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Introduction

L’apiculture est I’une des activités les plus anciennes de I’agriculture. Selon Louveaux
(1985), I’apiculture est 1’élevage des abeilles dans le but d’en tirer des productions dotées
d’une valeur marchande. Elle a évolué¢ de pair avec la société humaine pour répondre aux

besoins de cette derniére.

L’Algérie possede des capacités melliféres trés abondantes et variées et un climat
favorable pour toute exploitation apicole. Les apiculteurs algériens produisent principalement
du miel, toute fois une partie d’entre eux s’intéressent a la production des autres produits de

la ruche tels que la gelée royale, le pollen et la propolis (Oudjet, 2012).

De nos jours, les produits apicoles (miel, gelée royale, propolis, cire ou pollen
d'abeille) gagnent une grande importance en raison de la présence de composés bioactifs
associes a des propriétés bénéfiques pour la santé. Le pollen d'abeille en particulier attire
I'attention en tant qu'aliment fonctionnel pour la consommation humaine en raison de sa
teneur élevée en composes ayant des effets bénéfiques pour la santé (Ares et al., 2018), tels
que les acides amines essentiels, les composées phénoliques, les vitamines et les pigments qui
peuvent agir comme des antioxydants puissants (Kieliszek et al., 2017). Par consequent, la
demande commeriale de pollen d’abeille par le consommateur a augmenté ces dernieres
annees. Des pays tels que I’Espagne, la Chine, 1’ Australie et 1’ Argentine sont les principaux
producteurs de pollen d’abeille (Moreno et al., 2018).

Cependant, la consommation du pollen en Algérie reste trés limitée, malgré ses effets
bienfaisants remarquables sur [’organisme ; ainsi que sa valorisation comme produit
alimentaire n’est pas encore mise en place, et ce malgré la diversité et la richesse de la flore

caractérisant notre pays et les potentialités de production du pollen de trappe.

Eckert et Ferrar (1934) étaient les premiers a développer 1’idée d’un dispositif de
récolte, mais ce sont Todd et Bischop (1940) qui le modifiaient et congoivent une trappe
comportant comme piege un double grillage métallique de 5 mailles au pouce (Louveaux,
1968).

Une fois récolté, le pollen subit I’'un des deux modes de traitement et de conservation
qui coexistent. Il peut étre séché pendant quelques heures par un courant d’air chaud et sec
(température maximale 45°C) ce qui permet sa conservation a température ordinaire,

cependant il est couramment considéré qu’il perd environ 50% de sa valeur thérapeutique. 1l
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peut étre également congelé, un moyen qui permet une conservation presque totale de sa

valeur nutritive.

Le pollen est un produit particuliecrement sensible, s’il est mal conditionné, il peut
présenter de réels risques alimentaires. L’associaton de microbes avec le pollen est un
probleme qui affecte I'utilitee du pollen d’abeille en tant que produit alimentaire pour
I’homme et dans le contexte commercial. Les caracteristiques structurelles et nutritionnelles
du pollen d’abeille, ainsi que le potentiel de contact avec I’environnement et d’autres insectes
pendant la production, font du pollen d’abeille un microhabitat favorable & de nombreux

microorganismes (Moreno et al., 2018).

A cet effet, le contrdle de la qualité microbiologique du pollen produit et commercialisé par

les apiculteurs est primordial (Belhadj et al., 2012).

Notre étude est consacrée a I’analyse de la qualité microbiologique de differents
échantillons de pollen sec stocké (2018) et de pollen sec frais (2019). Ce genre d’analyse
microbiologique est indispensable non seulement pour assurer une bonne qualité hygiénique

et une bonne conservation mais aussi pour garantir la sécurité sanitaire du consommateur.
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1.1. Pollen des fleurs

1.1.1. Définition et origine

Le terme pollen vient du grec ““Palé > qui signifie == farine ou poussiere > (Amigou,
2016). Les grains de pollen sont issus de tissu sporogene des sacs polliniques des plantes
(Gharbi, 2011). C’est un gamétophyte, donc un producteur de gameétes, contenu dans

I’anthére de la plante a I’extrémité des étamines (Nicolson, 2011).

Anther

Polilen

S ahania N T

e _—

PollenT

SaOCSsS

Anther S

Filament——

Figure 1 : Origine du pollen (https://carahanna97.weebly.com)

1.1.2. Présentation du pollen

Il se présente sous forme d’une fine poussiere dont la couleur varie selon la plante
d’origine en allant du blanchétre au rose, du jaune au vert et du rouge au marron foncé
(Ravazzi, 2003). Le pollen, petits éléments sphériques ou ovoides, qui mesure 2,5 a 220
microns. Il est « I’empreinte digitale » de la fleur puisque chaque plante a fleurs en produit un
type spécifique (Donnadieu, 1983 ; Blanc, 2010).

Les pollens sont formés de deux noyaux et de cytoplasme entourés par une couche
interne fine appelée intine et une paroi plus rigide et/ou plus épaisse appelée exine (Nicolson
et al., 2011). Ce sont des grains microscopiques que 1’abeille va récolter en se frottant sur les
fleurs, leur forme est différente suivant les especes végétales (Cherbuliez, 2001). La méme
fleur est d'ailleurs prospectée plusieurs fois (Roulston, 2000). Chaque petit grain est une unité

biologique parfaite et compléte possédant tout ce qui est nécessaire a la vie : protéines,
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vitamines, sucres, vingt et un des vingt-trois acides aminés connus, lipides, hydrates de
carbone, enzymes, coenzymes et hormones de croissance sans oublier les sels minéraux
(Ravazzi, 2003).

1.1.3. Structure du pollen

La cellule du pollen est ce que lI'on nomme familierement "le grain de pollen™ ou
étymologiquement " grain de poussiére”. Il est la cellule fécondante des plantes a fleurs,
libérée par déhiscence des sacs polliniques lorsque les anthéres arrivent a la maturité. Il
mesure quelques microns et est donc invisible a I'eeil nu. Il en va sans dire que s'il veut résister
a son voyage dans les airs seul ou porté par un pollinisateur (abeilles, bourdons, ou encore
chauve-souris dans certains pays), il doit résister au vent, aux UV, a la pluie, a I'oxydation,
d'ou sa composition complexe. La gangue protectrice ou paroi pollinique du grain de pollen
protéege le gamétophyte méle pendant son voyage de I'anthére jusqu'au stigmate. 1l est donc

constitué de plusieurs couches : I'intine et I'exine (Thibault, 2017).

cytoplasme i
/,/
noyaux,_
pore
“~—_intine
S~ omementation

Figure 2 : Structure du grain de pollen (https://tsel.mm.bing.net)

L'exine, rigide, a un réle de protection, elle empéche l'usure du grain de pollen en le
protégeant des écrasements et autres effractions. Elle a un aspect different selon les especes et
présente par ce fait une grande utilité dans la caractérisation du pollen mais également en
archéologie et palynologie car elle fossilise dans le sol et devient un représentant de son
espece dans les sols. Son aspect varie d'une espéce a l'autre. Cette couche est principalement
composée de sporopollénine, un bio polymere extrémement résistant. La surface et les
anfractuosités de l'exine sont tapissées et comblées par une substance majoritairement

lipidique, on le nomme manteau pollinique. C'est ce manteau pollinique gluant qui favorise
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I'adhésion du pollen au corps des pollinisateurs et assure la cohésion des pelotes
confectionnées par l'abeille. Cette couche est également dotée de piquants s'accrochant aux
poils de l'abeille. Malgré la présence de cire a la surface, les abeilles sont capables de la
digérer pour en faire du pain d'abeille ou de la gelée royale destinés aux jeunes larves
(Thibault, 2017).

L'intine est une membrane semi-permeable, fine, entourant le cytoplasme (Dajoz,
1993). La couche intérieure de la paroi, I'intine, semble contenir les enzymes nécessaires a la
germination du tube pollinique, & la pénétration de la cuticule du stigmate et a la croissance
subséquente a travers le stigmate (Laurian et al., 2004). L’intine, est quant a elle beaucoup
plus fragile. C'est a elle que I'on doit la majeure partie des propriétés du pollen puisqu'elle est
constituée de matieres grasses geélifiées et colorées trés riches en caroténoides, arémes,
polyphénols, flavonoides et en vitamines anti oxydantes liposolubles. De nature pecto-

cellulosique et entoure la cellule végétative (Thibault, 2017).

1.1.4. Pollinisation et types de pollen

La pollinisation est une fécondation assurée au moment de floraison, ou il y’aura
I’ouverture de I’antheére pour libérer le pollen qui va rencontrer le stigmate des pistils afin
d’atteindre I’ovaire. Elle peut étre soit directe (autofécondation) ou bien indirecte (croisée).
Cette derniere assure deux types de pollen, les pollens anémophiles et entomophiles
(Darrigol, 1979).

a. Les pollens anemophiles
Les pollens anémophiles sont plutdt produits par des végétaux a fleurs inodores et se
propagent dans l’atmosphére, ils rentrent donc facilement en contact avec la muqueuse
oculaire et nasale inhalés par las voies respiratoires. Ces pollens sont plus abondants et sont a

I’origine des réactions allergiques (Darrigol, 1979).

b. Les pollens entomophiles
Qui sont surtout produits par des végétaux a fleurs colorées et parfumées, ces types de
pollen se propagent peu dans I’atmosphére car ils sont particuliérement transportés par les

insectes et notamment les abeilles (Darrigol, 1979).
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1.2. Le pollen d’abeille
1.2.1. Caractéristiques du pollen récolté par les abeilles

Le pollen est récolté par les abeilles durant presque de toute I’année. C’est la seule
source naturelle en matiére azotée de la ruche (Prost et le Conte, 2005). Le pollen d’abeille se
présente sous forme de « pelotes ». Le pollen correspond a la partie protéique de
I’alimentation des abeilles, il est indispensable pour la nourriture des larves. Le pollen est la
matiere premiére pour la production de la gelée royale et des ceufs. Les besoins en pollen
d’une colonie d’abeille normale sont de 35 a 40 kg environ par an (Biri, 2003). Les abeilles
transforment les pelotes auxquelles elles mélangent des enzymes qui vont permettre de
dissoudre la solide enveloppe qui enferme les éléments nutritifs a D’intérieur de chaque
minuscule grain de pollen, cette diversité en nutriments fait du pollen un complément

alimentaire tonifiant et revitalisant de tout premier ordre (Roulston, 2000).

Une pelote pese de 20 a 25mg, elle contient 3 a 4 millions de grains de pollen
(Roulston, 2000). La couleur, I’apparence, 1’odeur et le gott du pollen varient fortement selon

I’origine des plantes butinées (Biri, 2002).

e Couleur : le plus souvent jaune ; il existe aussi des pollens dans les nuances de
couleurs les plus diverses (par exemple : orange, rouge, bleu, violet).

e Apparence : gros grains (pelotes de pollen).

e Odeur : semblable au foin.

e Go(t : doux, acide, amer, fort.

