géographique du pollen, les pollens issus de plantes
médicinales comme le chataignier ou le romarin étant particulierement riches (Komosinska-Vassev
et al., 2015).

e Les flavonoides

Les flavonoides, sous-classe des polyphénols, sont des pigments naturels responsables de la
couleur jaune, orange ou rouge de nombreux pollens. Ils sont aussi parmi les composés bioactifs les
plus étudiés du pollen pour leurs effets biologiques. On y retrouve notamment la quercétine, la
kaempférol, I’apigénine et la rutine, tous dotés d’un fort potentiel antioxydant et anti-inflammatoire.
Ces flavonoides exercent une action bénéfique sur la santé cardiovasculaire, le vieillissement
cellulaire, et la prévention de certains cancers. lls ont également démontré un rdle protecteur sur les
neurones dans des modeles expérimentaux de stress oxydatif. Leur teneur peut varier
considérablement selon les espéces florales a I’origine du pollen, certaines fleurs produisant des

concentrations plus élevées de ces molécules spécifiques (Kizilpinar-Temizer et al., 2022).

e Le tableau suivant représente les principaux composes polyphénoliques de pollen et leurs

dérivés ainsi que leurs structures.
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Tableau 05 : Principaux composés polyphénoliques de pollen et leurs dérivés (Rzepecka- Stojko et al.,
2015).

Composants phénoliques Structures des Position des groupes hydroxyles libres TEACa (mM)
Composants principaux

1. Acides phénoliques 0
Acideshydroxybenzoiques
OH
HO
Acides
hydroxybenzoiques
Acide gallique 3,45 3,0
Acide protocatéchuique 34 1,2
Acides hydroxycinamiques 9
N OH
HO

Acides
hydroxycinamiques

Acide cafeique 3,4 1,3
Acide férulique 4 19
Acide chlorogénique 3,4 1,3
Acide para-coumarique 4 2,2
Acide ortho-coumarique 2 1,0

2. Flavonoides

Flavones
Flavones
Lutéoline 5,7,3°.4° 2,1
Apigénine 5,74 15
Chrysine 5,7 1,4
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Flavonols
Flavonols
Quercetin 3,5,7,3°.4° 47
Rutine (Q3-O-rutoside) 5,734 2,4
Kaempférol 3,5,7,4 1,3
Myricétine 3,5,7,3°,4°,5’ 3,1
Galangine 3,5,7

Flavonones
o}

(o}
Flavonones
Naringénine 5,7,4 15
Pinocembrine
57
Isoflavones
Isoflavones

Génistéine 574
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3. Les activités biologiques du pollen
3.1. Activité antibactérienne

Le pollen d’abeille posséde une activité antibactérienne remarquable, attribuée a la richesse de
sa composition en flavonoides, acides phénoliques, composés volatils et peptides bioactifs. Ces
molécules exercent leur action antimicrobienne en perturbant la membrane cytoplasmique, en
inhibant des enzymes essentielles et en interférant avec la synthése des acides nucléiques. Des
recherches menées en Algérie ont révélé que les extraits de pollen, selon le solvant utilisé, sont
capables d’inhiber des bactéries pathogénes telles que Staphylococcus aureus et Escherichia coli,
avec des zones d’inhibition pouvant atteindre 20 mm, ce qui atteste d’un potentiel thérapeutique
significatif (Bakchiche et al., 2020). Parallelement, des travaux menés en Gréce ont synthétisé les
données disponibles sur I’activité¢ antimicrobienne du pollen et du pain d’abeille, mettant en
évidence une efficacité variable selon I’origine botanique et les méthodes de préparation, ainsi que
des perspectives d’application dans la lutte contre les souches multirésistantes (Didaras et al.,
2020). Une autre contribution importante vient d’Iran, ou des extraits de pollen issus de différentes
zones climatiques ont permis de réduire considérablement la croissance de souches cliniques
résistantes aux antibiotiques, confirmant ainsi la valeur biomédicale de ces produits apicoles dans
un contexte de résistance accrue aux antimicrobiens conventionnels (Yazdani et al., 2025). Ces
résultats soulignent l'intérét croissant porté au pollen comme ressource fonctionnelle d'origine
naturelle, pouvant contribuer au développement d’alternatives antimicrobiennes durables et

innovantes.
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Tableau 06 : Activité antibactérienne des extraits de pollen d’abeille contre différentes souches microbienne (zone d’inhibition en mm).

Origine et type de pollen Microorganisme testé Zone d’inhibition (mm) Référence
llie et al., 2022

Bee pollen (Roumanie), extrait Staphylococcus aureus 13.00 + 0.50
hydrométhanolique Escherichia coli 14.00 £ 1.00

Pseudomonas aeruginosa 12.00 + 0.50
Bee poIIe_n (Nigéria), extrait Staphylococcus aureus 8.80£0.20 ogbu et al, 2018
methanolique Escherichia coli 10.70 £ 0.30

Salmonella typhi 10.80 £ 0.20

Bacillus subtilis 7.70 £0.30

Enterococcus feacalis 11.70 £ 0.30
Bee pollen fermenté (Roumanie), Staphylococcus aureus 21.32+£0.35 Urcanet al., 2024
pollen mixte Escherichia coli 20.25+0.25

Candida albicans 9.25+0.75
Bee pollen non hydrolysé (Lituanie) Staphylococcus aureus 26.29 £ 0.25 Damuliené et al., 2023

Listeria monocytogenes 26.95 £ 0.82

Salmonella enteritidis 10.02 £0.71

Salmonella typhimurium 7.19+0.17
Pollen d'abeille (Algérie, Inula viscosa), Staphylococcus aureus 14.00+ 0.0 Khadra et al., 2019
extrait méthanolique Escherichia coli 13.00£0.0

Pseudomonas aeruginosa 10.00+£ 0.0
Pollen d'abeille (Ramiyan -Iran) extrait ~ Staphylococcus aureus 15.70 £ 0.50 Yazdani et al., 2025
éthanolique Pseudomonas aeruginosa 13.70 £ 1.10

Enterococcus faecalis 9.80 £ 1.00

Les valeurs sont exprimées en millimétres (mm) comme moyennes + écart-types pour chague souche bactérienne.
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3.2. Activité antifongique

Le pollen d’abeille présente une activité antifongique notable, attribuée a sa richesse en
composeés bioactifs tels que les flavonoides, les phénols et les acides organiques. Une étude realisee
en Turquie a démontré que les produits de la ruche, dont le pollen, exercent une inhibition
significative sur les levures pathogénes Candida spp. et Trichosporon spp., avec des zones
d’inhibition atteignant jusqu’a 20 mm, selon le type d’extrait utilisé (Kog et al., 2011). De méme,
’activité antifongique des extraits ethanoliques, méthanoliques et aqueux de pollen a été confirmée
in vitro contre Aspergillus niger et Candida albicans, révélant une efficacité variable selon le
solvant, avec I’extrait méthanolique montrant l'effet le plus prononcé (Rana, 2021). En
complément, une étude mexicaine sur trois types de pollen d’abeilles sans aiguillon (Meliponini) a
mis en évidence une action antifongique contre Candida tropicalis, liée a la présence élevée de
composes phénoliques et a un pouvoir antioxydant marque (Albores-Flores et al., 2020). Ces
résultats confirment le potentiel du pollen comme source naturelle d’agents antifongiques utilisables

dans les secteurs agroalimentaire, médical et cosmétique.

3.3. Activité antioxydante

L’activité antioxydante du pollen repose sur la richesse de ses composés bioactifs,
principalement les flavonoides (tels que la quercétine, la myricétine et la rutine), les acides
phénoliques (acides caféique, ferulique et coumarique), les caroténoides et les vitamines C et E. Ces
composes neutralisent les radicaux libres, limitant ainsi les dommages oxydatifs sur les membranes

cellulaires, I’ADN et les protéines (Kizilpinar-Temizer et al., 2022).

Les méthodes d’évaluation comme DPPH, ABTS, FRAP ou ORAC sont fréquemment utilisées
pour mesurer ce pouvoir par exemple une étude menée par Ferreira et al. (2007) a mis en évidence
une activité antioxydante significative de différents pollens portugais, avec des valeurs FRAP allant

jusqu’a 99,2 umol Fe?*/g, corrélées a la teneur élevée en composés phénoliques totaux.

Martinello & Mutinelli (2021) ont passé en revue plusieurs travaux et ont confirmé que
’activité antioxydante dépend non seulement de la composition chimique du pollen mais aussi de
I’origine botanique, les pollens issus de Cistus, Eucalyptus et Brassica étant les plus riches en
flavonoides. De plus, I'utilisation de solvants polaires comme I’éthanol améliore I’extraction de ces

composés, renforgant ainsi I’efficacité antioxydante des extraits.

[ =]



Partie Bibliographique Chapitre Il : Le Pollen d’abeille et ses propriétés biologiques

Une autre étude récente sur le pollen de chétaignier et de tournesol a révélé une capacité de
piégeage des radicaux DPPH atteignant 85 %, en particulier dans les extraits a base de méthanol, ce
qui confirme l'influence du solvant et de I’origine florale (Saraiva et al., 2018). Enfin, les extraits
hydroalcooliques de pollen apicole ont montré une activité antioxydante significative dans les tests
DPPH et B-caroténe/linoléique, avec des variations selon 1’origine florale, soulignant le potentiel du

pollen dans la prévention du stress oxydatif (Carpes et al., 2007).
4. Utilisation du pollen comme bio-conservateur dans les produits laitiers

Le pollen d’abeille, naturellement riche en polyphénols, flavonoides, vitamines (notamment C
et E), minéraux et composés volatils, est de plus en plus utilisé dans les produits laitiers fermentés
en raison de ses propriétés antimicrobiennes et antioxydantes. Son incorporation permet de
prolonger la durée de conservation, d'ameéliorer la stabilité microbiologique et d'enrichir les

caracteristiques sensorielles des produits.

Selon Yerlikaya (2014), I’ajout de pollen dans les laits fermentés augmente la viabilité des
probiotiques comme Lactobacillus acidophilus et Streptococcus thermophilus, tout en inhibant des
pathogenes tels que E. coli et S. aureus, avec une efficacité dépendant de la concentration.
Karabagias et al. (2018) ont observé que les yaourts enrichis en pollen présentent une capacité
antioxydante renforcee, une synergie accrue avec les bactéries lactiques, ainsi que des ameliorations

au niveau de la texture et de la couleur.

Par ailleurs, Darwish et al. (2023) ont montré que I’enrichissement des produits laitiers en
pollen augmente leur teneur en protéines, flavonoides et polyphénols, tout en ameéliorant leur profil
sensoriel. Ces résultats ont été confirmés par Laaroussi et al. (2023), qui ont noté une meilleure
résistance oxydative des yaourts durant le stockage, ainsi qu’une consistance améliorée sans recours

a des additifs chimiques.
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Ce travail de recherche vise a étudier I’efficacité du pollen, en tant que produit naturel issu de
la ruche, comme agent antibactérien et conservateur appliqué au lait cru de vache réfrigéré. L'étude
examine quatre parameétres clés : Il'inhibition des micro-organismes pathogénes par I'extrait de
pollen, I'évolution de la flore microbienne du lait traité versus non traité, les changements des
propriétés physico-chimiques (pH, acidité, suivi de la flore lactique) durant le stockage, et

I'extension de la durée de conservation du lait refrigére.

Cette recherche valorise le pollen comme conservateur naturel multifonctionnel pour préserver

la qualité des produits laitiers frais de maniere durable.
1. Lieux et déroulement des expérimentations

Les grains de pollen brut ont été collectes auprés de producteurs locaux, puis séchés a
température ambiante pour préserver leurs composés bioactifs. Deux méthodes d'extraction ont été
appliquées au Laboratoire des Sciences Naturelles et des Matériaux de I'Université Abdel Hafid
Boussouf de Mila : l'extraction aqueuse par macération et I'extraction hydroéthanolique par
montage Soxhlet. La caractérisation des extraits (dosage des flavonoides, polyphénols totaux et
activité antioxydante) a eté réalisee dans le méme laboratoire. Les tests antibactériens sur quatre
souches de référence, I'analyse physico-chimique du lait et le suivi de croissance microbienne ont

été réalisés dans les laboratoires pédagogiques du méme établissement a partir de janvier 2025.
2. Source et nature du produit apicole

Pour cette étude, le produit apicole sélectionné est constitué de graines de pollen frais,
représentant 1’une des principales ressources naturelles issues de 1’activité de butinage des abeilles.
Issu directement de la ruche, le pollen est considéré comme un indicateur biologique de la diversité
florale environnante, tout en reflétant les conditions écologiques et la santé de ’environnement de

butinage.
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Figure 03 : Photographie de pollen récolté dans la région de Mila a Douar Ben Zekri.