Il faut étre attentif aux defauts typiques, comme les odeurs et les golts étranges dus a la
fermentation, a des moisissures par ex. Moisi, fermenté, rancis et aux contaminants (Compos
et al., 2008).

1.2.2. Composition chimique du pollen

La composition du pollen est tres variable, principalement en fonction des plantes
visitées par les abeilles mais également en fonction de 1’origine géographique (Bogdanov,

2014). Surtout en ce qui concerne sa teneur en protéines (Philippe, 1999).
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1.2.2.1. Eau

La teneur en eau est différente selon que I’analyse est pratiquée avant ou aprés séchage
en vue de sa bonne conservation. On retrouve environ 4% d’eau dans le pollen asséche et 20 a
25% dans le pollen frais (Donadieu, 1983 ; Blanc, 2010).

1.2.2.2. Protéines

Le pollen est considéré comme un aliment protéinique avec un pourcentage moyen de
20%, dont une grande partie se trouve sous forme d’acides aminés (ou aminoacides) (tableau
1). 1l contient les huit acides aminés indispensables a la vie que notre organisme ne peut pas
synthétiser (la méthionine, la leucine, la thréonine, la phénylalanine, 1’isoleucine, la lysine, le
tryptophane et la valine) (Donadieu, 1983), ainsi que tous les acides aminés semi essentiels
(Gharbi, 2011).

Le taux de protéines est variable d'une espéce de plante a une autre. On estime a 5% la
teneur des plantes les moins riches et 40% celles les plus riches soit en moyenne 10 a 40
grammes pour 100 grammes de pollen sec. Cette différence explique en partie pourquoi les
abeilles se dirigent préférentiellement vers certaines plantes pour la récolte du pollen. Cette
teneur va dépendre également des conditions climatiques, c'est pourquoi d'une région a une
autre une plante de la méme espéce aura une composition variable. En exemple, le mais peut
contenir de 21,28 & 26,08 % de protéines (Almeida et al., 2005 ; Campos et al., 2010).

Tableau | : Teneur en acides aminés en mg pour 100mg de pollen (Da Silva et al., 2014)

Teneur en acide aminés Echantillon 2009 (mg/g Echantillon 2011 (mg/g
pollen) pollen)

Asparagine 0,80 1,04
Serine 3,72 4,27
Glutamine 0,20 0,21
Glycine 0,37 0,36
Histidine 0,73 0,70
Arginine 0,32 0,30
Thréonine 0,30 0,23
Alanine 0,91 0,93
Proline 11,79 9,54
Cystéine - -
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Tyrosine 0,41 0,32
Valine 0,41 0,29
Méthionine 0,17 0,14
Lysine 0,53 0,32
Isoleucine 0,21 0,14
Leucine 0,61 0,61
Phénylalanine 0,41 0,36
Mannitol 208,0 mg 310,0 mg

1.2.2.3. Glucides

Le pollen apicole est composé du pollen mélangé au nectar, source de carbohydrates,
et aux secrétions salivaires des abeilles. Des études sur différents extraits de pollen ont
démontré qu'ils étaient riches en sucres monomeres et dimeres (Qian et al., 2008). Les
glucides sont les composants principaux du pollen. Une grande partie de ces composés sont
des polysaccharides comme 1’amidon, la pectine et la cellulose. On y trouve aussi du fructose,
glucose et saccharose qui représentent environ 90 % de toutes les sortes des sucres a bas poids
moléculaire, bien que les proportions des différents sucres varient d’une plante a ’autre

(Bogdanov, 2006).

1.2.2.4. Lipides

Le pollen contient également des lipides, entre 1 et 10%. On les trouve dans le
manteau pollinique et le cytoplasme de la cellule végétative. Les corps gras d'origine végétale
ou animale sont des triesters du glycérol et d'acides acycliques a longue chaines linéaires, ce
sont les acides gras. Ces acides gras sont importants pour la reproduction, le développement
et la nutrition des abeilles. Les plus représentés sont par ordre décroissants : l'acide
linolénique (W3), l'acide palmitique (AGS) et I'acide linoléique (W6). Les pollens ayant les
taux les plus élevés, notamment en acides gras linoléiques, linoléniques, myristiques et
dodécanoiques interviendraient dans l'inhibition de microorganismes pathogénes (Human et
Nicolson, 2006).

1.2.2.5. Vitamines
Le pollen contient des vitamines en grand nombre, les plus abondantes sont du groupe
B (B1, B2, B3, B5, B6, B7, B8, B9, B12), de la provitamine A ou B-caroténe. Par ailleurs, des
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tres faibles quantités de vitamine C, vitamine D et E sont retrouvés (Sauvager, 2012). ; Voici

quelques teneurs de pollen en vitamines représentées dans le tableau II :

Tableau Il : Quelques vitamines présentes dans le pollen en mg/100g et les apports

journaliers recommandés mg /jour (Massaux, 2016).

Apport journalier
Vitamines Mg/100g recommandeé mg/jour
3-carotene provitamine A 1-20 0,9
B1 (thiamine) 0,6-1,3 1,1
B2 (riboflavine) 0,6-2,6 1,3
B5 (acide pantothénique) 0,5-2 6
B6 (pyroxidine) 0,2-0,7 1,4
C (acide ascorbique) 7-56 100
H (biotine) 0,05-0,07 0,045
Acide folique 0,3-1 0,4
E (tocophérol) 4-32 13

1.2.2.6. Substances minérales et oligo-éléments

La concentration en minéraux est environ 5 %, elle varie en fonction de 1’origine
florale et de la saison (Amigo, 2016). Les éléments présents sont le calcium, le chlore, le
cuivre, le fer, le magnésium, le manganése, le phosphore, le potassium, le silicium, le soufre,

ainsi que le sélénium, un antioxydant tres rare (Dancy, 2015).

1.2.2.7. Caroténoides

Les Caroténoides sont représentés par les caroténes et les xanthophylles, qui par
convention sont traités avec la vitamine A. Les caroténes sont des composés terpéniques,
constitués d'une ou deux molécules de la vitamine A téte-béche. C'est un pigment qui apporte
leur couleur orange aux pollens. Les xanthophylles possédent au moins une molécule
d'oxygeéne dans leur structure contrairement aux caroténes qui sont strictement hydrocarbonés.
Ils sont retrouvés en grande quantités dans les cellules végétales et en particulier dans les
pétales jaunes, orange et rouges. En effet, les xanthophylles sont également de couleur jaune.

La portion quotidienne recommandée de 25 g de pollen d'abeille sec fournirait 162 pg de
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rétinol, soit 18 % de l'apport quotidien recommandé pour les hommes et 23% pour les femmes
(Melo et Almeida, 2010).

1.2.2.8. Composés phénoliques

Les polyphénols sont des composants du pollen qui contribuent en partie a son pouvoir
antioxydant. La composition est variable en fonction de l'origine botanique, on les retrouve en
moyenne entre 3 et 5%. Ces polyphénols peuvent étre différenciés en flavonoides et en acides
phenoliques.

Les acides phénoliques sont présents dans le pollen a des teneurs proches de 0,19%
(quelgue peu variable en fonction des études). Quelle que soit la molécule, un acide
phénolique est composé d'un noyau aromatique et d'un groupement carboxyle. Les acides
phénoliques les plus couramment identifiés dans le pollen sont les acides chlorogéniques,

galliques, feruliques et cinnamiques, p-coumariques et caféiques (Fanali et al., 2013).
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Les flavonoides sont présents dans le pollen principalement sous forme de glycosides.
Les principaux flavonols présents dans le pollen sont la quercétine et le kaempférol. Dans une
étude, l'isoquercetine, la quercetine et I'isorhamnetine sont retrouvées dans plus de 90% des
échantillons de pollen brésiliens testés (sur un total de 22 échantillons). Cela suggére que ces
flavonoides ne sont pas spécifiques de l'espece botanique. Dans un échantillon de pollen
mono floral d'Eucalyptus globulus, on identifie la myricetine, tricetine et luteoline. Les
flavonoides sont en partie responsables de la coloration des grains de pollen (du rouge au
violet). La couleur dépend de leur structure et donc de la composition du pollen en
flavonoides par exemple la couleur jaune est apportée par les flavonols, le violet par les

anthocyanosides (Morais et al., 2011).

Les phytostérols sont des constituants naturels des végétaux ayant une structure proche
du cholestérol. Le pollen contient de 0,1 a 0.4% de stérols ayant des propriétés biologiques
différentes. On a isolé le B-sitostérol, le brassicastérol, le stigmastérol et le fucostérol (Precie,
2009).

1.2.2.9. Substances diverses

Le pollen renferme un certain nombre d’enzymes telles que I’amylase et la catalase qui
proviennent des sécrétions salivaires ajoutées par les abeilles, 1’invertase, et certaines
phosphatases (Massaux, 2016).
-Une substance accélératrice de la croissance et des substances antibiotiques actives sur
toutes les souches de Colibacilles et certaines de Proteus et Salmonelles.
-la rutine qui augmente la résistance capillaire.
-On y trouve aussi des coenzymes, stérols, des ardmes et des huiles volatiles, et de nombreux
pigments.
-Un trés faible pourcentage de substances encore indéterminées et qui peuvent avoir une

grande importance (Donadieu, 1983 ; Sebaaoui, 2009).

1.2.3. Valeur nutritionnelle et thérapeutique

Le pollen est un supplément nutritionnel trés précieux pour les étres humains en raison de
la variété de ses principaux constituants (Bradbear, 2010). L'action du pollen sur lI'organisme
humain a été étudiée tout particulierement depuis 1950. De nombreuses communications
scientifiques relatives au pollen affirment que ses effets bienfaisants sont nombreux et bien

marqués (Prost et le Conte, 2005).
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» Action tonifiante, stimulante et métabolique du pollen

Le pollen, grace a sa constitution, est bénéfique en cas de carences en vitamines,
minéraux, acides aminés notamment lors de la grossesse ou de 1’allaitement. Il permet aussi
de renforcer 1I’organisme lors de certaines affections comme la grippe saisonnicre (EI Hady et
al., 1986). Le pollen participerait a réguler I’alimentation des personnes obéses ou maigres

(Bogdanov, 2014).

» Action antioxydant
La richesse du pollen en antioxydants (provitamine A, vitamines E et C, sélénium,
flavonoides) lui confére une action de « free radical scavenger ». Le pollen est I’aliment
naturel le plus riche en sélénium qui est un cofacteur pour la glutathion peroxydase, agit
contre le vieillissement accéléré des cellules en éliminant les radicaux libres et le peroxyde
d’hydrogene, causes de maladies cardio-vasculaires ou de cancers (Apimondia, 2001 ; Nagai
etal., 2002).

> Action antibactérienne du pollen
Des études ont démontré ’effet bactériostatique et bactéricide des pollens quel que soit
leur origine géobotanique. In-vitro, la croissance de certaines souches est inhibée

Pseudomonas Aeruginosa, Staphylococcus aureus et Escherichia coli (Apimondia, 2001).