2.1. Region et méthode de la récolte du pollen

Un échantillon de pollen frais, sous forme de graines, a été récolté au cours de la saison
hivernale, avant la fin du mois de décembre 2024, par un apiculteur situé dans la wilaya de Mila. Le
site exact de collecte est localisé dans la région de « Douar Ben Zekri » commune de Ain Tine avec
les coordonnées géographiques suivantes : 36,414903° de latitude Nord et 6,341867° de longitude
Est. Cette région se distingue par une flore locale riche, offrant une diversité végétale propice a la
pollinisation, incluant notamment le trefle blanc (Trifolium repens), la luzerne (Medicago sativa), le
pissenlit (Taraxacum officinale), ainsi que d’autres plantes herbacées spontanées des zones semi-
rurales, Les principales caractéristique de cet échantillon sont résumées dans le (Tableau 07).

Tableau 07 : Caractéristique de I’échantillon de pollen frais collecté dans la région de Douar Ben Zekri.

Région et Wilaya Période de récolte Méthode de Récolte Alimentation des Race
abeilles d’abeille
Douar Ben Zekri Saison hivernale Trappe a pollen
-Mila- (mois de décembre) Tréfle blanc, Apis
luzerne pissenlit, mellifera

flore spontanée
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2.2. Séchage du pollen

Le pollen collecté par un apiculteur, présentant une masse initiale de 83,46 g, a €té soumis a
un processus de séchage naturel. Les grains de pollen ont été disposés en fine couche sur une
surface propre et absorbante, a l'abri de la lumiere directe du soleil et dans un environnement a
faible humidité. Cette méthode de séchage & température ambiante a été privilégiée afin de
préserver les composés bioactifs et les propriétés nutritionnelles du pollen. Apres le processus de
déshydratation, la masse finale obtenue était de 82,65 g, indiquant une réduction modérée de
I'humidité tout en conservant l'essentiel des nutriments. Le pollen séché a ensuite été conservé

dans des contenants hermétiques a l'abri de I'humidité jusqu'a son utilisation ultérieure.

2.3. Broyage du pollen

Le pollen séché a été soumis a un broyage partiel a lI'aide d'un moulin électrique adapté aux
matiéres délicates. Contrairement a une pulvérisation compléte, ce broyage intermédiaire a eteé
délibérément contrdlé pour obtenir des particules de taille moyenne plutét qu'une poudre fine. Cette
technique permet de préserver davantage la structure des grains de pollen tout en facilitant leur
utilisation. Le produit obtenu, présentant une texture granuleuse irréguliere, a été immédiatement
conditionné dans des récipients en verre propres et parfaitement secs pour éviter toute reprise

d’humidité et garantir sa conservation optimale.
3. Procédés d'extraction et conservation du pollen

3.1. Extraction

La préparation des extraits de pollen a été réalisée selon deux méthodes d'extraction distinctes a
partir des grains de pollen séchés (masse initiale de 82,65 g) préalablement soumis a un broyage

mécanique contrdlé pour obtenir une poudre semi-fine.
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3.1.1. Extraction aqueuse par macération

Une masse de 62,5 g de poudre de pollen a été mise en contact avec de I'eau distillée stérile
jusqu'a saturation compléete du mélange. Ce dernier a été soumis a une agitation continue de type va-
et-vient pendant 72 heures, avec une filtration intermédiaire sur gaze stérile toutes les 24 heures pour
optimiser l'extraction des composés bioactifs. Le filtrat obtenu a ensuite été concentré a l'aide d'un
évaporateur rotatif (rotavapor) maintenu a une température modérée de 40-45°C afin de préserver les
composés thermosensibles (Campos et al., 2021). L'extrait concentré a été réparti dans des boites de
Pétri en verre préalablement stérilisées, puis séché pendant 7 a 15 jours a température ambiante pour

éliminer toute trace résiduelle de solvant (Figure 04).

Macération

répéter 3 fois { 5

Macération
avec I'eau
distillée
stérile

filtation aprés

24h avec gaze
ou papier

filtre

Agitation 24h

62,5de
poudre de
pollen

Evaporation
par rotavapor

séchage et
grattage

Figure 04 : Protocole d’extraction par macération aqueuse de pollen.
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3.1.2. Extraction par Soxhlet

Pour cette méthode, 20 g de poudre de pollen ont été placés dans la cartouche d'extraction du
montage Soxhlet. Un volume de 150 ml d'éthanol absolu a été introduit dans le ballon et chauffé a
70°C. L'extraction a été maintenue pendant 5 a 6 heures, permettant plusieurs cycles de contact entre
le solvant et la matiére premiere (Ma et al., 2015). L'extrait hydroéthanolique ainsi obtenu a été
concentré par évaporation du solvant a l'aide du rotavapor, puis transféré dans des boites de Pétri en

verre pour finaliser le séchage (Figure 05).

Evaporation

Extrait
hydro-
éthanolique
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par montage

séchage et

20g de poudre
a g de Bou grattage

de pollen

Figure 05 : Protocole d’extraction par Soxhlet de pollen.
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3.2. Conservation des extraits de pollen

L'extrait aqueux sec a été minutieusement récupéré par grattage a l'aide d'une spatule stérile,
puis finement broyé pour obtenir une poudre homogene de couleur jaune brunatre. Cette poudre a
été pesée puis conditionnée dans un flacon en verre ambré, hermétiquement fermé et conservé au

réfrigérateur jusqu'a utilisation.

L'extrait hydroéthanolique, aprés évaporation, a présenté un aspect de masse cireuse compacte
de couleur brun foncé, différent de la texture poudreuse de I'extrait aqueux. Cette masse cireuse a été
récupérée par grattage, pesée dans son état semi-solide, puis conditionnée dans un flacon en verre

ambré hermétiquement fermé et stockée au réfrigérateur.
3.3. Calcul du rendement
Les rendements d'extraction ont été calculés selon la formule : Rd (%) = (Me/M;) x 100
R= Mg/M; x100
Ou

ME represente la masse en grammes de l'extrait final obtenu (poudre pour I'extrait aqueux, et la
masse cireuse pour I'extrait hydroéthanolique).

M la masse initiale de poudre de pollen utilisée pour chaque méthode d'extraction.
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4. Dosage des polyphénols totaux
4.1. Préparation de la courbe d’étalonnage de I’acide gallique

Une solution mére d’acide gallique a été préparée a la concentration de 1 mg/mL dans du
méthanol. A partir de cette solution, des dilutions successives ont été réalisées afin d’obtenir les
concentrations suivantes : 5, 10, 20, 40 et 80 pg/mL. Pour chaque dilution, un volume défini de
solution d’acide gallique a été ajouté a un volume de méthanol de maniére a obtenir un volume total
constant. Ensuite, 0,5 mL de chaque solution standard a été mélangé a 2,5 mL de réactif de Folin-
Ciocalteu (dilué 1 :10) puis a 2,0 mL de carbonate de sodium a 7,5 %. Aprés homogénéisation, les
tubes ont été incubés a I’abri de la lumicere pendant 90 minutes a température ambiante.
L’absorbance a ét¢ mesurée a 760 nm a 1’aide d’un spectrophotomeétre, contre un blanc contenant du
méthanol a la place de I’acide gallique. La courbe d’étalonnage obtenue a servi de référence pour le
calcul des concentrations en polyphénols totaux dans les eéchantillons, exprimées en équivalents
d’acide gallique (mg EAG/g Ext).

4.2. Principe

Le principe du dosage des polyphénols totaux selon la méthode de Folin-Ciocalteu repose sur
une réaction d’oxydoréduction entre les composés phénoliques présents dans les extraits végétaux et
un réactif composé d’acides phosphotungstique et phosphomolybdique. Lors de cette réaction, les
polyphénols, en tant qu’agents réducteurs, transforment ces composés en oxydes bleus de
molybdene et de tungsténe, dont I’intensité de coloration bleue, mesurée spectrophotométriquement
entre 725 et 765 nm (souvent autour de 735-760 nm), est proportionnelle a la concentration en
polyphénols. Les résultats sont exprimés en équivalents d’acide gallique (EAG) a partir d’une
courbe d’¢talonnage standard. Cette méthode, simple, rapide et sensible, est surtout utilisée pour
analyser des matrices complexes comme le pollen, though elle n’est pas entiérement spécifique aux

polyphénols, pouvant aussi réagir avec d’autres substances réductrices (Boizot et Charpentier,
2006).
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4.3. Mode opératoire

Les extraits aqueux et éthanoliques de pollen, ont été pesés a 10 mg et dissous dans 10 mL
d’eau distillée ou de méthanol pur pour obtenir une solution mere a 1 mg/mL, homogénéisée par
agitation sur plaque agitateur. Un volume de 0,5 mL et 1 mg/mL de chaque extrait, en réplicats, a
été mélanger avec 2,5 mL de réactif de Folin-Ciocalteu (dilué au 1/10) et 2 mL de carbonate de
sodium a 7,5 %, puis incubé a température ambiante, recouvert de papier aluminium a I’abri de la

lumiere, pendant 15 & 30 minutes.

Aprés incubation, I’absorbance des mélanges réactionnels a été mesurée a 760 nm a I’aide d’un
spectrophotometre UV-visible, en utilisant le blanc correspondant comme référence. Les dosages
ont été effectués en triplicat pour chaque type d’extrait afin d’assurer la reproductibilité des
résultats. Les concentrations en polyphénols totaux ont été déterminées par interpolation sur une
courbe d’étalonnage réalisée avec I’acide gallique comme standard. Les résultats ont été¢ exprimés

en milligrammes équivalents d’acide gallique par gramme d’extrait sec (mg EAG/g EXxt).

Cette méthode est conforme aux protocoles validés pour les extraits de pollen, notamment dans
I’étude de Tomas-Barberan et al. (2001), ou la méthode de Folin-Ciocalteu est appliquee a des

extraits méthanoliques de pollen afin d’évaluer leur richesse en composés phénolique.
5. Dosage des flavonoides totaux
5.1.Préparation de la courbe d’étalonnage

Une solution mére de quercétine a éte preparée a la concentration de 20 mg/mL dans du
méthanol. Une série de dilutions successives a été realisée par un facteur de 2,5 pour obtenir des
concentrations adaptées a la gamme linéaire. Pour chaque dilution, 1 mL de solution de quercétine a
¢té mélangé a 1 mL de trichlorure d’aluminium (AICl; a 2 % dans le méthanol). Les tubes ont été
homogénéisés, puis incubés a température ambiante pendant 15 minutes a I’abri de la lumiere.
L’absorbance a été¢ mesurée a 430 nm a I’aide d’un spectrophotométre. Le blanc a été préparé dans
les mémes conditions en remplacant la quercétine par du méthanol pur. Les résultats ont permis
d’établir une courbe de calibration linéaire (y = ax + b) servant de base a I’estimation des

flavonoides totaux dans les extraits.
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5.2.Principe

Le dosage des flavonoides totaux repose sur la méthode colorimétrique au trichlorure
d’aluminium (AICL), largement adoptée pour quantifier les flavones et flavonols dans les extraits
végetaux. Cette méthode est fondée sur la capacité des ions aluminium a former des complexes
stables avec les groupes hydroxyles en position C-3 ou C-5 ainsi qu’avec la cétone en C-4 des
cycles flavonoides. Cette réaction donne naissance a une coloration jaune dont I’intensité, mesurée
par spectrophotométrie, est directement proportionnelle a la concentration des flavonoides présents
dans I’échantillon. L’absorbance maximale du complexe formé se situe autour de 430 nm, ce qui
permet une lecture simple et reproductible. Cette méthode, rapide et sensible, est couramment
utilisée dans 1’analyse des extraits de plantes, y compris les produits de la ruche comme le pollen,
en raison de sa spécificité vis-a-vis des structures flavonoidiques (Chang et al., 2002).

5.3. Mode opératoire

Pour le dosage, 1 mL de chaque extrait (1 mg/ml) a éeteé transferé dans des tubes a essai, puis
mélangé a 1 mL de solution de trichlorure d’aluminium (2 % dans le méthanol). Les tubes ont été
incubés a température ambiante pendant 15 minutes dans 1’obscurité pour permettre le
développement de la coloration jaune. Les mesures d’absorbance ont été réalisées a 430 nm contre
un blanc préparé en remplagant 1’extrait par le solvant approprié¢ (eau distillée ou hydroéthanol).

Toutes les analyses ont éte effectuées en triplicat pour garantir la fiabilité des données.

Les concentrations de flavonoides totaux ont été calculées par interpolation sur la courbe
d’étalonnage de la quercétine, et les résultats ont été exprimés en mg équivalent quercétine par

gramme d’extrait sec (mg EQ/g Ext).
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6. Evaluation de I’activité antioxydante par la méthode DPPH
6.1. Principe de la méthode

L’activité antioxydante des extraits aqueux et hydroéthanoliques de pollen a été évaluée in vitro
par la méthode du piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl). Ce radical
stable possede un électron non apparié, délocalisé sur sa structure aromatique, ce qui lui confere une
couleur violette intense et une absorbance maximale a 517 nm. Lorsqu’un antioxydant donne un
atome d’hydrogéne ou un électron au radical DPPH, celui-ci est réduit en une forme non radicalaire,
entrainant une perte de couleur (Figure 06). La diminution d’absorbance est directement
proportionnelle a la capacité de piégeage des radicaux libres de 1’échantillon testé, ce qui permet

une mesure quantitative par spectrophotométrie (Sharma & Bhat, 2009).

AL

HN
pH5.0-6.6
+  AOH —_— O.N NO,

NO,

DPPH”

Figure 06 : Principe de la réduction de DPPH par un antioxydant (Francenia Santos- Sanchez et al.,
2019).
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6.2. Mode opératoire

La solution de DPPH a été préparée a une concentration de 4 mM, en dissolvant 4 mg de DPPH
dans 100 mL de méthanol. Les extraits aqueux et hydroéthanoliques de pollen, ont été préparés a
une concentration initiale de 200 pg/mL (0,2 mg/mL), puis dilués en série selon un facteur de
dilution 1:2 pour obtenir sept concentrations décroissantes : 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25 et 3,125
pg/mL. Pour chaque concentration, 400 pL d’extrait ont été introduits dans des tubes a essai
contenant 1600 pL de solution méthanolique de DPPH. Les tubes ont été vortexés et incubés a
température ambiante, a I’obscurité, pendant 30 minutes. L’absorbance a ensuite été¢ mesurée a 517
nm a I’aide d’un spectrophotométre UV-visible. Chaque test a été réalisé en triplicat pour assurer la
reproductibilité. Un contrdle négatif a été préparé avec 400 puL de méthanol pur a la place de
I’extrait (Figure 07). Un contrdle positif a également été réalisé en utilisant ’acide ascorbique
comme antioxydant standard, avec des concentrations équivalentes a celles des extraits et selon le

méme protocole, afin de tracer une courbe de référence et comparer 1’efficacité antioxydante.

Figure 07 : Aspect visuel de la réaction des extraits de pollen avec le DPPH pour I’évaluation de
’activité antioxydante.
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6.3. Calcul et interprétation des résultats

L’activité antioxydante des extraits de pollen a été exprimée en pourcentage d’inhibition du
radical DPPH (I%) en comparant I’absorbance de chaque extrait a celle du contrdle négatif. Le

calcul a été réalisé selon la formule suivante :

1% = [(Absorbance controle — Absorbance échantillon) / Absorbance controle] x 100
Ou:
e Absorbance contrdle est celle du mélange DPPH + méthanol (contrle négatif),

e Absorbance échantillon est celle du mélange DPPH + extrait.

Les pourcentages d’inhibition ont été calculés pour chacune des sept concentrationsS testées,
puis représentés graphiquement afin d’établir une courbe dose-réponse. A partir de cette courbe, la
Clso (concentration inhibitrice 50 %) a été déterminée par interpolation graphique. Cette valeur
indique la concentration nécessaire pour pieger 50 % des radicaux libres DPPH, et permet de
comparer I’efficacité antioxydante des extraits : plus la Clso est faible, plus la capacité antioxydante
est ¢levée. Les résultats obtenus ont ¢été comparés a ceux de 1’acide ascorbique, utilis¢ comme

standard de reférence (Aylanc et al., 2023).

7. Evaluation de Pactivité antibactérienne

Cette section vise a caractériser et quantifier les propriétés antibactériennes des extraits aqueux
et hydroéthanoliques de pollen contre des souches bactériennes de référence sélectionnees.
L'activité antimicrobienne sera déterminée par la méthode de diffusion en gelose (technique de
Kirby-Bauer), Cette méthode permet de mesurer les zones d'inhibition de croissance bactérienne et
de déterminer les concentrations minimales inhibitrices (CMI) des extraits testés (Balouiri et
al.,2016).

7.1. Origine des bactéries et conservation des souches

Les souches bactériennes utilisées dans cette étude ont été fournies par le laboratoire de
microbiologie de I'Université des Fréres Mentouri de Constantine. Pour I'évaluation de l'activité
antibactérienne, quatre souches bactériennes pathogénes de référence provenant de I'ATCC
(American Type Culture Collection) ont été sélectionnées, représentant a la fois des bactéries Gram-
positives et Gram-négatives (Tableau 08). Ce choix permet d'évaluer le spectre d'activité

antimicrobienne des extraits polliniques sur différents types de parois bactériennes.
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Tableau 08 : Souches bactériennes utilisées pour I'évaluation de I'activité antibactérienne.

Bactéries Classification Références ATCC
Escherichia coli Gram - ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Bacillus subtilis Gram * ATCC 6633
Staphylococcus aureus ATCC 25923

7.2. Conservation des bactéries

La conservation des souches bactériennes pures a été réalisée dans de petites boites de Pétri de
contact, stockées et conservées dans un réfrigérateur a une température de 4°C, permettant leur

maintien a I'état viable pour les tests ultérieurs d'activité antimicrobienne.
7.3. Stérilisation du matériel

L'ensemble du matériel utilisé (tubes Eppendorf, flacons en verre, pipettes graduées, tubes a
vis, embouts et disques de papier) a été préalablement enveloppé dans du papier aluminium puis

steérilisé a l'autoclave a 121°C pendant 15 minutes (Figure 08).

Figure 08 : Stérilisation du matériel par autoclave.
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7.4. Préparation des milieux de culture
v Eau physiologique stérile

L'eau physiologique a 0,9% a été préparée par dissolution de 9 g de NaCl dans 1000 ml d'eau
distillée. Apres dissolution compléte du sel, la solution a été répartie aseptiquement a raison de 9 ml
par tube a vis stérile, puis I'ensemble a été stérilisé a l'autoclave a 121°C pendant 15 minutes. Les

tubes ont été conservés a température ambiante jusqu'a utilisation (Figure 09).

Figure 09 : Préparation de ’eau physiologique a 0,9%.
v’ Gélose nutritive

La gélose nutritive a été préparée selon les recommandations du fabricant en suspendant 28 g
de poudre déshydratée dans 1000 ml d'eau distillée. Le mélange a été chauffé progressivement tout
en agitant continuellement jusqu'a dissolution compléte de la poudre, en évitant la formation de
grumeaux. Une fois la gélose compléetement dissoute et homogeéne, elle a été répartie dans des
flacons en verre propres et secs, puis fermés hermetiqguement. La stérilisation a éeté effectuee a
l'autoclave a 121°C pendant 15 minutes. Apres refroidissement, les flacons ont été conservés a

température ambiante pour utilisation ultérieure.



Partie Expérimentale Chapitre 111 : Matériels et méthodes

v" Bouillon nutritif

Le bouillon nutritif a été préparé en dissolvant 4 g de poudre déshydratée dans 500 ml d'eau
distillée (correspondant a 8 g pour 1000 ml selon les recommandations du fabricant). La dissolution
a été facilitée par agitation jusqu'a obtention d'une solution homogéne et limpide. Le bouillon
préparé a été réparti aseptiquement dans des tubes a vis stériles a raison de 9 ml par tube, puis
I'ensemble a été stérilisé a l'autoclave a 121°C pendant 15 minutes. Les tubes de bouillon stérilisé
ont été conservés a température ambiante jusqu'a leur utilisation pour la réactivation des souches

bactériennes.

Figure 10 : Préparation des milieux de culture : bouillon nutritif et gélose nutritive.
v Gélose Mueller-Hinton

La gélose Mueller-Hinton a été préparée en suspendant 38 g de poudre déshydratée dans 1000
ml d'eau distillée. Le mélange a été chauffé et agité vigoureusement jusqu'a dissolution complete du
solide, en veillant a éviter la formation de grumeaux. Une fois la gélose parfaitement dissoute, elle a
été répartie dans des flacons en verre stériles et fermés hermétiquement. La stérilisation a été
réalisée a l'autoclave a 121°C pendant 15 minutes (Figure 11). Aprés stérilisation et léger
refroidissement, la gélose a été coulée dans des boites de Pétri stériles, puis laissée solidifier a

température ambiante jusqu'a leur utilisation pour I’activité antibactérienne.

[ =]
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Figure 11 : Préparation de la gélose Muller Hinton (MH).

7.5. Préparation des dilutions d'extraits

Les solutions meres des extraits aqueux et hydroéthanolique de pollen ont été préparées a une
concentration de 200 mg/ml, puis diluées en facteur deux successivement dans le DMSO jusqu'a
obtenir la concentration finale de 25 mg/ml (Figure 12). La gentamicine a été utilisée comme

témoin positif et le DMSO comme témoin négatif.

Iy
Extraits de pollen Aqueux /Soxhelt
_.'-"—'_"‘-..,‘ \ "---'_._H l\ - \.)

200mgml  100mghil  Somgml  2Smgml

Figure 12 : Méthode de préparation des dilutions décimales des extraits de pollen.
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7.6. Repiquage et réactivation des souches bactériennes

Les souches bactériennes conservees ont été repiquées sur gélose nutritive fraiche afin de
vérifier leur viabilité et d'obtenir des cultures pures. Pour la réactivation, une colonie isolée de
chaque souche a été prélevée et inoculée dans du bouillon nutritif stérile (Figure 13). Les cultures
en bouillon et en boftes ont été incubées a 37°C pendant 18 a 24 heures pour avoir des cultures

jeunes et favoriser la croissance bactérienne et réactiver le métabolisme cellulaire

Figure 13 : Repiquage et réactivation des souches bactériennes.

7.7. Préparation de I'inoculum bactérien

A partir des cultures réactivées en bouillon nutritif, les souches bactériennes ont été
ensemencees sur gélose nutritive dans des boites de Pétri et incubées a 37°C pendant 24 heures pour
obtenir des cultures jeunes. Des colonies bien isolées ont été prélevees a l'aide d’une anse de platine
stérile et mises en suspension dans 9 ml d'eau physiologique stérile. La suspension pour chaque
bactérie a été ajustée pour obtenir une densité optique de 0,08 a 0,10 a 625 nm, correspondant a
environ 10® UFC/ml.
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7.8. Test d'activité antibactérienne

L'inoculum bactérien de chaque souche a été ensemence uniformément a la surface de la gélose
Mueller-Hinton a l'aide d'un écouvillon stérile par étalement en stries serrées dans trois directions
différentes pour assurer une répartition homogeéne. Des disques de papier Whatman stériles de 6
mm de diamétre ont été déposés délicatement sur la surface de la gélose a l'aide d'une pince stérile
et imbibé dans I’éthanol, en respectant une distance suffisante entre chaque disque.

Chaque extrait (aqueux et hydroéthanolique) de pollen a été testé individuellement puis en
combinaison avec les huiles essenticlles de myrte et de lavande. Un volume de 10 pul de chaque
solution d'extrait a été déposé précisément au centre de chaque disque a I'aide d'une micropipette en
embouts stérilisées. Les témoins positifs (Gentamicine) et négatifs (DMSO) ont été appliqués selon
le méme protocole (Figure 14). Chaque test a été réalisé en triplicata avec trois répétitions
indépendantes pour assurer la reproductibilité des résultats. Apres une période de diffusion de 20
minutes a température ambiante permettant l'imprégnation des extraits dans le papier et leur

diffusion initiale dans la gélose, les boites de Pétri ont €té retournées et incubées a 37°C pendant 24

heures.
e B
) ot |
|4 . : )
IR # Les suspension bactéreinnes standarisées
g (0,5Mc Farland )dans 9ml d'eau
[ 2] | physiologique
Coulage et marquage des boites Ensemencement I' inoculum g )
par milieu Mueller Hinton par Ecouvillonnage
/ y
Dépaosition des disques de 6mm et Déposer 10p1 de les EIﬂ:ﬂits AQ/Sox
disque de témoin +(CN) et témoin - du pollen sur les disques

(DMS0)

Figure 14 : Protocole de I’évaluation de I’activité antibactérienne d’extraits de pollen.
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7.9. Lecture des résultats

Apres la période d'incubation, l'activité antibactérienne a été évaluée par la mesure des zones
d'inhibition de la croissance bactérienne autour de chaque disque. Les diametres des halos
d'inhibition ont été mesurés avec précision a l'aide d'un pied a coulisse, en prenant la moyenne de
deux mesures perpendiculaires pour chaque zone (Figure 15). Les résultats ont été exprimés en
millimétres (mm) et comparés entre les différents extraits testés, leurs combinaisons avec les huiles

essentielles, ainsi qu'avec les témoins positifs et négatifs.