» Action digestive et anti-inflammatoire du pollen

Riche en protéines et en acides aminés, le pollen déclenche une forte sécrétion gastrique
d’acide lors de son ingestion. Egalement, la microflore apportée par celui-ci aiderait a,
I’équilibre de la flore intestinale et assurerait le transit grace a la présence d’amidon et de
fibres alimentaires cellulosiques. De plus, il exercerait une action anti-inflammatoire selon

une étude menée chez le rat (Bogdanov, 2014).

» Action cardio-vasculaire du pollen

Chez I’animal, on a observé une diminution de [’agrégation plaquettaire, de la
Cholestérolémie et de I’épaisseur de la plaque athéromateuse au niveau des artéres. Ceci est
possible grace a la présence de vitamines B6 et B9 bénéfiques dans I’artériosclérose et de
rutine qui prévient la formation des caillots sanguins. L’association de vitamine E, de
potassium, de magnésium et de la faible teneur en sodium contribue également a son action

cardio-protectrice (Cherbuliez et Domerego, 2003).
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» Autres utilisations du pollen

Le pollen est utilisé pour les programmes de sélection des plantes, pour la pollinisation, il
peut étre stocké pour nourrir les abeilles en période de pénurie, il peut aussi servir a I’étude
des réactions allergiques tels que le rhume, et pour le suivi de la pollution environnementale

par le dosage des métaux lourds (Bradbear, 2010).
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2.1. La microbiologie du pollen d’abeille
2.1.1. Microorganismes présents dans le pollen

On trouve dans le pollen en pelotes des microorganismes treés divers, mise a part la
présence des germes sporulés et des moisissures que nous considérons comme accidentelles
tant dans le pollen en pelotes que dans le pollen stocké, la flore microbienne significative et

constituée de 3 groupes, selon Pain et Maugenet (1966) :

-Le premier groupe est formé de bactéries aérobies, Gram négatif non sporulées voisines du

genre des Pseudomonas.

- Le second groupe de bactéries est représenté par des fins batonnets, Gram positif, micro-

aérophiles, ces bactéries appartiennent au genre de Lactobacillus.

-Le dernier groupe comprend des levures a caractére osmophile appartenant au genre

Saccharomyces.
2.1.2. Les microorganismes associés au pollen floral, corbiculaire et au pain d’abeille

Le pollen d'une fleur change microbiologiquement et biochimiquement dés qu'une
abeille le récupére. Les abeilles humidifient le pollen avec du nectar régurgité ou du miel pour
faciliter leur tassement dans les corbicules, ajoutent des sécrétions glandulaires et l'inoculent
avec des microorganismes. Les champignons (moisissures et levures) et Bacillus spp sont les

microorganismes prédominants dans le pollen et le pain d’abeille (Gilliam, 1997).

D’autres especes sont aussi introduites dans le pollen par les abeilles: la levure T.
magnoliae, les bactéries appartenant au genre Bacillus et les moisissures Aureobasidium
pullulans, P.corylophilum, P. crustosum et Rhizopus nigricans. La plupart des organismes
isolés a partir du pollen corbiculaire et de pain d'abeille étaient également associés a des
colonies d'abeilles melliferes, en particulier dans les entrailles des abeilles ouvriéres adultes
(Gilliam et Prest, 1987 ; Gilliam et al., 1988 ; Gilliam et al., 1989 ; Gilliam, 1979 ; Gilliam
et al., 1989).

Une succession de flore microbienne s’est produite en raison de 1’ajout par les abeilles
de microorganismes qui ont remplacé un bon nombre de ceux associés au pollen floral. Les

bactéries, y compris les cocci, les coryneformes et les batonnets a Gram négatif, constituaient
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49% de la microflore du pollen floral, diminuaient a 28% dans le pollen corbiculaire et étaient
rares (4%) dans le pain d'abeille (Gilliam, 1997).

La seule espece de Bacillus associée au pollen floral était B. subtilis, qui augmentait
en pollen corbiculaire et en pain dabeille stocké dans les alvéoles pendant une semaine
(Gilliam, 1991). En plus de B. subtilis, le pollen corbiculaire contenait B. circulans, B.
licheniformis, B. megaterium, B. pumilus et des souches atypiques de B. subtilis, Bacillus spp,
ce pollen comprenait seulement 2% des microorganismes dans le pollen floral, augmentait a

20% dans le pollen corbiculaire, puis restait a 11% dans le pain d'abeille (Gilliam, 1997).

La majorité des moisissures sont Penicillium, Mucorales et Aspergillus. Le pollen
floral avait le plus grand nombre d’isolats de moisissures mais le moins d’espéces. Le pollen
floral, le pollen corbiculaire et le pain d'abeille stockés différaient selon les moisissures
prédominantes (Gilliam, 1989).

Le pollen floral avait également le plus grand nombre d'especes de levures différentes
qui diminuaient dans le pollen corbiculaire et le pain d'abeille. Les especes prédominantes
étaient Cryptococcus albidus, Kloeckera apiculata et Candida
guilliermondii var. guilliermondii dans le  pollen  floral ; Cg.var. guilliermondii et T.

magnoliae dans le pollen corbiculaire; et T. magnoliae dans le pain d'abeille (Gilliam, 1979).
2.1.3. Le role des microorganismes du pollen

Les microorganismes du pollen et du pain d'abeille sont métaboliqguement actifs et pourraient
produire des composés tels que des enzymes, des vitamines, des substances antimicrobiennes,
des acides organiques et des lipides qui contribuent a la conversion du pollen et a la
stabilisation du pain d'abeille (Gilliam, 1979). Par exemple, les moisissures ont produit des
enzymes impliquées dans le métabolisme des protéines, des lipides et des glucides (Gilliam et
al., 1989).

De point de vu nutritif et appétitif, il semble que les levures aient un réle tres
important, 80% des levures de pain d'abeille fermentent le glucose et le saccharose, toutefois,
les levures sont mal définies tant vis-a-vis de leur contribution aux modifications

biochimiques qu’elles apportent dans le pollen que de leur valeur alimentaire (Gilliam, 1966).
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Les levures sont par ailleurs des sources de vitamines et d'enzymes. Bacillus spp du
pollen et du pain dabeille ont produit des enzymes protéolytiques, des substances anti
microbiennes et des carbohydrates sont aussi exploités pour leur capacité a synthétiser et a
sécréter d’énormes quantités d’enzymes et sont reconnus pour leur production d’antibiotiques

et d’acides gras (Gilliam, 1979).

De plus, les Aspergillus, Penicillium et Mucorales sont utilisés industriellement pour
la production d'antibiotiques, d'acides organiques, d'enzymes et de lipides. Les Pseudomonas
sont des bactéries trés repandus dans le réegne végétal et certaines espéces sont connues

comme possédant des métabolismes bien particuliers (Gilliam, 1966).

2.2. Altération du pollen d’abeille
2.2.1. Définition

L’altération est une modification que subit un produit alimentaire par rapport a sa
constitution spécifique, ce qui détermine sa valeur nutritionnelle et/ou le rend impropre a la
consommation. Selon la composition de I’aliment et la nature des systémes actifs des
microorganismes dominants, on assistera a des altérations remarquables par les

changements d’apparence, de texture, d’odeur et de saveur.
2.2.2. Les facteurs influengant I’altération du pollen

Un contaminant se définie comme tout agent biologique ou chimique, toute matiére
étrangeére, ou toute autre substance n’étant pas ajoutée intentionnellement au produit
alimentaire et pouvant compromettre sa sécurité ou sa salubrité. Le pollen d’abeille peut étre
pollué par des contaminants chimiques, microbiologiques ou atmosphériques, par exemple par
des métaux lourds et les pesticides (Bogdanov et al., 2004).
2.2.2.1. Les contaminants biologiques et microbiologiques

Le pollen, avec sa richesse en nutriments, constitue un substrat trés favorable au
développement des organismes biologiques causant son altération. En premier lieu, | humidité
permet le développement des moisissures blanches ou vertes et des agents de fermentation.
Ces ennemis rendent le pollen dangereux, donc inutilisable.

La présence des microorganismes dans le pollen peut influencer sur la qualité et la
sécurité de ce complément alimentaire. Les microorganismes présents dans le pollen sont des

bactéries, des moisissures et des levures ; ils proviennent des abeilles, du nectar ou des
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sources externes : les humains, I’équipement, les contenants, les vents et la poussiére sont des
sources de contamination microbienne. L’intestin des abeilles melliferes contient 1% de
levures, 27% de bactéries Gram positif (Bacillus, Bacteridium, Streptococcus et Clostridium
sp) et 70% de bactéries Gram négatif (Achoromobacter, Erwinia, Escherichia coli,
Flavobacterium, Klebsiella, Proteus et Pseudomonas). Pour diverses raisons, la plupart des
bactéries ne peuvent pas se développer ou se reproduire dans le pollen car il posséde des
propriétés antimicrobiennes (waili, 2012). Cependant, ce méme auteur a rapporté que certains

agents pathogénes peuvent se retrouver dans le pollen.

Les champignons et les bactéries attaquent le pollen pour ces teneurs en carbone et en
azote dans la sporopollenine, ce qui corrode la surface de I’exine. Les bactéries anaérobies
dégradent les ballonnets des grains de pollen des coniferes (Plantes a ovules et graines nues).
Les collemboles (petites arthropodes vivants dans les sols a 1’abri de la lumiére) alterent le

pollen en le consommant pour sa propre croissance (Allmaraz, 2007).

Les larves des fausses-teignes qui se développent dans le tiroir des trappes sont tuées par
le séchage. Si les papillons peuvent venir pondre dans les lots de pollen insuffisamment sec,
leurs larves évolueront en se nourrissant des pelotes.

Un acarien inconnu en Provence, le Carpoglyphus lactis, effrite les pelotes. Un insecte
coléoptére, non spécifique, le Sylvanus surrinamensis, a été rencontré pour la premiere fois a
Hyeéres, dans un petit lot de pollen ou son évolution s'est poursuivie durant plusieurs mois
(Prost et le Conte, 2005).

2.2.2.2. Les contaminants physiques

Les dangers physiques retenus sont les suivants : les cailloux ou poussieres, métaux,
objets coupants, fragments de verre, fragments de bois, fragments d’abeilles et de petits
animaux, déjection de rongeurs, etc. (Anses, 2012).

2.2.2.3. Les contaminants chimiques

Les contaminants de I’environnement et ceux issus des pratiques apicoles constituent
les dangers susceptibles de se retrouver dans les produits de la ruche. Ainsi, il convient de
citer les contaminants issus des pratiques apicoles (traitements anti-varroas, antibiotiques
contre les loques) qui constituent la source principale de la contamination des produits de la

ruche.
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a. Métaux lourds

L’air et le sol contiennent des métaux lourds, principalement de I’industrie et de la
circulation qui peut aussi contaminer la colonie d’abeille et ses produits. Le plomb (Pb) et le
cadmium (Cd) sont considérés comme les principes toxiques des métaux lourds et sont donc
les plus fréquemment étudiés. Le plomb contenu dans 1’air provient principalement de la
circulation automobile. En générale, le plomb n’est pas transporté par les plantes. D’autre
part, le cadmium (Cd), provenant de I’industrie des métaux et des incinérateurs, est transporté
du sol aux plantes (Bogdanov, 2006).

Il faut donc éviter de placer les ruches dans un environnement industriel pollué en
métaux lourds. Des concentrations observées en plomb et en cadmium dans le pollen : 0.02-
3.9 mg /kg et 0.03-2.1 mg/kg respectivement, qui doit de ce fait étre récolté dans des zones
moins exposées, a savoir dans un rayon de 3 km des sources de pollution (grands axes

routiers, incinérateurs...250km) (Bruneau, 2012).

b. Produits de traitement employés en apiculture

- Acaricides : Ce sont des traitements de lutte contre les épizooties des abeilles telles que les
acariens qui parasitent les abeilles. Ce sont des pesticides chimiques, ils contiennent du
benzéne, des permethrines, des aldéhydes, des phénols, des ammoniums ou d’autres
composants toxiques pour I’environnement et pour la santé méme a faible dose (Sylvie,
2009).

- Antibiotiques (utilisés pour la lutte contre les maladies bactériennes des abeilles- la loque
américaine et la loque européenne) ;

- Résidus de produits de préservation du bois ;

- Produits utilisés dans la récolte du miel (rarement utilises) ;

- Produits chimiques utilisés pour controler les autres parasites de 1’abeille et les prédateurs
(Everlyn, 2014).

c. Pesticides

Les pesticides sont des substances chimiques destinées a éliminer les parasites
animaux ou végétaux qui pourraient s’attaquer aux cultures. Ces agents chimiques peuvent
tuer directement les abeilles (intoxication aigiie), mais ils peuvent aussi agir a des doses
sublétales (intoxication chronique) (Pettigrew, 2008). Ils provoquent également des
altérations morphologiques aux stades immatures, des troubles de butinage et de

comportement, ainsi qu’une augmentation de la mortalit¢ du couvain avec réduction de la
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consommation de nourriture (Yang et al., 2008). Selon Alaux et al. (2010), les pesticides
peuvent constituer, par ailleurs, une source de stress et réduire la résistance aux pathogenes
tels que Nosema sp. Une étude menée par Mullin (2010) dans les ruchers transhumants ou
sédentaires en Amérique de Nord a mis en évidence 121 pesticides et leurs métabolites dans le
pollen (30 fongicides, 17 herbicides, 16 pyréthrinoides parents, 13 organophosphorés, 4
carbamates, 4 néonicotinoides, 4 régulateurs de croissances des insectes, 3 cyclodiénes

chlorés, 3 organochlorés, une formamidine, 8 acaricides/insecticides, 2 synergistes).

d. Mycotoxines

Les champignons colonisent avec succeés I’environnement terrestre et utilisent
efficacement les substrats solides. En se développant sur leurs matrices, beaucoup de
champignons produisent des mycotoxines pouvant causer une intoxication aigiie ou chronique
chez I’homme et les animaux aprés 1’ingestion de denrées alimentaires et des aliments pour
animaux contaminés (Marasas et Nelson, 1987 ; Moss, 1996).

Plusieurs mycéliums peuvent se développer dans le pollen : Penicilium verrucosum,
Aspergillus niger, Aspergillus carbonarius, Aspergillus ochraceus, Aspergillus prarasiticum
et alternaria spp. Ces espéces peuvent produire des toxines (ochratoxine A (OTA) et
aflatoxine B1, B2...) (Gonzalez et al., 2005). Cependant, ce risque n’existe que si I’humidité

du pollen est supérieure a 6% (Nevas et al., 2002).
2.2.3. Les normes des contaminants dans le pollen

La sécurité sanitaire des consommateurs, des contrdles permanents dans la chaine
apicole et la mise en ceuvre de bonnes pratiques de production et de transformation par les
apiculteurs sont essentielles. La commission internationale du miel (IHC) a proposé des

criteres de qualité pour le pollen d’abeilles (tableau I11), rapportés par Compos et al. (2008).
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Tableau I11 : Normes des contaminants dans le pollen (IHC)

Analyses microbiologiques

Salmonella Absent/10g
Staphylococcus aureus Absent/1g
Enterobarteriaceae Max.100/g
Escherichia coli Absent/g
Total aerobic plate count <100 000 g
Mould and yeast <500 000 g
Organochlorine pesticides <MRL
Organophosphate pestisides <MRL
Pyrethroids <MRL
Aflatoxin B1 Max.2pug/kg
Aflatoxin B1+B2+G1+G2 Max.4 pg/kg
Cloramphenicol (CAP) Absent
Nitrofuran metabolites Absent
Sulfonamides Absent
Heavy metal Pb Max. 0,5 mg/kg
Heavy metal Hg Max.0, 01 mg/kg
Heavy metal Cd Max. 0,03 mg/kg
Radioactivity (Cs-134 and Cs-137) <600 Bg/kg

MRL : Limite maximale applicable aux résidus

2.3. Récolte et conservation du pollen d’abeille
2.3.1. La récole du pollen
2.3.1.1. Par les abeilles

Ce sont les jeunes butineuses qui sont chargées de la récolte du pollen. Leur objectif
est d'amasser le pollen en pelotes pour pouvoir le rapporter a la ruche. A cet effet, I'abeille
utilise ses trois paires de pattes. De retour a la ruche, elle dépose le pollen dans des alvéoles.
Le pollen est stocké au plus prés du couvain car il entre prioritairement dans I'alimentation
des larves. Il est pour I'abeille la nourriture de croissance, alors que le miel, issu du nectar, est

sa nourriture a I'age adulte. Le pollen stocké dans les alvéoles est susceptible de moisir a
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I’humidité et afin d’éviter son altération, les abeilles le recouvrent du miel et produisent ainsi

ce que l'on appelle le "pain des abeilles”, qui associe pollen et miel (Jaques et Claude, 2008).

2.3.1.2. Par P’apiculteur

Le pollen est récolté par l'apiculteur "en saison croissante”, c'est a dire lorsque la
végeétation regorge de plantes riches en pollen. La récolte doit tenir compte des besoins de la
ruche car elle se fait au détriment du développement de la colonie. En général, on récolte
environ 10% du pollen, dont les besoins moyens annuels d’une colonie sont estimés a environ
30 a 40 Kg. Pour ce faire, la récolte se fait a l'aide de trappes a pollen (Figure 3). Ces
dernieres sont placées a I’entrée de la ruche. La trappe est menée de peigne percé de trous a
travers lequel les abeilles sont obligées de passer pour ramener le pollen dans la ruche, les
pelotes de pollen dans les corbeilles de leurs pattes restent donc prisonnieres et tombent dans
un panier ou un bac situé sous la trappe (Thibault, 2017).

Avant de débuter la récolte, les trappes seront placées sur les ruches sans leur peigne
pendant quelques jours afin que les abeilles s’habituent a cette nouvelle configuration. La
récolte sera soit continue, soit temporaire. En cas de récolte continue, les apports vont
diminuer aprés deux ou trois jours car les abeilles vont trouver le moyen de passer avec leurs
pelotes (plus petites). En cas de récolte alternative, cet apprentissage sera ralenti et I’impact
pourra étre aussi important, ou méme plus important, sur les ruches (perturbation plus forte)
(Bruneau, 2011).

La récolte du pollen se fait préférablement en fin de journée lorsque l'activité est retombée
et afin d'éviter I'utilisation de la fumée pour ne pas dénaturer le pollen. L’apiculteur récupére
les pelotes tombées dans le filet ou le bac. Ce bac doit en permanence rester propre et
conforme aux bonnes pratiques d'hygiéne afin de ne pas contaminer la récolte suivante
(Thibault, 2017). En effet, les restes de pollen dans le bac, sur lesquels se développent les

moisissures, constituent la source de contamination des prochaines récoltes (Bruneau, 2011).
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Figure 3 : Trappe a pollen (Claude, 2009).

2.3.2. Nettoyage

Une fois récolté, le pollen de chaque ruche est pesé. Ceci permet entre autre de comparer
les ruches & meilleur rendement, et ainsi sélectionner les plus rentables pour augmenter la
productivité. Le tri des pelotes est important puisqu'il s'agit d'éliminer toutes les impuretes
présentes dans le mélange. 1l se réalise en 3 étapes :

a. La premiére consiste en un tri grossier a l'aide d'un tamis : éliminer les abeilles, larves
mycoses, larves de fausse teigne, morceaux de plantes, poussiéres qui sont récupérés
dans le tamis avec les grosses pelotes.

b. Trieuse a pollen : Systeme de soufflerie qui consiste a séparer les éléments en fonction
de leur poids. Les pelotes de pollen, grace a leur poids tombent directement dans un
bac situé sous I'entonnoir. Les éléments légers sont déviés et tombent dans un second
bac. Les impuretés mélangees aux pelotes légéres et & la poudre de pollen n'est
évidemment pas jeté, il peut étre récupéré pour rentrer dans la composition de
I'alimentation a usage vétérinaire ou pour nourrir les abeilles.

c. La derniere étape est un tri manuel a la pince a épiler dans un bac a fond clair pour
éliminer ce qui est passe a travers les mailles du tamis. On retrouve en majorité des
larves mycosées, des morceaux d‘abeille. Parfois on y retrouve des pelotes de
propolis qui sont laissées dans le mélange. C'est I'occasion de godter les différentes
pelotes de pollen pour en éliminer les plus ameres lorsqu'il s'agit d'un pollen toutes
fleurs (Thibault, 2017).
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2.3.3. Techniques de conservation

Le pollen prélevé dans les trappes ne peut pas se conserver en 1’état trés longtemps,
quelques jours a la température ambiante. 1l est donc nécessaire d’appliquer au plus vite des
traitements de stabilisation. Il existe en effet deux méthodes pour assurer sa conservation : la
congélation et la déshydratation partielle (séchage) (Gauthier, 2014).