IH Incuabtion des boites 3 I'étuve pendant 24hY, a 37°C §

Lecture et mesure les diamétres
d'inhbition avec pied a coulisse

ii . |

_z

//
/

. N\ " /
N

Figure 15 : Méthode de lecture et mesure les zones d’inhibition.
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8. Echantillonnage du lait

Dans le cadre de cette étude, des échantillons de lait cru ont été prélevés au niveau de la ferme
Boujouada située dans la commune de Tassadane Haddada, dans la région de Mila (Nord-Est
algérien). Le site se situe a une altitude de 505 metres, avec des coordonnées géographiques de la
ferme sont 36,51535° de latitude Nord et 5,78770° de longitude Est. Ce positionnement
géographique permet d'obtenir des données météorologiques et environnementales précises afin
d’évaluer I’'impact de I’environnement local sur la qualité du lait produit dans cette zone. La figure

suivante présente 1’image satellite du secteur de prélévement (Figurel6).

Figure 16 : Site de prélevement du lait : ferme Boujouada -commune de Tassadane Haddada-Mila.

8.1. Préléevement du lait

Avant chaque session de traite, les trayons de la vache ont été soigneusement lavés a 1’eau tiede
puis désinfectés a I’aide d’une solution antiseptique douce afin de minimiser le risque de
contamination bactérienne. Les premiers jets de lait, susceptibles de contenir des impuretés, ont été
écartés. Ensuite, un total de 1 litres de lait cru a été collecté de maniere homogene a partir des
quatre quartiers de la mamelle (Figure 17). Le lait recueilli a immédiatement été placé dans des
flacons stériles, puis transporté sous chaine de froid, dans une glaciere a température contrélée

(environ 4 °C), jusqu’au laboratoire pour les analyses microbiologiques et physico-chimiques.
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Figure 17 : Photographie de la vache d’étude.

8.2. Caractéristiques de la vache d’étude

Les principales caractéristiques de la vache laitiere utilisée dans cette expérience sont
présentées dans le tableau ci-dessous :

Tableau 09 : Fiche technique de la vache de prélevement.

Race Montbéliarde
Robe Pie Rouge
Age 2 ans et demi

Suivie mensuellement par un vétérinaire

Santé Vaccination a jour

Deux traites quotidiennes (matin et soir)

Production Laitiére Environ 12,5 Litre par jour

Régime mixte : foin sec, herbe péaturée, eau fraiche

disponible en continu, complément alimentaire.

[
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FTAM
Flore Lactique

jour jour jour jour jour
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FTAM FTAM
FTAM Flore Lactique Flore Lactique
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FTAM : Flore mésophile aérobie totale
Mesures prises a J0, J2, J4, J6, J8.

Figure 18 : Suivie de la croissance microbienne (FTAM et flore lactique) dans le lait enrichi en

extraits de pollen.

Le 20 avril 2025, une étude expérimentale a ét€ mise en place afin d’évaluer I’impact de 1’ajout
d’extrait aqueux de pollen sur la croissance microbienne de la flore totale aérobie mésophile
(FTAM) ainsi que de flores lactique dans du lait cru de vache. Des concentrations variables
d’extrait ont été utilisées dans le but de déterminer leur efficacité potentielle en tant qu’agents
antimicrobiens naturels. Les échantillons de lait, préparés avec ou sans addition d’extraits, ont été
conservés a une température contrélée de 4 °C pendant une durée de 8 jours. Des prélevements ont
¢été réalisés a intervalles réguliers (0, 2, 4, 6 et 8 jours) pour suivre 1’évolution de la charge

bactérienne (Figure 18).

Cette étude vise a explorer le potentiel des extraits aqueux de pollen, issus de produits apicoles
naturels, comme agents antimicrobiens dans la conservation du lait cru, dans I’objectif de réduire

I’utilisation de conservateurs chimiques et de valoriser des alternatives d’origine biologique.
9.1. Stérilisation d’extrait aqueux de pollen par filtration

Avant leur incorporation dans le lait, I’extrait aqueux de pollen fraichement préparés ont subi
un processus de filtration stérile. Aprés une premiére filtration sous vide, I’extrait a été passé a
travers des filtres de seringue stériles (porosit¢ de 0,22 pum), permettant 1’élimination de toute
charge microbienne sans altérer la composition bioactive des extraits. Cette étape cruciale vise a
garantir que l'effet antimicrobien observé est exclusivement attribuable aux composes bioactifs du

pollen, et non a une contamination résiduelle.
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9.2. Ajout d’extrait aqueux de pollen au lait cru

La préparation des échantillons destinés a I’analyse microbiologique a été réalisée a ’aide de
flacons en verre stérilisés au préalable par autoclavage. Apres agitation homogene du lait cru, des
volumes de 90 ml et 95 ml ont été prélevés a I’aide d’une éprouvette graduée stérile, puis transférés
dans des flacons contenant respectivement 10 ml et 5 ml d’extrait aqueux de pollen filtré et stérile
(Figure 19). Ces mélanges ont permis d’obtenir des concentrations finales de 10 % et 5% (v/v)
d’extrait dans le lait. Un flacon témoin, constitué uniquement de 100 ml de lait cru sans ajout, a été
préparé dans les mémes conditions. Afin de garantir la stérilité tout au long de la procédure, les cols
des flacons ont été brievement passés a la flamme d’un bec Bunsen avant et aprés 1’ajout de lait,

puis chaque flacon a été hermétiquement refermé et étiqueté de facon précise pour assurer un suivi

rigoureux.
)
Pollen extrait Aqueu | Pollen en poudre
5 Ajout dextrai stérilisée Sml et
. 10ml au 95ml et 90ml de lait cru
4 |
=
Lait +5%
e Q 4 Lax+1%
J { 3 } pedien
B B \
£ (% )
Filn-ationr sous vide Récupération de filtrat aquen  Stérilisation d'extrait aqueu
d'extrait aqueu de pollen  de pollen pollen avec filtre seringue
stérile

Figure 19 : Stérilisation et ajout de ’extraits aqueux de pollen au lait cru.
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9.3. Préparation des dilutions décimales

Pour I’analyse microbiologique, des dilutions décimales ont été préparées a partir des
¢chantillons de lait enrichi. La procédure a consisté a prélever 1 mL d’échantillon, a le diluer dans
9 mL de solution saline stérile (0,85 % NaCl), puis a effectuer des dilutions successives jusqu’a
obtenir des concentrations allant de 10~ a 10~ (Figure 20). Toutes les manipulations ont été
réalisées dans la zone stérile de bec bunsen afin de garantir des conditions d’asepsie rigoureuses
(Ryu et al., 2021).

Figure 20 : Préparation des séries de dilutions des échantillons de lait.

v" Mode opératoire

Pour initier la préparation des dilutions décimales, 1 mL de lait enrichi est transféré dans un
tube a vis stérile contenant 9 mL de solution physiologique stérile (NaCl 0,85 %), constituant ainsi
la premiére dilution au facteur 107'. Le mélange est homogénéisé a I’aide d’un vortex pendant
quelques secondes. A partir de cette solution, des dilutions successives sont réalisées en transférant
I mL de la dilution précédente dans 9 mL de solution saline fraichement préparée, jusqu’a

I’obtention de la dilution finale souhaitée a 1075 (Figure 21).
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Figure 21 : Méthode de la préparation des dilution décimales.

9.4. Préparation des milieux de cultures

v' Milieu MRS

Le milieu MRS (Man, Rogosa et Sharpe) a été préparé en suspendant 55,5 g de poudre
déshydratée dans 1000 ml d'eau distillée. Le mélange a été chauffé progressivement tout en agitant
continuellement jusqu'a dissolution compléte de la poudre, en veillant a éviter la formation de
grumeaux. Une fois le milieu complétement dissous et homogene, il a été réparti dans des flacons
en verre propres et secs, puis fermés hermetiqguement. La stérilisation a été effectuée a l'autoclave a
121°C pendant 15 minutes. Apres refroidissement, le milieu a été stocké a température ambiante

jusqu’a utilisation ultérieure dans le dénombrement de la flore lactique.
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v" Milieu PCA (Plate Count Agar)

Le milieu PCA a été préparé selon les recommandations du fabricant en suspendant 22,5 g de
poudre déshydratée dans 1000 ml d'eau distillée. Le mélange a été chauffé et agité vigoureusement
jusqu'a dissolution compléte du solide, en évitant la formation d'agrégats. Une fois la gélose
parfaitement dissoute et le mélange homogene, elle a été répartie dans des flacons en verre stériles
et fermés hermétiquement. La stérilisation a été réalisée a l'autoclave a 121°C pendant 15 minutes.
Apres stérilisation et léger refroidissement, la gélose a été conserver a température ambiante avant
d'étre utilisés dans le dénombrement de la FTAM.

Figure 22 : Préparation des milieux de culture PCA et MRS.

9.5. Dénombrement de la flore totale aérobie mésophile (FTAM)

Le dénombrement de la flore totale aérobie mésophile (FTAM) constitue une méthode standard
pour évaluer la charge microbienne globale du lait cru, révélatrice de sa qualité hygiénique. Il
repose sur la mise en culture des micro-organismes aérobies mésophiles capables de croitre a 30 °C
sur gélose nutritive, aprés ensemencement en profondeur. Cette méthode est normalisée selon la
norme (ISO 4833-1:2013), largement utilisee pour le contr6le microbiologique des denrées

alimentaires.
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v Mode opératoire

Un millilitre de lait cru est prélevé aseptiquement et introduit dans 9 ml de solution
physiologique stérile pour réaliser une premiére dilution décimale (10™"). A partir de cette dilution,
une série de dilutions successives jusqu’a 10~ est préparée dans les mémes conditions, en
respectant une agitation douce entre chaque étape. Pour chaque dilution préparée, 0,1 ml est
transféré dans une boite de Pétri stérile, puis 15 a 20 ml de gélose PCA (Plate Count Agar) fondue
et refroidie a environ 45 °C y sont ajoutés. Le mélange est homogénéis¢ doucement par rotation
circulaire pour assurer une repartition uniforme des micro-organismes. Aprés solidification
compléte & température ambiante, les boites sont incubées en position inversée dans une étuve

réglée a 37 °C pendant 48 heures (Figure 23).
9.6. Lecture des résultats et détermination du nombre UFC/mI

A Tissue de Iincubation, seules les boites contenantes entre 15 et 300 colonies sont retenues

pour le dénombrement.

= Lorsque les résultats proviennent d’une seule boite exploitable, le nombre d’UFC/ml est calculé

a I’aide de la formule :
Cn = (nombre d’UFC comptées / volume d’inoculum déposé) x facteur de dilution.
= En cas de deux boites exploitables a une méme dilution, la formule appliquée est :

Cn = (somme des UFC comptées / 1,1 x volume d’inoculum dépos¢) x facteur de dilution le plus

faible (Fereja et al.,2023).
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9.7. Dénombrement de la flore lactique totale

Le dénombrement de la flore lactique dans le lait cru permet de quantifier les bactéries
bénéfiques responsables de la fermentation lactique, notamment les lactobacilles, lactocoques et
entérocoques. Ces micro-organismes sont cultivés sur le milieu MRS (de Man, Rogosa et Sharpe),
un substrat sélectif favorisant leur croissance, aprés ensemencement en masse et incubation a 37 °C
pendant 48 heures. Cette méthode est reconnue pour son efficacité dans I’évaluation de la flore

lactique dans les produits laitiers (Cheriguene et al., 2007).

9.8. Mode opératoire

Une dilution initiale est obtenue en transférant 1 ml de 1’échantillon de lait dans 9 ml de
solution physiologique stérile, constituant la dilution 10!, A partir de cette solution, deux autres
dilutions successives sont réalisées pour atteindre 102 et 10~ 3. A partir de chacune des dilutions, un
volume de 0,1 ml est prélevé et introduit au centre d’une boite de Pétri stérile. Ensuite, 15 a 20 ml
de gélose MRS, préalablement fondue et maintenue a 45 °C, sont verses dans chaque boite. Le
contenu est homogénéisé doucement a 1’aide de mouvements circulaires pour bien répartir les
bactéries dans tout le milieu. Les boites sont ensuite laissées a température ambiante pour permettre
la solidification de la gélose, puis incubées a 37 °C pendant 48 heures dans une étuve, en position

inversée.