La qualité de tri, du séchage ou de la surgélation sont tres importante. Une attention
particuli¢re doit étre portée a 1’étape du conditionnement (mise en pot), concernant le choix
du matériau pour le contenant (verre, plastique) et concernant le couvercle.
2.3.3.1. Congélation

Le pollen frais, appelé aussi pollen cru est cent fois plus concentré en ferments
lactobacilles que le pollen sec et beaucoup plus riche en vitamines. Le pollen frais contient 30
a 40 % d'eau (Prost et le Conte, 2005). La mise en congélation et/ou sous atmosphére
controlé permet de stabiliser le pollen a 1’état frais en lui conservant ses atouts nutritionnels et
organoleptiques. De plus, sur le plan microbiologique, le pollen congelé a 1’¢état frais conserve
ses ferments vivants. Cette flore composée de microorganismes vivants favorables a la santé
est préservée par la congélation mais ne survit généralement pas au séchage. Le pollen
supporte la décongélation quelques heures et peut étre ensuite recongelé sans risque car les

pelotes ne renferment aucune flore bactérienne pathogene (Gauthier, 2014).
2.3.3.2. Séchage

Les pelotes de pollen non séchées s’avarient et moisissent trés rapidement. Afin
d’éviter tout développement des levures et moisissures, il faut procéder au séchage a 42-45°C.
Cette température est optimale pour sécher rapidement le pollen. On obtient une teneur en eau
proche de 4%. Il est ensuite stocké dans un endroit sec a I’abri de I’air, de la lumiere et de la
chaleur pour limiter les risques d’insectes, d’acariens ou des processus d’oxydation (Philippe,
2007). Toutefois, le séchage est responsable partiellement d'une altération compositionnelle
du pollen et donc de ses propriétés (Melo et Almeida, 2016). En effet, I’action anti-oxydante
est I’une des propriétés les plus rapidement détruites lors de séchage, ainsi qu’une partie
d’enzymes. Il est couramment considéré que le pollen perd environ 50% de sa valeur
thérapeutique lors du séchage (Cherbuliez, 2001). Malgré ses inconvénients, cette méthode
demeure la plus utilisée, principalement pour des raisons de faciliter la conservation et la

manipulation (Gauthier, 2014).
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2.3.4. Modes de conditionnement du pollen

Etant considéré comme un complément alimentaire, le pollen doit suivre de fagon
logique les recommandations en vigueur qui s‘appliquent dans l'industrie alimentaire. Le
pollen séché doit de ce fait étre conservé dans un emballage qui le maintien a I'abri de
I'humidité atmosphériqgue comme il en est pour les ressources alimentaires. En ce qui
concerne le pollen congelé, il doit étre frais et congelé rapidement pour préserver au
maximum ses vertus nutritives. Il sera ensuite stocké au congélateur dans un emballage ferme.
La chaine du froid ne doit pas étre interrompue (Bruneau et Lequeuex, 2009).

Le conditionnement doit étre réalisé dans le respect des bonnes pratiques de préparation
et dhygiéne en Agro-alimentaire et il est recommandé de sassurer avant tout
conditionnement, que le pollen sec ne soit pas mélangé a des impuretes et tout autre élément

étranger et, bien évidemment, qu'il ne soit pas rance (Thibault, 2017).
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I. Matériel et Méthodes
1.1. Echantillonnage

L’¢étude a été réalisée sur deux types de pollens : le pollen sec stocké (PSS) pendant
une année et le pollen sec frais (PSF) (non stocké). Trois échantillons pour chaque type de
pollen ont été récupérés aupres des apiculteurs de la région de Tizi Ouzou. Les échantillons
ont été séchés au moyen d’un séchoir a pollen a une température variant de 40 a 45°C. Ces
échantillons sont ensuite conditionnés dans des bocaux en verre et entreposes a la
température ambiante.

Sur les différents échantillons, nous avons effectué les analyses suivantes : mesure de
la teneur en eau et le pH, ainsi que la recherche des flores et des germes suivants : La flore
aérobie mésophile totale (FMAT), les coliformes totaux, les coliformes fécaux, les
staphylocoques, les salmonelles et les levures et les moisissures.

Les analyses ont été effectués au sein de laboratoire de microbiologie du département
Agronomie et au laboratoire de physicochimie du département biologie.

Notre étude s’intéresse a une comparaison entre les caractéristiques microbiologiques
d’un pollen sec stocké pendant une année et d’un pollen sec frais de la saison dans le but

d’avaleur I’effet du temps sur la stabilité de la qualité microbiologique du pollen.

1.2. Analyses physicochimiques
1.2.1. Lateneur en eau
e Mode opératoire

La détermination de taux d’humidité des échantillons du pollen consiste a peser 1 g
d’échantillon dans des creusets et les placer dans une étuve a 105 C° pendant 48 heures. Les
échantillons sont pesés apres refroidissement dans un dessiccateur, remettre une heure a
I’étuve et procéder a une nouvelle pesée. Refaire 1’opération jusqu’a 1’obtention d’un poids
constant. Le taux d’humidité est exprimé en pourcentage : (p%) = [(po-p1) / p] x100 (Nabas
etal., 2014).

Sachant que :
-Po : poids de I’échantillon et du creuset avant séchage
-p1 : poids de I’échantillon et du creuset apres séchage

-p : masse de la prise d’essai (g).
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1.2.2. LepH
Cette mesure est realisée a 1’aide d’un pH-métre qui mesure la différence du potentiel

entre les deux électrodes qui sont émergées dans 1’échantillon.

e Mode opératoire
- Peser un 1 g de I’échantillon de pollen préalablement broyé a I’aide d’un mortier en verre ;
- Porter I’échantillon dans un bécher de 200 ml contenant 100ml de I’eau distillée ;
- Agiter la suspension pendant quelques minutes grace a un agitateur ;
- Laisser la suspension en repos pendant 15 mn et agiter de nouveau pour quelques instants ;
- Le pH- métre doit étre étalonné avant son utilisation a I’aide des solutions tampons ;

- Plonger la pointe de 1’électrode dans le liquide et la valeur du pH s’affiche au

potentiométre ;

- Noter le pH de la suspension apreés stabilisation de 1’appareil.

1.3. Analyses microbiologiques

1.3.1. Préparation de la suspension mére (SM)

- Pres du bec benzene, introduire aseptiqguement 25¢g du produit a analyser (pollen sec) dans
un flacon stérile contenant au préalable 225 ml de diluant (eau physiologique stérile). Cette

suspension constitue alors la solution mére (Guiraud, 2003).

- La suspension meére est diluée successivement dans une solution physiologique stérile (Eau

physiologique).

- La dilution décimale en cascade est effectuée en transférant une prise d’essai de 1 ml de

suspension a diluer dans un tube contenant 9 ml d’eau physiologique stérile

- Le nombre de dilutions nécessaires est choisi en fonction de la concentration attendue en

microorganismes dans la suspension.
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Suspension
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solution physiologique stérile
{9 ml)

Figure 3 : Dilution en série de I’échantillon dans une solution physiologique (INRS,
2019).

1.3.2. Recherche et dénombrement des germes

1.3.2.1. Flore mésophile aérobie totale (FMAT)

Leur dénombrement repose sur I’emploi d’une gélose PCA sélective.

e Mode opératoire
- On prend une pipette stérile et a partir de la derniére dilution (D 10°°), on préléve 1 ml qu’on
répartira en gouttes au fond de la boite correspondante, et renouveler l'opération pour la

seconde boite ;

- Sans changer de pipette on remonte a la dilution supérieure, et on recommence et ce ainsi de

suite jusqu'a la premiére dilution ;
- On recouvre les gouttes d'une couche de gélose PCA en surfusion ;
- Homogénéisées par des mouvements circulaires ;

- On laisse solidifier puis on incube a 30°C pendant 72 heures avec une lecture toutes les 24

heures ;

- Les colonies de germes mésophiles aérobies se présentent sous forme lenticulaires en masse
et blanchatres ; le dénombrement s’effectue sur les boites contenant des colonies dont le

nombre est compris entre 30 et 300.

1.3.2.2. Coliformes totaux et fécaux

Leur détermination se fait par la technique en double couche sur la gélose VRBL.

e Mode opératoire
- Préparer les boites de pétrie stériles ;
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- A partir des dilutions décimales réalisées, porter aseptiquement 1 ml dans deux boites de

pétri vides ;
- Ajouter la gélose VRBL ;
- Homogénéiser avec des mouvements circulaires ;

- Apres la solidification, recouvrir la surface avec une deuxieme couche mince du méme

milieu et laisser gélifier a température ambiante ;

- L’incubation a lieu pendant 24 heures a 48 heures, & 30°C pour les coliformes « totaux » et

a 44°C pour les coliformes « fécaux » ;

- Les colonies caractéristiques sont de couleur rouge ayant un diametre de 0,5 mm

1.3.2.3. La flore lactique

La recherche de la flore lactique se fait par un ensemencement en surface sur la gélose MR
e Mode opératoire

- On Préparer les boites de pétrie stériles, Coulées par la gélose MRS ;

- On eétale 0,1 ml (préleve a partir de la suspension mere et des dilutions décimales) a ’aide

d’un rateau sur la totalité des boites de pétrie sur MRS solidifié ;

- L’incubation se fait a 37° C pendant 72h. Les colonies développées présentent une

coloration blanche crémeuse arrondie.
1.3.2.4. Staphylococcus aureus

Elles sont ensemencées en surface sur la gélose de Baird Parker additionnée au jaune d’ceuf

et au tellurite de potassium.
e Mode opératoire

- On dépose 0,1 ml de la suspension a analyser (suspension mere et/ou ['une des dilutions)

sur le milieu de culture (Baird Parker) préalablement coulé et solidifié ;

- On ¢tale de facon uniforme a I’aide d’un étaleur stérile jusqu’a ce qu’il ne reste plus de

liquide visible a la surface du milieu ;
- L’incubation se fait a 37°C pendant 48h a ;

- Seules les colonies entourées d’un halo jaune brillant & centre noire sont denombreées.
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1.3.2.5. Salmonella
e Mode opératoire

- Peser aseptiquement 25g de 1’échantillon dans un erlenmeyer a I’aide d’une balance de

précision et ajouter 225ml du milieu de pré-enrichissement (eau physiologique) ;
- Aprés homogeénéisation, incuber a 37°C/16 a 20h (la revivification) ;

- Apres incubation, transférer 10 ml de la solution pré-enrichie dans un tube a essai et dessus

ajouter 1ml de Rappaport Vassiliadis puis incuber a 37°C/24h ;
- On réalise un isolement sur la gélose Hektoen pour chercher et dénombrer les salmonelles.

- Les salmonelles se présentent souvent sous forme de colonies gris bleu a centre noir sur la

gélose Hektoen.

1.3.2.6. Levures et moisissures
La recherche des levures et des moisissures se fait sur la gélose OGA par un ensemencement

en surface.

e Mode opératoire
- On dépose 0,1 ml de la suspension a analyser (suspension mére et/ou ’une des dilutions)

sur le milieu de culture OGA préalablement coulé et solidifie ;

- On étale de facon uniforme a I’aide d’un rateau stérile jusqu’a ce qu’il ne reste plus de

liquide visible a la surface du milieu ;
- Chaque dilution est étalée sur deux boites de milieu pour trois dilutions successives ;
- L’incubation se fait a 25° C pendant 3 a5 jours ;

- La lecture s’effectue sur les boites dans lesquelles le nombre des colonies compris entre 15

et 300, on distingue les levures des moisissures par leur forme et leur couleur.
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dilution « n »

Figure 4 : Etalement de la suspension diluée sur les milieux de culture (INRS, 2019)
1.4. Observation microscopique de quelques moisissures

La détermination des moisissures fait appel aux caracteres morphologiques des hyphes et de

structure de reproduction.

- Les hyphes: couleur, présence ou non de cloisons, diamétre approximatif, structure

particuliere.

- Structure et disposition des spores : couleur, forme, nombre, cloisons, taille.
e Mode opératoire

- On dépose une goutte de réactif (Blue de méthylene) ou d’eau sur une lame.

- On dépose I’échantillon dans la goutte a 1’aide de la pincette ou d’aiguille.

- On couvre avec une lamelle, en plagant un coté de celle-ci sur la lame en la laissant

basculée sur la goutte contenant 1’échantillon, cela permet de chasser un maximum d’air.

- Si nécessaire, on peut tapoter la lamelle pour écraser les tissus, si du liquide passe sous la

lamelle on absorbera avec un mouchoir en papier.
- On procede a I’observation sous le microscope.
1.5. Analyse statistique

L’interprétation des résultats obtenus pour les analyses physico-chimiques et

microbiologiques est basée sur une analyse de variance (ANOVA) a un facteur par
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I’utilisation d’un logiciel STATBOX version 6.2. Cette analyse statistique consiste en une

comparaison des moyennes des différents paramétres étudiés des deux types du pollen
d’abeille.
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I1. Résultats et discussion
2.1. Résultats des analyses physicochimiques
2.1.1. La teneur en eau

La teneur en eau (exprime la teneur totale : I’eau libre et liée) et I’activité de ’eau
(mesure la quantit¢ d’eau libre) jouent un role important dans les caractéristiques
organoleptiques et la durée de conservation du pollen d’abeille. Lorsque ces valeurs sont tres
élevées, elles peuvent favoriser potentiellement la contamination microbienne,

principalement par des moisissures et des levures (Morgano et al., 2011).

Les résultats de la teneur en eau de pollen sec stocké (PSS) et de pollen sec frais

(PSF) sont présentés dans le tableau IV.

Tableau IV : Résultats de la teneur en eau en pourcentage (%) des deux types du pollen
d’abeille

Echantillons PSS PSF

El 12,54 6,7

E2 10,47 4,7

E3 16,22 8,9
Moyennes + 13,07 +£2,37 | 6,76+1,71
Ecart type

Le tableau IV illustre les teneurs en eau des échantillons du pollen sec stocké qui
varient en moyenne de 10,47% et 16,22%, cependant celles des échantillons du pollen sec
frais oscillent entre 4,7% et 8,9%. L’analyse statistique des résultats de la teneur en eau
révéle I’existence d’une différence significative entre la moyenne des echantillons du pollen

sec stocké et la moyenne des échantillons du pollen sec frais (p = 0.02).

Les valeurs des échantillons du pollen sec frais présentent une moyenne de 6,76% qui
est conforme aux recommandations des normes d’Argentine qui stipule une teneur maximale
de 8%. Plus ces valeurs en eau sont faibles, plus longue sera sa durée de conservation. En
effet, une faible teneur en eau ne favorise pas le développement des microorganismes a
condition de maintenir le pollen dans un emballage imperméable a la vapeur d’eau.
Contrairement aux échantillons du pollen sec stocké qui révelent des teneurs importantes
avec une moyenne de 13,07% qui dépasse la norme recommandée par 1’Argentine (8%). Le
pollen riche en eau sera plus facilement agressé par des microorganismes tels que bactéries et
champignons (Thibault, 2017).
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Cette humidité élevée pourrait étre expliquée par la réhydratation du pollen si une longue
période s’écoule entre le séchage et la mise en pot. Selon Stanely et Linskens (1974), il est
important de maintenir la plus basse teneur en eau possible tout au long de la conservation du
pollen pour limiter la dégradation enzymatique des substrats endogénes (ex : sucres simples),

assurer la viabilité des grains du pollen et ralentir le développement microbien.

I a été recommandé que 1’activité de 1’eau doive étre inférieure a 0,30 pour la bonne stabilité

au stockage des aliments déshydratés comme le pollen (Bonvehi et Jorda, 1997).

D’aprés Duffield (1954), le maintien d’une faible teneur en eau ne veut pas dire que la
conservation doit se faire dans une atmosphére totalement séche. Les résultats obtenus sur la
conservation de sept especes de pin aprés environ un an, les meilleures conditions de
conservation sont observées a une humidité de I’air comprise entre 10 a 25% et a une

température située entre 0 et 5°C.

L’humidité maximale du pollen autorisée varie d’un pays a ’autre : Brésil 4%, Suisse 6%, en
Russie 8-10%, Bulgarie 10%. Plus de 10% rend le pollen susceptible a la fermentation.
L’examen de la qualité sensorielle en suisse a permis de conclure que le taux d’humidité de

moins de 6% rend le pollen trop sec et moins acceptable de point de vue sensoriel.
2.1.2. Le pH

Le pH (ou potentiel d’hydrogeéne) est défini comme cologarithme de la concentration
en ions H+ dans une solution. C’est I'un des facteurs qui va contribuer a renforcer ou a
ralentir la dégradation naturelle du pollen car il influence sur sa texture et sa stabilité pendant

le stockage.

Tableau V : Résultats des valeurs du pH des deux types du pollen d’abeille

Echantillons PSS PSF

El 5,2 51

E2 54 6,8

E3 4,9 5,7
Moyennes + 5,16+0,20 5,86+0,70
Ecart type

Le pollen, avec sa composition biochimique (protéines et sucres), peut constituer un
milieu favorable au développement des microorganismes, si les autres conditions du milieu

sont favorables (pH, humidité, oxygene...etc.). Le tableau V illustre les valeurs du pH des
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échantillons du pollen sec stocké qui varient entre 4,9 et 5,4, et entre 5,1 et 6,8 pour les
échantillons du pollen sec frais. Cette variation entre échantillons peut étre due a leurs
origines botaniques, les conditions environnementales et les conditions de stockage. Les
résultats du pH du pollen sec stocké sont proches de ceux enregistrés par Gergen et al.
(2006) et Feas et al. (2012) et dont les valeurs oscillent de 4,3 a 5,2. Les valeurs moyennes
enregistrées sont de 5,16 et 5,86 respectivement pour le pollen sec stocké et le pollen sec
frais. Donc les deux types de pollen sont conformes a la norme fixée par la législation
brésilienne pour le pH qui varie de 4 a 6. Toutefois, I’analyse statistique a révélé des
différences non significatives (p=0,25). Les valeurs relativement faibles enregistrées dans le
pollen sec stocké peuvent s’expliquer par la fermentation des sucres par les micro-organismes

survivants dans le pollen sec, particulierement les levures.

Les valeurs basses du pH pourraient étre dues a une fermentation par les levures et
moisissures (on peut estimer qu’une partie de ces derniéres ont pu survivre apres le séchage.
La fermentation est favorisée par I’humidité (1’activité de 1’eau) ainsi que la température et
comme résultat de cette fermentation il y a I’acide lactique qui fait baisser le pH du milieu
(Jeantet et al., 2006). L’acidification du pollen est une technique de conservation efficace

qui permet de réduire de facon considérable sa charge bactérienne (Cherbulliez, 2001).

2.2. Résultats des analyses microbiologiques

Le pollen est un milieu biologiquement trés actif, il est exposé a des diverses
contaminations microbiennes. Les criteres généraux de qualité et de la sécurité des pollens
d'abeille ont été proposés par la commission internationale du miel (IHC) et rapportés par
campos et al. (2008).

Certains chercheurs comme Shvetsova et al. (2014) ont rapporté une grande étendue
de résultats sur la contamination microbienne de pollen d'abeille avec des bactéries de la
famille entérobactéries, et il est reconnu que certaines especes de cette famille sont

pathogeénes.
2.2.1. La flore mésophile aérobie totale : FMAT

Est un indicateur sanitaire qui permet d’évaluer le nombre d’UFC (Unité formant une
colonie). Ce sont des microorganismes qui se développent dans un produit ou & I’air ambiant

avec une croissance optimale a 30°C.
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Gilliam et al. (1983) ont signalé la présence de bacilles a Gram- et a Gram+, ainsi que
de cocci a Gram + dans le nectar. En outre, les champignons trouvés en association avec les
colonies d’abeilles domestiques ou ils persistent sur le nectar, le pollen, les débris de colonie
et a I’intérieur des abeilles elles méme (Benoit et al., 2004). 1l semble que les abeilles soient

la principale source de contamination du pollen.

Tableau VI : Résultats de dénombrement de la flore mésophile aérobie totale
(UFC/g) des deux types du pollen d’abeille

Echantillons PSS PSF

El 2470000 34200

E2 2366000 26100

E3 2785000 24300
Moyennes+ 2540333+£178139,15 | 28200+4305,81
Ecart type

Le nombre de germes mésophiles totaux des échantillons du pollen étudiés illustré
dans le tableau VI varie en moyenne entre 2 366000 UFC/g et 2 785000 UFC/g pour le pollen
sec stocké (2018) et entre 24300 UFC/g et 34200 UFC/g pour le pollen sec frais (2019). La
charge microbienne moyenne de la FMAT est de 2 540 333 UFC /g dans le pollen sec stocké
et de 28 200 UFC/g dans le pollen sec frais. L’analyse statistique révele 1’existence d’une

différence tres hautement significative entre les deux types de pollen (p=0,001).

La charge élevee de la FMAT enregistréee dans le pollen sec stocké (PSS),
comparativement a la charge de cette flore dans le pollen sec frais (PSF), confirme ainsi que
la durée de stockage est un facteur d’altération si les conditions de stockage ne sont pas

respectées (température, humidité, type d’emballage).

La charge de la FMAT dans le PSS dépasse la norme établie par le code alimentaire
Argentin, qui fixe une valeur maximale de 1,5.10° UFC/g de la flore mésophile totale ainsi
que la norme fixée par la commission internationale du miel (IHC) qui est 10° UFC/g. La
charge de la FMAT refléte la qualité hygiénique des denrées alimentaires ou de matieres
premiéres, ainsi que les la transformation, la manipulation et les conditions de stockage. La
présence d’un grand nombre de bactéries mésophiles dans le pollen déshydraté peut indiquer
des matieres premieres excessivement contaminées c.a.d. la charge initiale du pollen est tres
élevée, les impuretés qui peuvent tomber dans le tiroir & pollen lors de nettoyage habituel de

la ruche (cadavres d’abeilles, la cire, larves momifiées a cause de certaines maladies qui
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peuvent toucher la ruche), nettoyage et désinfection inadéquate des surfaces, hygiéne
insuffisante, conditions de température/temps inadéquate dans la production ou la
conservation, ou une combinaison de ces circonstances (Melo et al., 2016 ; Estevinho et al.,
2012 ; Feas et al., 2011 ; Franco et Landgraf, 2005 ; Belhadj et al., 2012 ; Nogueira et al.,
2012).

Par contre, le pollen sec frais (PSF) avec une charge moyenne de 28 200 UFC/g est
conforme a la norme établie par le code alimentaire Argentin ainsi que la norme IHC. Par
ailleurs, ces résultats sont inférieurs a ceux obtenus par Adjlane et al. (2017) dans le pollen
de la région de Tizi Ouzou (150.102UFC/g). Cette charge initiale relativement faible peut

évoluer au cours du stockage si les conditions d’entreposage ne seront pas respectées.

2.2.2. Coliformes totaux

Les coliformes sont des entérobactéries GRAM-, anaérobies facultatifs, regroupent les
souches d’origine intestinale et celle de I’environnement. Les coliformes fécaux sont témoins

d’une contamination fécale récente.