9.9. Lecture des résultats

Apreés incubation, les colonies typiques des bactéries lactiques ont été comptees, et les résultats

exprimés en UFC/mL, a partir des dilutions dont le nombre de colonies se situait dans I’intervalle

de fiabilité (30 & 300).
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Figure 23 : Protocole et étapes de le suivie de la croissance de la flore mésophile aérobie totale.
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10. Analyse biomathématique

L’analyse biomathématique, issue de la microbiologie prédictive, permet de modéliser la
croissance microbienne dans les aliments afin de mieux comprendre leur évolution au cours du
temps. Dans cette étude, un modéle primaire a été utilisé pour évaluer la dynamique de la flore
totale mésophile dans le lait supplémenté en extrait de pollen : le modéle de Baranyi et Roberts
(Baranyi et Roberts, 1995).

Le modéle de Baranyi et Roberts a été appliqué a partir des données de la base Combase,
préalablement converties en échelle logarithmique (logio) a I’aide d’Excel. Les paramétres
microbiens estimés incluaient la concentration initiale, la phase de latence, la vitesse de croissance
maximale (umax) et la population maximale. La qualité de I’ajustement a été vérifice a I’aide du
coefficient de détermination (R?) et de I’écart-type de I’ajustement (SE of Fit), avec une

visualisation graphique réaliseée sous GraphPad Prism 9.0.
11. Analyse des parametres physique du lait
11.1. Contréle du ph

Le pH est une mesure de I’activité¢ des ions hydrogene (H") présents dans une solution et
constitue un indicateur fondamental de I’acidité¢ du lait. Un lait est généralement considéré comme
frais lorsque son pH se situe entre 6,6 et 6,8, plage dans laquelle il présente un bon état de
conservation et une stabilité microbiologique satisfaisante (Sboui et al., 2010). Dans le cadre de
cette étude, le pH des échantillons a été mesuré a ’aide d’un pH-metre électronique étalonng, a
intervalles réguliers de 48 heures, afin de suivre I’évolution de I’acidité au cours du temps de

stockage.
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Un volume de 10 ml d’échantillon a été prélevé a I’aide d’une pipette stérile et transféré dans
un bécher propre. Le pH a été mesuré a température ambiante a I’aide d’un pH-metre électronique.
Avant chaque série de mesures, I’appareil a été soigneusement rincé et calibré a I’eau distillée afin
de garantir la fiabilité des lectures, conformément aux bonnes pratiques de laboratoire. La sonde a
été immergée dans chaque échantillon en assurant un bon contact sans formation de bulles, puis
maintenue jusqu’a stabilisation de la valeur mesurée. Entre chaque mesure, la sonde a été rincée
avec de I’eau distillée pour éviter les erreurs de mesure liées aux résidus d’échantillons précédents.

Trois mesures ont été réalisées pour chaque échantillon, et la moyenne a été calculée afin d’obtenir

une valeur représentative et reproductible du pH (Figure 24).

Figure 24 : Suivie et mesure du PH du lait réfrigéré a 4°Cet supplémenté avec I’extraits de pollen

pendant 8jour de stockage.
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11.2. Contrdle de ’acidité titrable

L’évaluation de I’acidité du lait repose sur un titrage acido-basique nécessitant la préparation
de réactifs adaptés. La solution titrante est obtenue en dissolvant précisément 4,445 g de pastilles
d’hydroxyde de sodium (NaOH N/9) dans 1 litre d’eau distillée, sous agitation modérée pour
assurer une dissolution homogéne. La solution indicatrice est préparée en dissolvant 0,1 g de
phénolphtaléine pure dans 9,5 mL d’éthanol a 95 %, puis complétée avec de I’eau distillée jusqu’a
10 mL. Pour chaque analyse, 10 mL de lait t¢émoin ou supplémenté sont placés dans un bécher, puis
trois a quatre gouttes de phénolphtaléine sont ajoutées. La solution de NaOH N/9 est alors versée
goutte a goutte sous agitation constante jusqu’a I’apparition d’une coloration rosée stable pour le
lait témoin, ou d’une teinte jaune clair a foncée pour les échantillons supplémentés, selon la
concentration de pollen ajoutée. Ce protocole est répété a intervalles reguliers pour chaque
préelevement (Figure 25).

Enfin, P’acidité est exprimée en degrés Dornic (°D), ou 1 °D correspond a 0,1 g d’acide lactique

par litre de lait, et elle est calculée selon la formule :
A=V x10

Ou A représenté I’acidité en °D et V le volume en mL de solution de NaOH N/9 utilisé pour

atteindre le point de virage (Fabro et al., 2006).
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Figure 25 : Montage de la titration et mesure d’acidité de lait.
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Résultats et discussion
1. Rendement et aspects des extraits

L’évaluation du rendement d’extraction a été réalisée a partir de 82,65 g de pollen brut. Deux
types d’extraits ont été obtenus : un extrait aqueux préparé par macération simple, et un extrait
hydroéthanolique obtenu par extraction Soxhlet avec de I’éthanol absolu. Les rendements obtenus

ont été respectivement de 18,91 % pour I’extrait aqueux et 5,59 % pour I’extrait hydroéthanolique.

L’extrait aqueux se présente sous forme de poudre jaune clair, non visqueuse, avec une odeur
florale intense et un gol(t rappelant le miel sans en avoir la douceur. Quant a Dextrait
hydroéthanolique, il est de texture cireuse, de couleur jaune foncé a brun, et évoque visuellement et
olfactivement la cire d’abeille, ce qui reflete probablement une richesse en composés lipidiques et

hydrophobes.

Dans la littérature, plusieurs études confirment la variabilité des rendements selon les solvants
et la méthode d’extraction. Lawang et al. (2021) ont observé des rendements significatifs avec des
extraits aqueux de pollen d’abeille, soulignant 1’efficacité¢ de I’eau pour solubiliser les composés
phénoliques et glucidiques. De méme, Oroian et al. (2020) ont rapporté un rendement de 21,8 %
pour une extraction a I’eau et au méthanol (80 %) assistée par ultrasons, résultat proche de notre
rendement aqueux. Concernant I’extraction au méthanol, Avelr et al. (2023) ont obtenu un
rendement de 25,4 % a partir de pollen de Typha domingensis, tandis que lzol et al. (2021)
rapportent un rendement plus modeste de 13 % pour une extraction hydroéthanolique classique de

pollen de Bingél (Turquie).

En comparaison, notre rendement aqueux est compétitif, malgré I’'utilisation d’une masse
réduite de 62,5 g de pollen, contre les 82,65 g utilisés pour le Soxhlet éthanolique. Cette différence
pourrait s’expliquer par la plus grande affinité¢ de I’eau pour les composés hydrosolubles comme les
flavonoides, tanins et polysaccharides, alors que les solvants organiques comme le méthanol
extraient principalement des substances moins polaires (lipides, pigments, cires). Une étude menée
par Dai et al. (2010) confirme que le choix du solvant influence directement la polarité des

composeés extraits, ce qui corrobore les caractéristiques sensorielles distinctes des deux extraits.
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2.1. Teneur en composés polyphénoliques totaux

Le dosage spectrophotométrique a permis de quantifier les composés phénoliques totaux (CPT)
dans les extraits aqueux et hydroéthanoliques de pollen (Figure 26 ; Tableau 10). Les résultats sont
exprimés en mg d’équivalent acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g Extrait), a partir de la
courbe d’étalonnage obtenue avec I’acide gallique comme standard (Figure 27). La teneur a été
calculée selon I’équation de régression suivante : (y =0,0087x+0,0219) avec un coefficient R?
=0,9934.

Teneur en composées polyphénoliques totaux
(LgEAG/mgEXt)
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Figure 26 : Teneur en composés phénoliques totaux dans les extraits de pollen.

Tableau 10 : Quantification des CPT dans les extraits de pollen.

Extrait de pollen = Teneurs en CPT (ug Eq AG/ mg d'extrait)

Agueux 19,89 £ 0,39

Hydroéthanolique 27,83 £ 0,47
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Figure 27 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

Les résultats obtenus montrent une variation notable des teneurs en CPT selon le type d’extrait
utilisé. Pour I’extrait aqueux, la teneur est de 19,89 +0,39 mg Eq AG/g. Cette valeur reste dans
I’intervalle rapporté par Végh et al. (2023), qui ont trouve des concentrations comprises entre 9,41
et 27,49 mg Eq AG/g pour des extraits aqueux de pollen multifloral récolté en Hongrie. D’autres
travaux, comme celui de Sawicki et al. (2022), confirment également des teneurs similaires dans
des extraits de produits de la ruche. De plus, Hemmami et al. (2020) ont observé des teneurs plus
faibles allant de 3,80 a 9,16 mg Eq AG/g pour des extraits méthanoliques de pollen algérien, ce

qui souligne I’efficacité de I’eau comme solvant dans certaines conditions.

En ce qui concerne ’extrait hydroéthanolique, la valeur mesurée est de 27,83 £0,47 mg Eq
AG/g. Elle est plus élevée que celle de I’extrait aqueux, ce qui montre que le solvant éthanol
améliore le pouvoir d’extraction des polyphénols. Djelloul (2025) a rapporté une teneur moyenne
de 26,23 mg Eq AG/g pour des extraits hydroéthanoliques de pollen algérien, ce qui est trés
proche de notre résultat. Cela confirme que ce type de solvant permet d’extraire une plus grande

quantité de composes phénoliques.

Selon Mosi¢ et al. (2019), I'utilisation de solvants mixtes permet d’optimiser 1’extraction de
ces composes grace a une meilleure pénétration dans la structure du pollen et une solubilité plus
large des différents types de polyphénols. Nos résultats confirment donc que [extrait

hydroéthanolique présente une meilleure efficacité d’extraction des polyphénols totaux.

[ =]
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2.2. Teneur en flavonoides totaux

La teneur en flavonoides totaux des extraits a été déterminée a I'aide de la méthode
colorimétrique avec la quercétine comme étalon de référence. La courbe d’étalonnage, obtenue a

partir de différentes concentrations standards, est présentée a la (Figure 28).

Courbe d'étallonnage des flavonoides
0.8
0.7 y = 0,0351x + 0,0055
R2=0,9986
0.6
0.5
0.4
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Absorbance a 430 nm

0.2

0.1
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Figure 28 : Courbe d’étalonnage de la quercétine.

Tableau 11 : Quantification des composés flavonoiques dans les extraits de pollen.

Extrait de pollen Teneurs en flavonoides totaux (ug EQ/ mg d'extrait)
Agueux 6.03 £ 0,04
Hydroéthanolique 8.31+£0,17

A partir de cette courbe, la concentration en flavonoides des échantillons a été calculée selon
I’équation de régression suivante : (y=0,0351x+0,0055), avec un coefficient de détermination
R2=0,9986 indiquant une excellente linéarité. Les résultats finaux, exprimés en microgrammes
équivalents de quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg), sont illustrés dans la (Figure 29 ;

Tableaull).
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Figure 29 : Teneur en Flavonoides totaux dans les extraits de pollen.

L’analyse quantitative des flavonoides a révélé une différence significative entre les deux
extraits testés. L’extrait hydroéthanolique s’est avéré plus riche, avec une concentration moyenne de
8,31 £0,17 ug EQ/mg, contre 6,03 +0,04 ng EQ/mg pour I’extrait aqueux. Ces résultats suggerent
une meilleure capacité de I’éthanol a extraire les flavonoides, ce qui corrobore les données de la
littérature. En effet, Chen et al. (2021) ont démontré qu’un solvant a 75 % d’éthanol permettait
d’obtenir 8,99 mg QE/g de flavonoides totaux dans le pollen d’Actinidia arguta, un niveau bien
supérieur a celui de I’extraction aqueuse. De méme, Ma et al. (2015) ont montré qu’une extraction
par Soxhlet avec 60 % d’éthanol appliquée au pollen de colza permettait d’atteindre une

concentration avoisinant 10 mg QE/g.

En ce qui concerne I’extrait aqueux, bien qu’il présente une teneur plus faible, cette valeur reste
pertinente. En ce qui concerne ’extrait aqueux, bien qu’il présente une teneur plus faible, cette
valeur reste pertinente. Une étude turque menée sur des pollens collectés dans plusieurs régions
(Mugla, Trabzon et Mersin) a rapporté des teneurs en flavonoides variant de 3,72 a 4,97 mg QE/g,
confirmant que I’eau peut extraire une part notable de flavonoides, mais de fagcon moins efficace
que 1’éthanol (Nisbet & Tabatabaei, 2021). Ainsi, la valeur de 6,03 ng EQ/mg observée s’intégre

dans cette fourchette, reflétant un rendement respectable pour une extraction aqueuse.

La performance supérieure de ’extrait hydroéthanolique obtenu par Soxhlet pourrait étre
attribuée a I'effet thermique et a la circulation continue du solvant, qui favorisent la rupture des

parois cellulaires du pollen et la libération des flavonoides (Da Porto et al., 2013).
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3. Activites biologiques
3.1. Activité antioxydante

Les résultats du test de piégeage du radical DPPH par les extraits de pollen ont été exprimes par
les moyennes des pourcentages d’inhibition obtenus lors de trois répétitions indépendantes sont
résumeé dans les (Figures 30et 31). Les courbes montrent que les extraits aqueux et
hydroéthanoliques de pollen ont une activité antioxydante dose-dépendante. L’extrait
hydroéthanolique est plus efficace, atteignant un pourcentage d’inhibition proche de la vitamine C,
tandis que I’extrait aqueux reste moins actif. Cette différence souligne I’influence du solvant sur

I’extraction des composés antioxydants.
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Figure 30 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH par I’extrait aqueux de pollen.
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Figure 31 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH par I’extrait hydroéthanolique de pollen.
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Les valeurs des Clso ont été calculées a partir des courbes de régression linéaire, avec un
coefficient de détermination (R2) de l'acide ascorbique, utilisé comme antioxydant de référence, a

permis de situer ’efficacité relative des extraits testés. Les résultats sont présentés dans le
Tableaul?.
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Tableau 12 : Valeurs des Clso des extraits de pollen.

Extraits Ext aqueux Ext Hydroéthanolique Acide ascorbique Vit C

Cl sopg/mi >200 85,99 + 0,22 3,42+0,02

L’extrait hydroéthanolique de pollen, obtenu par extraction en continu a I’é¢thanol via un
montage Soxhlet, a montré une activité antioxydante marquée avec une Clso de 85,99 ng/ml. Cette
valeur se situe dans la fourchette inférieure des Clso rapportées dans la littérature, notamment dans
I’é¢tude de Kanar et Maz (2019), ou un extrait multifloral frais de Turquie présentait une Clso de
0,29 mg/ml (soit 290 pg/ml), ce qui est environ trois fois moins actif que notre extrait. D’autres
extraits hydroéthanoliques, comme ceux analysés par Ozcan et al. (2019), ont révélé des taux
d’inhibition DPPH de 60 a 81 %, ce qui est cohérent avec une activité antioxydante élevée. Ces
résultats confirment I'efficacité de I'éthanol comme solvant pour I'extraction des polyphénols, en

particulier ceux peu solubles dans I’eau.
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En comparaison, I’extrait aqueux de pollen, obtenu par macération, a affich¢ une Clso de 338,04
pg/ml, soit une activité antioxydante significativement plus faible. Cette différence peut s'expliquer
par la faible capacité de ’eau a extraire certains composés hydrophobes antioxydants, Dans 1’étude
de Fatrcova-Sramkova et al. (2016), les extraits aqueux de pollen de tournesol présentaient un
taux d'inhibition DPPH entre 47,97 % et 50,46 %, ce qui reste inférieur aux extraits
hydroalcooliques. Une analyse plus poussée par Dulger Altiner et al. (2020) a également montré
que la biodisponibilité des antioxydants était plus élevée dans les extraits éthanoliques que dans les

extraits aqueux, en raison de la meilleure stabilité et solubilité des flavonoides dans I’éthanol.

La comparaison directe entre nos deux extraits montre que I’extrait hydroéthanolique est
environ quatre fois plus efficace que I’extrait aqueux, selon les valeurs de Clso mesurées. Ce constat
rejoint celui de De-Melo et al. (2018), qui ont observé une capacité antioxydante nettement
supérieure dans les extraits obtenus par solvants organiques. Ces résultats soulignent I’importance
du choix du solvant dans I’optimisation de I’extraction des composés bioactifs responsables de

I’activité antioxydante.
3.2. Activité antibactérienne

Nous avons mené une ¢tude afin d’évaluer I’activité antibactérienne des extraits aqueux et
hydroéthanoliques de pollen sur quatre souches bactériennes différentes. Cette analyse avait pour
objectif de déterminer le potentiel inhibiteur de ces extraits vis-a-vis de la croissance bactérienne, et

de comparer I’efficacité de chaque type d’extrait selon la souche testée (figure 33).

Figure 32 : Photo représentant les zones d’inhibition exercée par les extraits de pollen sur

Les souches bactériennes testées.

[
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Tableau 13 : Diamétres des zones d’inhibition des souches bactériennes testés par les extraits de pollen.

Diameétres des zones d’inhibition (mm)

Abréviation A B C D

Extrait Souches bactériennes
Concentration (mg/ml) 200 100 50 25

Escherichia coli - - - .
ATCC 25922

Pseudomonas Gram- 9,25+0,1 - - -
aeruginosa
ATCC 27853

Staphylococcus 11,78+6,8 - - -
aureus
ATCC 25923 Gram+

Extrait Aqueux

Bacillus subtilis 15,6+0,15 11,27+0,62  10,44%+0,96 9,25+0,1
ATCC 6633

Escherichia coli - - - .
ATCC 25922

Pseudomonas
aeruginosa Gram- - - - -
ATCC 27853

Staphylococcus 8,91+0,52  8,69+0,04 8,51+0,07 7,36£0,27
aureus
ATCC 25923 Gram+

Extrait Hydroéthanolique

Bacillus subtilis 11,86+0,69 9,49+0,15 8,69+0,16 8,57+0,04
ATCC 6633

- : aucune zone (ou Di < 6 mm).

Les résultats obtenus (tableau 13) démontrent une activité antibactérienne variable des extraits
de pollen selon leur nature (aqueux ou hydroéthanolique), la concentration utilisée et la souche

bactérienne testée.
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L’extrait aqueux a révélé une activité antibactérienne modérée, principalement dirigée contre
les souches Gram positives. L’inhibition la plus marquée a été observée contre Bacillus subtilis,
avec une zone de 15,6+£0,15mm a 200 mg/ml, suivie de 11,27+0,62mm a 100 mg/ml.
Staphylococcus aureus a également montré une sensibilité, avec un diamétre de 11,78 £ 6,8 mm a la
concentration maximale. En revanche, aucune activité n’a été détectée contre Escherichia coli ni
contre Pseudomonas aeruginosa. Comparativement, la gentamicine a produit des zones d’inhibition

nettement supérieures : 26,78 mm contre B. subtilis et 13,01 mm contre S. aureus.

L’extrait hydroéthanolique a présenté¢ une activité antibactérienne plus faible que I’extrait
aqueux sur les souches Gram positives testées. Contre Bacillus subtilis, la zone d’inhibition
maximale atteignait 11,86+0,69 mm a 200mg/ml, diminuant progressivement avec la
concentration. Pour Staphylococcus aureus, I’effet était plus limité, avec un maximum de
8,91+£0,52 mm a 200 mg/ml. Aucune inhibition n’a été observée contre Escherichia coli ni contre
Pseudomonas aeruginosa, mettant en évidence la résistance des bactéries Gram négatives face a ces
extraits bruts. Ces résultats suggeérent que I’extrait aqueux posseéde une meilleure efficacité

antibactérienne dans ce contexte expérimental.

Nos résultats rejoignent ceux de Gercek et al. (2022), issus de Bayburt, Turquie qui ont
rapporté des zones d’inhibition de 15-18 mm contre B.cereus et S. aureus avec un extrait
hydroéthanolique a 20 mg/ml, une fourchette trés proche de celle observée dans notre étude. De
méme, Jilo (2021), extrait de pollen recueilli en Ethiopie a montré des zones d’inhibition de 18-
19 mm contre S. aureus avec des extraits aqueux et éthanoliques comparables, et une inhibition
prédominante de B. subtilis par I’extrait aqueux, en accord avec la répartition d’activité entre nos
deux extraits. Enfin, I’¢tude de Pascoal et al. (2014) confirme que les diamétres d’inhibition varient
entre 8 et 16 mm selon la méthode d’extraction et la concentration utilisée, en parfait accord avec

nos valeurs expérimentales.

En somme, les différences d’efficacité observées entre les deux extraits s’expliquent par leur
composition et la nature des bactéries cibles. L’efficacité supérieure de I’extrait aqueux, notamment
contre Bacillus subtilis, pourrait s’expliquer par 1’extraction de composés hydrosolubles actifs
comme certains acides phénoliques. Selon Gergek et al. (2022), le pollen de Pinus nigra de
Turquie présente un extrait aqueux riche en phénols (173,5 mg GAE/g) et flavonoides (79,2 mg
QE/g), capable d’inhiber efficacement des souches Gram+. Ceci montre qu’un extrait non
alcoolique peut étre actif si les composés sont solubles dans 1’eau, ce qui justifie les résultats

observés sur les bactéries Gram+, dont la paroi plus perméable facilite I’action de ces molécules.
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4. Parametres physiques du lait additionné d’extrait de pollen
4.1. Controle de pH

Dans cette etude, nous avons mesureé les variations du pH de lait cru enrichi en extrait aqueux
de pollen, stocké a 4 °C, a deux concentrations (C1 = 5 mg/mL et C2 =10 mg/mL), comparativement
a un echantillon témoin non additionné. Ces analyses visent a évaluer I’effet du pollen sur
I’évolution de I’acidité du lait au cours de la conservation et a envisager son potentiel comme

additif naturel stabilisant (Figure 33).
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Figure 33 : Variation du pH durant le stockage a froid du lait enrichi en extrait aqueux de pollen
(4 °C) -Témoin (T), C1 =5 mg/mL, C2 = 10 mg/mL.

En examinant les données de pH pour chaque échantillon de lait, on peut observer les variations
suivantes :

Au jour 0, les valeurs de pH pour tous les échantillons de lait étaient comprises entre 6,70 et 6,84.
Cette observation indique que les échantillons étaient dans la plage normale pour le lait frais, qui est
de 6,6 a 6,8, comme mentionné dans 1’étude de Lounis et Harfouche (2022) sur le lait cru
commercialisé en Algérie. Cela montre que I’ajout d’extrait aqueux de pollen n’a pas d’effet

immédiat sur 1’acidité du lait.

Au jour 2, on observe une augmentation du pH dans les échantillons enrichis : 6,89 pour C1 et 7,10
pour C2, tandis que le témoin affiche une légeére diminution a6,65. Cette ¢élévation pourrait
s’expliquer par I’effet antimicrobien des composés bioactifs du pollen, ralentissant la production

d’acide lactique.
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Au jour 4, les pH de C1 et C2 se stabilisent & 6,70 et 6,77 respectivement, tandis que le témoin
atteint 6,67. Cette différence suggere une acidification moins marquée dans les échantillons
enrichis.

Au jour 6, une diminution est observée pour tous les échantillons : 6,53 pour le témoin, 6,60 pour
C1, et 6,71 pour C2. Le maintien de valeurs plus élevées dans les échantillons enrichis confirme

I’effet modulateur du pollen.

Au jour 8, les valeurs de pH chutent a 5,89 (témoin), 5,87 (C1), et 5,94 (C2). Le lait enrichi avec
10 mg/mL d’extrait de pollen conserve un pH supérieur a celui du témoin, indiquant un
ralentissement de I’acidification. Ces résultats sont en accord avec ceux de Yerlikaya (2014), qui a
montré que 1’ajout de pollen dans des boissons lactées permettait de stabiliser le pH pendant la

conservation grace a ses proprietes antimicrobiennes.

Ces résultats suggerent que 1’ajout d’extrait aqueux de pollen peut avoir un effet sur ’évolution
du pH dans le lait. Les échantillons supplémentes présentent des valeurs de pH plus stables que le
témoin. Ces résultats sont intéressants car ils suggeérent que I’extrait de pollen peut avoir un effet sur
la flore bactérienne présente dans le lait, ce qui peut affecter la production d’acide lactique et

I’évolution du pH.

4.2. Controle de I'acidité

Les résultats de la mesure de I’acidité Dornic des différents échantillons de lait sont représentés

dans la (Figure 34) ci-dessous.
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Figure 34 : Variation de I’acidité Dornic des échantillons du lait durant la période du stockage a froid
du lait additionné en extraits aqueux de pollen (4°C), Témoin (T), C1 =5 mg/mL, C2 = 10 mg/mL.
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En observant les données recueillies, on constate que les valeurs initiales d’acidité mesurées au
jour 0 sont comprises entre 16 et 17 °D. Ces valeurs se situent dans la plage normale indiquée pour
le lait cru frais, généralement comprise entre 14 et 16 °D selon EI Marnissi et al. (2013) ainsi que
Gagara et al. (2022), ce qui atteste de la bonne qualité du lait au moment de I’échantillonnage.

Aucun effet immédiat de I’ajout de pollen n’a été constaté a cette étape.

Au jour 2, une hausse importante de I’acidité est observée dans 1’échantillon témoin, qui atteint
29 °D, tandis que les échantillons C1 et C2 conservent des valeurs inférieures, respectivement de
15°D et 12°D. Cette différence peut étre interprétée comme un effet modérateur de I’extrait de

pollen sur I’activité microbienne responsable de 1’acidification.