Les coliformes totaux sont des indicateurs de contamination au cours de la production,
ainsi que la collecte et la transformation des aliments (Belhadj et al., 2012). Mais il s’agit
¢galement d’un groupe diversifie de microorganismes présents dans 1’environnement naturel
(Martin et al., 2016). Les principaux genres bacteriens inclus dans le groupe sont :

Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella et Serratia (Santé canada, 2012).

Il existe deux hypothéses sur la présence de microorganismes viables dans les
échantillons de pollen d’abeilles déshydraté : la basse température utilisée dans le processus
de déshydratation est insuffisante pour éliminer les microorganismes et/ou la contamination
de pollen se produit pendant les étapes de traitement apres la déshydratation (Barreto et al.,
2005).

Tableau VII : Résultats de dénombrement des coliformes totaux (UFC/g) des deux types
du pollen d’abeille

Echantillons PSS PSF

El 146 90

E2 121 203

E3 206 34
Moyennes + Ecart | 157,66+35,67 109+70,29
type
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Le nombre de coliformes totaux des échantillons de pollen étudiés illustré dans le
tableau VII varie en moyenne entre 121 UFC/g et 206 UFC/g pour le pollen sec stocké (2018)
et entre 34 UFC/g et 203 UFC/g pour le pollen sec frais (2019). Les valeurs moyennes des
coliformes totaux obtenues dans le pollen sec stocké est de 157,66 UFC/g et dans le pollen
sec de la saison est de 109 UFC/g, dépassant de loin les valeurs fixées par la norme
enregistrée par IHC qui est 100 UFC/g. Par contre ces valeurs sont inférieures a celles
obtenues par Adjlane et al. (2017): 65.10°UFC/g et par De-Melo et al. (2015):
280.10°UFC/g.

Les résultats élevés enregistrés dans notre étude peuvent s’expliquer par le non-
respect des conditions d’hygiene lors de la collecte, du nettoyage, du séchage et du
conditionnement. Mais aussi la température relativement basse utilisée pour secher cet
aliment. Cette charge élevée en coliformes peut aussi compromettre sa conservation mais sa

sécurité sanitaire exigée par la réglementation et réclamée par le consommateur.

Par ailleurs, I’analyse statistique n’a pas révélé de différences significatives (p = 0,57)
entre les deux types de pollen. Ce dernier résultat peut s’expliquer par une relative stabilité de
cette flore lors du stockage. Cette relative stabilité au cours de la conservation est due au
faible taux d’humidité et de ’AW.

2.2.3. Coliformes fécaux

Les coliformes fécaux, ou coliformes thermo tolérants, sont un sous-groupe des
coliformes totaux capables de fermenter le lactose a une température de 44,5°C. L’espece la
plus fréguemment associée a ce groupe bactérien et |'Escherichia coli (E.coli) et, dans une
moindre mesure, certaines espéces des genres Citrobacter, Enterobacter et Klesiella (Elmud
et al., 1999 ; Santé Canada, 1991 ; Edberg et al., 2000). Bien que la présence de coliformes
fécaux témoigne habituellement d’une contamination d’origine fécale, Plusieurs coliformes
fécaux ne sont pas d’origine fécale, provenant plutot d’eaux enrichies en matiere organique,
tels les effluents industriels du secteur des péates et papiers ou de la transformation alimentaire
(Barthe et al., 1998 ; OMS, 2000). IlIs sont responsables de plusieurs symptdmes: La
diarrhée aiglie, inflammation, colite hémorragique, les infections des voies urinaires, la

septicémie et la méningite néonatale (Kaper et al., 2004).
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Tableau VIII : Résultats de la recherche des coliformes fécaux (UFC/g) des deux types

du pollen d’abeille
Echantillons PSS PSF
El Absence Absence
E2 Absence Absence
E3 Absence Absence

Ces bactéries sont également considérées comme des indicateurs de 1’insalubrité de la
production alimentaire, ils sont la meilleure indication de la présence d’agents pathogénes
d’origine entérique tels qu’Escherichia coli. D’apres les résultats mentionnés dans le tableau
V111, on constate 1’absence totale des coliformes fécaux dans le PSS et le PSF, donc ces deux
types de pollen sont conformes a la norme IHC (OUFC/g). Ces microorganismes sont peut-
étre inhibés par I’acidit¢é du pollen ou alors a I’action bactériostatique de ce dernier
(Cherbuliez, 2001). Cet effet bactériostatique est attribué a 1’addition du glucose oxydase par
I’abeille quand elle mélange le nectar aux grains de pollen au moment de la confection des

pelotes (Dustmann et Gunst, 1986).
2.2.4. La flore lactique

Les bactéries lactiques sont des bactéries a Gram positif, anaérobies partiellement
tolérantes a 1’oxygéne, ne produisant pas en général de spores, se présentant sous forme de

coques ou de batonnets et capables de fermenter les sucres en acide lactique.

Elles ont pour habitat de nombreux milieux naturels (sol, plantes en décomposition,
les animaux, etc.) et accompagnant I’activité humaine en tant que bactéries de la flore

commensale des muqueuses et de la flore alimentaire.

IL s’agit essenticllement des lactobacilles (Aerococcaceae, Carnobacteriaceae,

Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Leuconostocaceae et Streptococcaceae) et les
bifidobacteries provenant directement du jabot des abeilles lors du butinage du pollen. Les
bactéries lactiques dégradent partiellement la membrane protectrice du pollen pour une
assimilation compléte par [’organisme et une protection contre les microorganismes

pathogenes grace a I’acidification provoquée par la lactofermentation.
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Tableau IX : Résultats de dénombrement des bactéries lactiques (UFC/g) des deux types
du pollen d’abeille

Echantillons PSS PSF
El 0 0
E2 0 0
E3 0 0
Moyennes + 0 0
Ecart type

Au vu des résultats obtenus et représentés dans le tableau IX, on remarque une
absence totale de la flore lactique. Selon Pain et Maugenet (1966) la disparition des
bactéries lactiques et de certaines levures pourraient étre di a I’effet de la grande quantité
d’acide lactique produite, ce qui induit a I’abaissement du pH du pollen de trappe. En
fonction d’une baisse de la température et d’une humidité accrue, peut intervenir, apres cette
phase, un développement de moisissures (Pericyctis alvei) qui consomme 1’acide lactique.
Gilliam et al. (1989) ajoutent que la fermentation microbienne, permet a certaines espéeces de
survivre et d’autre pas. Ces especes qui ont pu survivre seront éliminées aprés le séchage du

pollen
2.2.6. La flore pathogéne

e Les Staphylocoques

Sont des coques Gram positif arrondies, ils apparaissent le plus souvent en amas
régulier. Les staphylocoques poussent aisément sur les milieux usuels, donnant sur gélose des
colonies rondes, lisses, blanches ou dorées. Elles produisent une enterotoxine thermostable,

en cas d’ingestion provoque une intoxication alimentaire (Franco et Landgraf, 2009).

e Lessalmonelles

Appartenant a la famille des entérobactéries. Elles provoquent chez 1’espéce humaine des
maladies telles que la fiévre typhoide, la fievre paratyphoide et la salmonellose, c’est 1’une

des principales causes de toxi-infection alimentaire collective (TIAC).
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Tableau X : Résultats de la recherche des staphylocoques et des salmonelles (UFC/g) des

deux types du pollen d’abeille

Staphylocoques Salmonelles
Echantillons PSS PSF PSS PSF
El Absence Absence Absence Absence
E2 Absence Absence Absence Absence
E3 Absence Absence Absence Absence

Au vu des résultats obtenus et représentés dans le tableau X, on remarque une absence
totale des germes pathogenes a incidence sanitaire (salmonella et staphylococcus) dans le
pollen étudié. Ceci serait probablement dii aux propriétés antibactériennes du pollen. Nos
résultats sont conformes aux normes de la Commission internationale du miel (IHC) qui
stipulent que les pollens devraient présenter les aspects microbiens suivants : absence des

salmonelles /10g ; absence de Staphylococcus et d ’Escherichia coli/1g.

Selon les résultats obtenus par Fatrocova et al. (2013), I’activité antibactérienne la
plus élevée du pollen de pavot a été mise en évidence contre Staphylococcus aureus, une
bactérie & GRAM+, dans 70% d’extrait éthanolique au bout de 24 heures. La sensibilité
élevée des extraits de pollen d’abeille de colza a été trouvé dans un extrait éthanolique a 70%
contre Salmonella enterica aprés 48 heures. De plus, les bactéries a GRAM+ sont plus
sensibles au pollen d’abeilles que les bactéries & GRAM-. Nous pouvons confirmer que le
pollen d’abeille posséde des propriétés biologiques intéressantes et pourrait étre considéré

comme un aliment fonctionnel.
2.2.7. Levures et moisissures

Les levures et les moisissures, plus généralement appelées « champignons » ou «
mycetes » sont présentes, tout comme les bactéries, un peu partout (surface, sol, air, etc.).
Alors que certaines d’entre-elles sont considérées comme « utiles » et servant, par exemple, a
I’affinage de nombreux fromages, d’autres peuvent provoquer des fermentations gazeuses
avec des godts indésirables et des intoxications alimentaires. En outre, la présence de levures
et des moisissures dans des aliments accélére leur détérioration. Ces derniers deviennent alors

trés rapidement invendables.
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Tableau XI : Résultats de dénombrement des levures et moisissures (UFC/g) des deux

types du pollen d’abeille

Echantillons PSS PSF

El 2571.4 3272.7

E2 2809.5 2666.6

E3 4363.6 2333.3
Moyennest 3248,16+£794,69 | 2757,53+388,66
Ecart type

Les levures et moisissure ont été denombrées dans tous les échantillons analysés, les
valeurs obtenues sont représentées dans le tableau XI. Le nombre varie de 2571,4 UFC/g a
4363,6 UFC/g dans les échantillons de PSS (2018) et entre 2333,3 UFC/g et 3272,7 UFC/g
dans les échantillons de PSF (2019). Selon I’article 785 du code alimentaire Argentin
(Argentine, 1990), la charge des levures et moisissures dans les deux types du pollen
analysés (PSS et PSF) sont conformes & la norme établie qui est de I’ordre de 10* UFC/g. Nos
résultats sont par ailleurs inférieurs a ceux obtenus par IHC (2008) et Coronel et al. (2004)
qui ont obtenu des charges en levures et moisissures inférieures ou égales a 50000UFC/g et a
10000 UFC/g respectivement.

La charge moyenne en levures et moisissures des deux types de pollen est 3248,16
UFC/g et de 2757,53UFC/g respectivement dans le PSS et le PSF. Nous constatons une
charge plus élevée dans le PSS par rapport au PSF qui peut étre due a la durée et aux
conditions de stockage. Cependant I’analyse statistique des moyennes des levures et
moisissures révele I’existence d’une différence non significative entre les deux types de

pollen (p=0,6).