Au jour 4, I’évolution se poursuit : I’échantillon témoin atteint 33 °D, indiquant une fermentation
rapide, alors que les échantillons enrichis présentent encore des niveaux plus faibles : 20 °D pour
Cl et 14°D pour C2. Le maintien d’une acidité plus basse confirme une action inhibitrice

progressive de I’extrait.

Au jour 6, les résultats montrent une stagnation de I’acidité du témoin a 33 °D, tandis que les
échantillons C1 et C2 restent en dessous, a 19°D et 16 °D respectivement, ce qui souligne la

persistance de ’effet retardateur du pollen sur la production d’acide lactique.

Au jour 8, la différence devient encore plus marquée. L’échantillon témoin atteint 50 °D, une
valeur qui témoigne d’une forte acidification, susceptible d’altérer la qualité¢ du lait. En revanche,
les échantillons C1 et C2 présentent des valeurs respectives de 35 °D et 29 °D, démontrant que
I’extrait aqueux de pollen, notamment a la concentration de 10 mg/mL, ralentit efficacement

I’évolution de 1’acidité.

Ces résultats confirment I’effet protecteur du pollen contre I’acidification accélérée du lait cru.
Comme le souligne Yerlikaya (2014), I’incorporation de pollen dans des produits laitiers peut
moduler I’activité bactérienne par ses propriétés antimicrobiennes, contribuant ainsi a une meilleure

stabilité du produit pendant sa conservation.
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5. Analyse microbiologique du lait
5.1. Flore Totale Aérobie Mésophile (FTAM)
5.1.1. Aspect macroscopique des colonies de flore totale aérobie mésophile

L'examen macroscopique des boites de Pétri cultivées sur le milieu PCA a permis de confirmer
la présence de la flore totale aérobie mésophile (FTAM) dans tous les échantillons de lait cru, qu’ils
soient additionnés ou non en extrait aqueux de pollen. Les colonies observées présentent une
diversité phénotypique notable, caractérisée par des tailles variées, des couleurs allant du blanc au
créme ou au jaunatre, et des morphologies tantét réguliéres (circulaires, lisses), tant6t irréguliéres.
Certaines poussent en surface, d'autres en profondeur dans la gélose, formant des disques opaques
distincts (Figure 35). Cette hétérogénéité refléte la diversité microbienne naturelle du lait cru.

Figure 35 : Flore totale aérobie mésophile du lait cru (Témoin et C1 = lait cru supplémentée en

avec 5% de pollen) sur milieu PCA.

5.1.2. Evolution de la FTAM dans le lait enrichi en extrait de pollen au froid

L’analyse de la dynamique de croissance microbienne dans les échantillons stockés a 4 °C
pendant 8 jours, montrant une évolution différenciée selon la concentration d’extrait de pollen

ajoutée, est présenté dans la figure 36.
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Figure 36 : Evolution de la croissance microbienne de la FTAM du lait additionné de ’extrait de

pollen a différentes concentrations et stocké a froid (4°C).

Selon la figure 36, le témoin non additionné révele une prolifération progressive de la flore
mésophile tout au long du stockage, alors que les échantillons enrichis, notamment a 10 mg/mL
(C2), présentent une croissance nettement ralentie. L'effet inhibiteur est également perceptible a
5 mg/mL (C1), bien que légerement moins marqué. Ces observations suggerent que 1'extrait aqueux
de pollen exerce une action antimicrobienne dose-dépendante sur les bactéries aérobies mésophiles

présentes dans le lait cru.

5.1.3. Modélisation cinétique selon Baranyi et Roberts

Afin de mieux caractériser la croissance bactérienne, les données expérimentales issues des
dénombrements sur milieu PCA ont été modélisées a I’aide de I’approche mathématique de
Baranyi et Roberts (1995). Cette méthode permet d’ajuster les courbes microbiennes en tenant

compte des différentes phases de croissance : latence, exponentielle et stationnaire (Figure 37).

Les simulations ont été réalisees en utilisant les ressources de la base de données ComBase,
permettant d’extraire les principaux parameétres cinétiques de croissance : la densité initiale (Xo), le
taux de croissance maximal (pmax), la durée de la phase de latence (A), et la charge finale (Xmax).
Les résultats confirment un ralentissement significatif de la cinétigue microbienne dans les laits
additionnés d’extrait de pollen, en particulier a 5mg/mL, traduisant un potentiel conservateur

naturel du pollen.
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Figure 37 : Suivie de la croissance microbienne des FTAMs du lait additionné a I’extrait aqueux de

pollen et stocké a froid (4°C) (modéle de Baranyi et Roberts).

5.1.4. Détermination des parametres cinétique de la croissance bactérienne

Tableau 14 : Les valeurs des parametres de croissance bactérienne de la flore de FTAM du lait témoin

et lait additionnée a I’extraits de pollen obtenu par le modéle Baranyi et Roberts.

Parametres de croissance X initiale 1 max Lag () X max
Témoin 4.805+0.171 0.63+0.12 1.114 + 0.562 7.653 £ 0.156
C1=5mg/ml 4.143 + 0.666 1.0716 £ 0.871 1.917 £ 1.587 6.44 £ 0.471
C2=10mg/ml 3.574 +£0.0718 0.712 £ 0.0627 2.711 +0.274
7.392 £0.351

X initiale : Niveau ou charge initiale de croissance (log UFC/ml?).
X max : Niveau ou charge initiale de croissance (log UFC/mI™).
1 max : le taux de croissance maximal (A Log UFC/ml-1.Jours-1).

Lag (1) :la durée de la phase de latence (jours) =1 /i max.
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Figure 38 : Résultats des parametres cinétiques de croissance microbienne (X initiale, X max, p

max et A) obtenus a l'aide du modele de Baranyi et Roberts.
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La charge microbienne initiale des bactéries aérobies mésophiles dans le lait cru a été
déterminée sur milieu PCA au début de la période de stockage. Les résultats montrent une densité
de 4,805+0,171 log UFC/mL pour I’échantillon témoin, tandis que les échantillons additionnés en
extrait de pollen présentent des valeurs légérement inférieures, soit 4,143 + 0,666 log UFC/mL pour
Cl (5mg/mL) et 3,574 +0,0718 log UFC/mL pour C2 (10 mg/mL) (Figure 38, Tableau 14). Ces
résultats sont en accord avec les normes microbiologiques du lait cru, qui fixent un seuil
d’acceptabilité autour de 10° UFC/mL (soit 5 log UFC/mL), comme mentionné par Cempirkova et
Mikulové (2009) et confirmé dans 1’étude régionale menée par Rizani et al. (2018) au Kosovo. En
Algérie, ces seuils sont définis par I’arrété interministériel du 4 octobre 2016 fixant les criteres
microbiologiques des denrées alimentaires (Journal Officiel de la République Algérienne, n°39,
2017).

Par ailleurs, les résultats de notre étude montrent que I'ajout d'extrait aqueux de pollen au lait
cru peut avoir un effet sur le taux de croissance des bactéries aérobies mésophiles. En effet, le taux
de croissance maximale (umax) des bactéries aérobies mésophiles a été observé comme étant plus
¢levé dans l1'échantillon C1 (1,0716=+0,871 log UFC/mL/jour), suivi de I'échantillon C2
(0,712 +£0,0627 log UFC/mL/jour), puis de I'échantillon témoin T (0,63 +0,12 log UFC/mL/jour). Il
est important de noter que ces résultats semblent étre en accord avec ceux obtenus par Serrar et al.
(2023), ou une diminution de la vitesse de croissance maximale (umax) a été observée pour
certaines concentrations testées d'extraits végétaux. D’autre part, nos résultats indiquent que
I'échantillon T, qui n'a pas été additionné avec de I’extrait, a présenté la phase de latence la plus
courte de 1,114 jour. En revanche, les échantillons C1 et C2 ont présenté des phases de latence plus
longues, respectivement de 1,917 et 2,711 jours. De plus, il a été observé que la concentration
C2=10 mg/mL avait entrainé la plus grande phase de latence, ce qui confirme I’effet inhibiteur

progressif.

Ces résultats sont cohérents avec I’étude de Serrar et al. (2023), qui ont montré que
I'utilisation d'extrait aqueux végeétal a entrainé un retard de croissance microbienne dans le lait,
caractérisé par un allongement du temps de phase de latence (A). Nos résultats montrent également
que la charge maximale des bactéries aérobies mésophiles est la plus élevée dans I'échantillon
témoin T (7,653 £ 0,156 log UFC/mL), suivi de I'échantillon C2 (7,392 + 0,351 log UFC/mL), puis
de I'échantillon C1 (6,44 + 0,471 log UFC/mL). Ces résultats suggérent que la charge microbienne
maximale diminue en présence d’extrait aqueux de pollen, particuliérement a faible dose, ce qui

souligne un effet modulant sur la croissance bactérienne dans le lait.
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L’ajout d’un extrait aqueux de pollen au lait cru a révélé un effet bioconservateur marqué,
mesuré a travers la cinétique de croissance des flores totales aérobie mésophiles (FTAM) durant la
conservation a 4 °C. Pour I’échantillon témoin, la phase de latence était de 1,114 jours (= 26,74
heures), avec un taux de croissance maximal (4 max) de 0,63 log UFC/mL/jour et une densité
cellulaire finale de 7,653 log UFC/mL. A 5 mg/mL, la phase de latence a été prolongée a 1,917
jours (= 46,01 heures), 1 max a été abaissé a 0,1072 log UFC/mL/jour, et la densité cellulaire finale
limitée a 6,44 log UFC/mL. A 10 mg/mL, Ieffet était encore plus marqué : la phase de latence
atteignait 2,401 jours (= 57,62 heures), avec un p max réduit a 0,058 log UFC/mL/jour et une
densité finale de 7,056 log UFC/mL. Ces résultats démontrent une inhibition progressive et dose-
dépendante de la croissance microbienne, tout en préservant une activité fermentaire résiduelle, ce

qui constitue un avantage pour la conservation du lait cru.

Ces observations rejoignent celles de Glusac et al. (2015), qui ont constaté que
I’enrichissement du lait acidophilus et du yaourt probiotique avec 0,6 % de pollen augmentait la
production d’acide lactique, sans altérer la qualité sensorielle, démontrant ainsi une activite
fermentaire soutenue. De son c6té, Yerlikaya (2014) a confirmé que I’ajout de pollen dans des
boissons fermentées inhibait E. coli et Salmonella dés 10 mg/mL, tout en améliorant la viscosite et
la stabilite du produit, bien que des doses élevees puissent nuire a certaines perceptions sensorielles.
En complément, Zlatev et al. (2018) ont montré que ’ajout de pollen jusqu’a 0,4 % dans le yaourt
améliorait significativement les parametres physico-chimiques (acidité, matiére seche) et sensoriels,
a condition de respecter un seuil technologique pour ne pas inhiber les ferments lactiques. L’étude
de Ciftci et Oncil (2024) va dans le méme sens, révélant une amélioration de la viabilité
microbienne dans des yaourts enrichis en pollen, avec une stabilité prolongée jusqu’a 14 jours au
froid. De plus, Elkassas et al. (2023) ont mis en évidence un effet similaire avec 1’ajout de propolis
dans le lait cru et le yaourt, en soulignant une réduction significative de la charge microbienne ainsi
qu’un maintien des critéres de qualité pendant le stockage réfrigéré. Enfin, Mironova et al. (2020)
ont démontré que I’enrichissement du lait glacé avec 1% de pollen renforcait la valeur
nutritionnelle sans compromettre les propriétés organoleptiques, confirmant la stabilité du pollen en

matrice laitiére.

En conclusion, les résultats de cette étude valident 1’efficacité de I’extrait aqueux de pollen
comme agent bioconservateur naturel dans le lait cru, avec une action antimicrobienne mesurable
deés 5 mg/mL et optimale a 10 mg/mL. L’effet observé est cohérent avec les données issues de
produits laitiers fermentés ou transformés, et ouvre la voie a des applications prometteuses dans la

conservation naturelle du lait, sous réserve d’une évaluation sensorielle complémentaire.



Partie Experimentale Chapitre 1V : Résultats et discussion

5.2. Flore lactique
5.2.1. Aspect macroscopique de la flore lactique sur gélose MRS

L’observation macroscopique des échantillons cultivés sur gélose MRS a révélé la présence
constante de colonies caractéristiques de la flore lactique dans tous les laits crus, qu’ils soient
témoins ou enrichis en extrait de pollen. Ces colonies apparaissent généralement petites a
moyennes, opaques, de couleur blanche a créme, avec des bords réguliers et une surface lisse,
typiques des bactéries lactiques. Une croissance plus dense en surface a été observée dans les
échantillons témoins, tandis que les laits additionnés de pollen présentaient une densité légerement
moindre, traduisant une modulation de la croissance. Notamment, les colonies du lait enrichi a
5 mg/mL affichaient une implantation réguliere en surface, avec une homogénéité de forme, tandis
que celles du lait a 10 mg/mL étaient plus dispersées et parfois de taille réduite. Ces observations
suggerent un impact dose-dépendant du pollen sur I’implantation macroscopique des bactéries

lactiques, sans toutefois inhiber compléetement leur développement (figure 39).

Figure 39 : Flore lactique totale du lait cru sur milieu MRS : Témoin (a) ; C1: (b) ; C2 (c).

5.2.2.Evolution de la flore lactique dans le lait enrichi en extrait de pollen au froid

Le suivi de la flore lactique dans les échantillons du lait additionné d’extrait de pollen et

stockés a 4 °C pendant 8 jours est présenté dans le tableau 15.
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Tableau 15 : Evolution de la flore lactique totale (UFC/ml) dans le lait additionné de pollen a

différentes concentrations au cours de la réfrigération a 4°C.

Temps(jours) Témoin C1=5mg/ml C>=10mg/ml
0 2,39%10° 9,20x10* 2,33x10*
2 3,90x10* 1,99x10* 3,80x103
4 1,31x10* 2,20x10° 2,10x10°
6 3.00x10° 3,93x10* 2,86x10*
8 1,63x10° 3,41x10* 2,71x10%

En analysant I'évolution de la flore lactique dans notre étude illustrée dans le tableau 15, on
observe que le témoin sans additif suit une cinétique classique de décroissance progressive de
2,39x10° UFC/ml au jour 0 a 1,63x10° UFC/ml au jour 8, ce qui correspond aux données de
Quigley et al. (2013) qui rapportent des concentrations naturelles de bactéries lactiques dans le lait

cru variant de 10* & 10¢ UFC/ml selon les conditions de production.

L'ajout d'extraits de pollen a 5mg/ml (C:) démontre un effet prébiotique remarquable avec le
maintien de concentrations élevées et stables se situant entre 1,99x10* et 3,93x10* UFC/ml tout au
long de l'expérimentation, suggérant que les composes polliniques (acides aminés, vitamines,
polysaccharides) agissent comme facteurs de croissance et substrats préférentiels pour les bactéries

lactiques.

En revanche, la concentration plus élevée (C>=10mg/ml) présente un comportement irrégulier
avec une stimulation initiale (2,33x10* UFC/ml) suivie d'une réduction aux jours 2 et 4, puis une
reprise au jour 8, indiquant un effet dose-dépendant ou l'extrait de pollen exerce certes un effet
limitant sur la flore lactique mais sans I'éliminer complétement, maintenant ainsi une activité

microbienne résiduelle.

Ces résultats, conformes a la réglementation européenne CE n°853/2004 concernant la qualité
microbiologique du lait, suggerent que l'incorporation optimisée d'extraits de pollen pourrait
constituer une stratégie prometteuse pour contréler modérément la flore lactique tout en préservant
ses propriétés bénéfiques, ouvrant des perspectives en technologie laitiere et développement de

produits fonctionnels.



Conclusion




Conclusion et Perspectives

Conclusion

Le présent travail s'inscrit dans une approche innovante de valorisation des produits apicoles,
en particulier le pollen d'abeille, comme agent antimicrobien naturel appliqué a la bioconservation
du lait cru. Cette étude met en lumiere le potentiel du pollen, a travers ses extraits aqueux et
hydroéthanoliques, pour freiner le développement microbien et prolonger la durée de conservation
du lait, tout en préservant ses qualités physico-chimiques.

Les résultats obtenus ont montré que l'extrait aqueux de pollen présentait un rendement
d'extraction supérieur 18,91 %comparativement a I'extrait hydroéthanolique 5,59 %, témoignant de
sa richesse en composés hydrosolubles. Le dosage des composeés phénoliques a révélé des
concentrations remarquables : 19,89 + 0,39 ug Eq AG/mg pour I'extrait aqueux et 27,83 = 0,47 ug
Eq AG/mg pour l'extrait hydroéthanolique. Parallelement, le dosage des flavonoides a montré que
I'extrait hydroéthanolique était également plus riche en flavonoides avec une concentration de 8,31
+ 0,17 EQ /mg comparativement a l'extrait aqueux 6,03 + 0,04 EQ/mg. Ces teneurs en cOmposés
bioactifs confirment le potentiel antioxydant des extraits, comme en témoignent les valeurs d'IC50
de 338,04 pg/ml extrait aqueux et 85,99 pg/ml extrait hydroéthanolique, I'extrait hydroéthanolique

présentant ainsi une activité antioxydante quatre fois plus élevee.

L'évaluation de l'activité antibactérienne menée sur quatre souches de référence Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC 6633, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 a demontré un pouvoir inhibiteur différentiel selon les concentrations
testées. A la concentration de 200 mg/ml, I'extrait aqueux a montré une efficacité remarquable
contre les bactéries Gram+ avec des diametres d'inhibition de 11,78 + 6,80 mm pour S. aureus et
15,6 + 0.15 pour B. subtilis ainsi qu'une activité modérée contre les Gram-. A la concentration de
100 mg/ml, I'extrait aqueux conserve son efficacité avec des diamétres de11,27 + 0,62 mm pour B.
subtilis, tandis que I'extrait hydroéthanolique montre des performances similaires avec B. subtilis
11,86 £ 0,69 mm. Ces résultats confirment que I'extrait aqueux seul présente [l'efficacité

antibactérienne la plus elevée, particulierement contre les bactéries Gram+.
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L'enrichissement du lait cru avec l'extrait aqueux de pollen a permis d'évaluer son effet
bioprotecteur in situ. Les analyses de cinétique microbienne ont révélé une prolongation
significative de la phase de latence (lag). A la concentration de 5 mg/ml, le temps de génération
atteint 1,917 jours (vs 1,114 jours pour le témoin) avec une densité cellulaire maximale de 6.44 log
UFC/ml et un taux de croissance maximal de 1,0716 log UFC/ml/jour. A la concentration de 10
mg/ml, les performances sont optimales avec un lag de 2,711 jours, une densité cellulaire finale de
7,392 log UFC/ml et un taux de croissance contrdlé a 0,712 log UFC/ml/jour. Le suivi spécifique de
la flore lactique a montré un impact modéré de I'extrait de pollen, avec un maintien partiel de cette
flore bénéfique. A la concentration de 5 mg/ml (C1), la flore lactique reste présente tout au long de
la période d'observation, malgré une légére variation des niveaux de dénombrement. A 10 mg/ml
(C2), une diminution temporaire est observée jusqu’au quatriéme jour, suivie d’une reprise
progressive de la croissance. Ces résultats suggerent que 1’ajout d’extrait de pollen n’¢limine pas la
flore lactique, mais en régule légérement I’évolution, tout en préservant I’équilibre microbiologique
favorable & la qualité du lait. L'addition de pollen n'a pas altére significativement le pH (variation <
0,2 unité) ni l'acidité Dornic du lait, garantissant une stabilité organoleptique satisfaisante du
produit traité. Ces résultats confirment que l'extrait aqueux de pollen a 10 mg/ml constitue la
concentration optimale pour la bioconservation du lait cru, permettant une extension de la durée de

conservation de plus de 100% tout en préservant les caractéristiques qualitatives du produit.
Perspectives

Pour consolider l'application du pollen comme agent de bioconservation, plusieurs axes de

recherche méritent d'étre développés :

v’ La mise au point de procédés d'extraction verts (ultrasons, micro-ondes assistées) permettrait de
maximiser le rendement en composés bioactifs, tandis que le développement de formes
galéniques adaptées (microencapsulation, nanoémulsions) améliorerait la stabilité et la

biodisponibilité des extraits.

v’ L'identification par HPLC-MS/MS des composés phénoliques responsables de lactivité
antimicrobienne et les analyses spectroscopiques pour mieux comprendre les mécanismes
d'action au niveau moléculaire les composées bioactives du pollen. Les tests a I'échelle pilote sur

différents types de lait cru (bovin, caprin, ovin).

v’ L’évaluation sensorielle approfondie par panels de consommateurs et les études de stabilité en

conditions réelles de stockage et distribution sont essentiels pour la validation industrielle.
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v’ L'évaluation sur dautres matrices alimentaires (fromages artisanaux, produits laitiers
fermentés).

v’ La formation des apiculteurs aux techniques de récolte et transformation du pollen, la création
de filieres de valorisation des produits apicoles algériens et le développement de partenariats
industrie-recherche favoriseraient la commercialisation de ces innovations.

Enfin, la sensibilisation aux bénéfices des produits de la ruche et de leurs applications
biotechnologiques, la promotion de I'apiculture durable comme levier de développement rural et la
contribution a la sécurité alimentaire par la réduction des pertes post-récolte représentent des enjeux

sociétaux majeurs pour la valorisation durable de cette ressource naturelle exceptionnelle.
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Résumé

Résumé

L'objectif de cette étude était d'évaluer le potentiel du pollen d'abeille comme agent de
bioconservation naturel du lait cru a travers ses extraits aqueux et hydroéthanoliques. L'extrait aqueux
a été préparé par macération avec de ’eau distillée stérile, tandis que I'extrait hydroéthanolique a été
obtenu a I’aide d’un montage Soxhlet utilisant le méthanol absolu, avec des rendements respectifs de
18,91 % et 5,59 %. Les extraits aqueux et hydroéthanoliques présentaient respectivement des teneurs
en composés phénoliques totaux de 19,89 + 0,39 et 27,83 + 0,47 ug Eq AG/mg, et en flavonoides de
6,03 £ 0,04 et 8,31 + 0,17 pug Eg/mg. Les extraits aqueux et hydroéthanoliques ont présenté des
activités antioxydantes par DPPH (ICs0) de 338,04 pg/ml et 85,99 pg/ml, respectivement.
L’évaluation de Ilactivité antibactérienne contre Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus
subtilis ATCC 6633, Escherichia coli ATCC 25922 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 a
montré des diamétres d’inhibition allant de 9,25 + 0,1 mm a 15,6 £ 0,15 mm pour ’extrait aqueux, et
de 7,36 + 0,27 mm a 11,86 = 0,69 mm pour I’extrait hydroéthanolique, L’application en
bioconservation du lait cru a permis de prolonger significativement la phase de latence de la flore
totale, passant de 1,114 jours (témoin) a 2,711 jours avec 10 mg/ml d’extrait aqueux, tout en
maintenant la stabilité physico-chimique et une partie de la flore lactique bénéfique. Cette étude ouvre
des perspectives prometteuses pour 1’industrie agroalimentaire, en proposant une alternative naturelle

aux conservateurs chimiques pour la préservation du lait cru.

Mots clés : Pollen, composés phénoliques, flavonoides, activité antioxydante, activité

antibactérienne, bioconservation, phase de latence, flore totale mésophile, pH, acidité, lait cru bovin.



Résumé

Abstract

The objective of this study was to evaluate the potential of bee pollen as a natural
biopreservative agent for raw milk through its aqueous and hydroethanolic extracts. The aqueous
extract was prepared by maceration using sterile distilled water, while the hydroethanolic extract
was obtained using a Soxhlet apparatus with absolute methanol, yielding 18.91% and 5.59%
respectively. The total phenolic content in the aqueous and hydroethanolic extracts was 19.89 +
0.39 and 27.83 + 0.47 pg GAE/mg, respectively, while flavonoid contents were 6.03 £ 0.04 and
8.31 + 0.17 pg QE/mg. Antioxidant activities measured by DPPH assay showed ICso values of
338.04 pg/ml and 85.99 pg/ml for aqueous and hydroethanolic extracts, respectively. The
antibacterial activity against Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC 6633,
Escherichia coli ATCC 25922, and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 demonstrated inhibition
zones ranging from 9.25 £ 0.1 mm to 15.6 + 0.15 mm for the aqueous extract, and from 7.36 + 0.27
mm to 11.86 £ 0.69 mm for the hydroethanolic extract. Application of these extracts for the
biopreservation of raw milk significantly extended the latency phase of total microbial flora,
increasing it from 1.114 days (control) to 2.711 days with 10 mg/ml of aqueous extract, while
maintaining physicochemical stability and preserving part of the beneficial lactic flora. This study
offers promising prospects for the agri-food industry by proposing a natural alternative to chemical

preservatives for raw milk preservation.

Keywords: Bee pollen, phenolic compounds, flavonoids, antioxidant activity, antibacterial

activity, biopreservation, latency phase, total mesophilic flora, pH, acidity, raw bovine milk.
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