Coronel et al. (2004) ont trouvé un nombre de levures et moisissures supérieure a 10*
UFC/g dans des échantillons de pollen étudiés et une vingtaine d’espéces sont identifiées,
parmi lesquelles figurent des espéces toxinogenes telles que : Aspergillus flavus, Fusarium

graminearum, Penicillium citrinum, Penicillium funiculosum et Aspergillus alternata.

A Dintérieure de ’anthére le pollen est stérile, donc sa contamination microbienne
peut étre attribu¢ a des matieres végétales, I’environnement, les insectes (par exemple, les
abeilles domestiques), les humains et leurs engins agricoles (Belhadj et al., 2012). La
présence des levures dans le pollen pourrait étre aussi le résultat de leur addition par 1’abeille

lors de la confection des pelotes, et dont la durée et la température de séchage ne sont pas
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efficaces pour leur élimination, et d’aprés Layral et Verling (2001), les levures tolérent selon

les espéces des températures de 35 a 47 °C.

Cependant, le pollen n’est pas antifongique, il peut étre attaqué par les moisissures
quand il est exposé a I’humidité (Libis, 1971), ce qui explique leur grande présence dans les
échantillons de pollen étudiés en particulier le pollen sec stocké (2018), ainsi que les
conditions du milieu dont la température (les échantillons sont laissés a la température
ordinaire) et le pH (avec une moyenne de 5,16 pour le PSS et 5,86 pour le PSF) qui sont
favorables pour leur croissance. Selon Bourgeois et al. (1988), les moisissures tolérent des

températures de 15a 30 °C etun pH de 4 a 8.

2.3. Résultats d’observation microscopique

Considérant que la consommation du pollen d’abeille pourrait étre un risque potentiel
pour la santé humaine s’il est contaminé par des champignons dont la plupart sont
mycotoxigéniques, productrices de toxines : ochratoxine A (OTA), aflatoxine B1 aflatoxine
B2 (Bruneau, 2012 ; Petrovi¢ et al., 2014) dont on a procédé a une observation

microscopique pour identifier quelques genres de champignons.

"\. , i
N
p— |
Figure 6 : Image microscopique d’un Figure 7 : Image microscopique d’un
mycélium du genre Rhisopus spp prélevé de mycélium du genre Rhizopus spp préleveé de
’échantillon du PSF de la dilution 102 ’échantillon du PSS de la dilution 10

Les figures 6 et 7 révelent que le mycélium observé caractérise le genre Rhizopus spp
Les Rhizopus sont des champignons inféricurs de 1’ordre des Mucorales sont surtout des

saprophytes sur une grande variété des substrats. Les espéces du genre Rhizopus contaminant
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fréqguemment les denrées alimentaires ainsi que les aliments pour animaux, ils font partie des

champignons les plus communs qui se développent dans les grains humides

Les deux especes extrémement toxiques sont Rhizopus microsporus qui est un
producteur de Rhizonin A et le Rhizopus chinensis. (Rabie et al., 1985).

Figure 8 : Image microscopique d’un mycélium du genre Alternaria spp prélevé de
’échantillon du PSF de la dilution 10

La figure 8 montre une observation microscopique d’un mycélium qui appartient au
genre  Alternaria spp. Les espéces appartenant au genre Alternaria sont des mycetes
cosmopolites fréquemment isolés d’échantillon de plantes, de terre, de nourriture et d’air
intérieur. Certaines espeéces d’Alternerai sont reconnues en tant que phytopathogeénes
importants (Patterson et Mcginnins, 1987). Les espéces Alternerai peuvent produire dans
des conditions appropriées des toxines telles que I’Alternariol 1’éther monométhylique,

I’acide tenuazonique et le zinniol (Moss, 1996).
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Figure 9 : Image microscopique d’un mycélium du genre Aspergillus spp prélevé de
’échantillon du PSF de la dilution 102

La figure 9 montre une observation microscopique d’un mycélium caractéristique du

genre Aspergillus spp.

L’Aspergillus est un type de champignons commun, cosmopolite qui se développe sur les
vegétations en décomposition (Samson et al, 2004). Les aflatoxines sont des puissantes
toxines, cancérigenes, mutagenes, des agents immunosuppresseurs produit sous forme de
métabolite secondaires principalement par Aspergillus flavus, A. parasiticus qui sont présents
dans I’air et le sol (Roston, 1997). L’aflatoxine B1 est considérée comme la plus toxique et
peut causer le cancer du foie chez ’homme (Gropman et al, 1998). Selon Marasasas et
Nelson (1987) ; Moss (1996) les isolats d’Aspergillus ochraceus, A. niger, A. carbunarius
produisant de I’OTA.

La figure 10 : Image microscopique d’un mycélium du genre pénicillium spp prélevé de
’échantillon du PSF de la dilution 107
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La figure 10 montre une observation microscopique du mycélium caractérisant le

genre Pénicillium spp.

Les pénicilliums sont trés généralement retrouvés dans le sol, sur les végétaux en
décomposition et les produits alimentaires sec (Laron, 1987). Selon Marasasas et Nelson
(1987) ; Moss (1996) le Pénicillium verrocosum produis de I’OTA. Ils ajoutent que la
production d’OTA est fortement influencée par la composition de milieu principalement par
la présence ou I’absence d’acides aminés. La phénylalanine son utilisation est tres
remarquable par A. ochraceus et P. verrucosum dans la biosynthése de I’OTA (Harri et
Mantte, 2001).

Figure 11 : Image microscopique d’un amas de cellules caractérisant les levures

prélevées de I’échantillon du PSF de la dilution 10

La figure 11 montre une observation microscopique des amas de cellules caractérisant

les levures

Une levure est un champignon unicellulaire, se reproduisant par fission ou bourgeonnement.
Les habitats naturels sont trés variés. On peut trouver des levures quasiment partout ou une
source de carbone est disponible. Quelques levures sont des pathogenes opportunistes pour
I'Homme. Des espéces de Candida sont prédominantes parmi les souches nosocomiales de
certains hoépitaux. D'autres peuvent contaminer des aliments et des boissons en les rendant

impropres a la consommation (Bruno, 2019).

Le pollen floral renferme une flore diversifiée de levure, qui diminuaient suit a la

récolte par les abeilles et au stockage dans la ruche (Gilliam, 1979).
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Gilliam et al (1989) ont identifié plus de six genres de levures (Candida, Torulopsis,

Rhodotorula, Cryptococcus, Hansenela, Kloeckera) a partir du pollen d’amande.
2.4. Discussion des résultats de I’observation microscopique

Selon Gilliam et al. (1989) la flore moisissure du pollen en pelote et du pain d’abeille
peut résulter d’inoculation microbienne par les abeilles. La contamination fongique du pollen
pourrait aussi étre dd aux impuretés des piéges a pollen s’ils ne sont pas désinfectés avant la

prochaine saison apicole (Nedi¢ et al., 2008).

La forte hygroscopie du pollen d’abeille entrave la croissance des especes de
moisissures (Bonvehi, 1987 ; Bonvehi et al., 1987). Cependant, selon Medina et al. (2004),
les besoins en Aw faible expliqueraient la présence fréquente élevée d’Aspergillus spp et

Penicillium spp dans le pollen d’abeille.

Les champignons toxigéniques se développent dans le pollen et produisent des toxines
pathogenes si le séchage est retarde (Bonvehi et Alegret, 1986). La production ultérieure des
mycotoxines dépend aussi des conditions climatiques. Une étude réalisée par Krnjaja et al.
(2013) ; Levic et al. (2013) en Serbie montre que la récolte du pollen pendant la période de
sécheresse (de juin & ao(t) entraine 1’apparition des mycotoxines de haut risque telle que
1’ Aflatoxine B1.

Selon Harley (1997), la présence des champignons dans les produits ne signifie pas
nécessairement la présence des mycotoxines. Le contenu des mycotoxines n’est pas toujours

en rapport avec le nombre de champignons présents (Tarr, 2006).

La valeur maximale recommandée de mycotoxines en été mise en place dans de
nombreux pays pour le nombre du produit alimentaire, mais il n’y a pas de limites
admissibles pour les mycotoxines dans le pollen d’abeille. La littérature scientifique sur la

présence de mycotoxine dans le pollen est rare.

L’¢établissement des parametres de qualité microbiologique pourrait facilite 1’inclusion

de pollen d’abeille dans le Codex Alimentarus (Kosti¢ et al, 2019).
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Conclusion générale

A travers cette étude, nous avons essayé de déterminer I’effet de la conservation sur la
qualité d’un pollen sec stocke (stocké une année) par rapport a celle d’un pollen sec frais (non
stocké), et ce, par comparaison de leurs propriétés physicochimiques et microbiologiques.

Cette étude nous a permis de tirer les conclusions suivantes :

La teneur en eau du pollen sec frais de 1’année 2019 est conforme a la norme
d’Argentine qui est 8% et elle est plus basse que celle du pollen sec stocké 2018 qui dépasse
la norme. Plus ces valeurs en eau sont faibles, plus elles témoignent d’une sécurité sanitaire et

microbiologique compatibles pour un usage en alimentation humaine.

Les deux types du pollen sont conformes a la norme brésilienne (4 a 6). lls ont tous
les deux un pH acide, le PSS (5,16) et le PSF (5,86). Ces valeurs basses du pH pourraient étre
dues a une fermentation par les levures et moisissures et comme résultat de cette fermentation
il y a I’acide lactique qui fait baissé le pH du milieu, cette acidité contribue a la diminution de

la charge bactérienne pathogene du pollen, ce qui leurs confére une longue conservation.
Concernant les analyses microbiologiques, nous avons enregistré :

Le nombre de germes mésophiles totaux des échantillons du pollen sec stocké dépasse
largement la norme établie par le code alimentaire Argentin qui a établi une valeur maximale
de 1,5.10° UFC/g de la flore mésophile. Par contre, le pollen sec frais est conforme a la
norme. La charge relativement élevée enregistrée dans le pollen sec stocké pourrait étre due a

la charge initiale, au taux d’humidité et les conditions d’entreposage.

Le pollen sec frais présente une charge en coliformes totaux proches de celle
enregistrée dans le pollen sec stockeé, toutefois cette charge dépasse la norme fixée par IHC
qui est 100 UFC/g. Cette charge relativement élevée en coliformes totaux peut témoigner
d’un manque d’hygiéne au cours des différentes manipulations (récolte, nettoyage, séchage et

conditionnement).

Concernant les levures et moisissures, le pollen sec stocké et le pollen sec frais ont
présenté des charges conformes a la norme IHC. Cependant, le pollen n’est pas antifongique,
il peut étre attaqué par les moisissures quand il est exposé a I’humidité, ce qui explique leur
présence dans les échantillons du pollen étudiés. La charge relativement basse enregistrée
dans le pollen sec stocké pendant une année peut nous renseigner sur les bonnes conditions

de stockage.
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Par contre, on note I’absence totale de la flore lactique et la flore pathogene
(Staphylococcus et salmonella). La disparition des bactéries lactiques est due a 1’abaissement
du pH sous ’effet de la grande quantité¢ d’acide lactique produite. Nous pouvons confirmer
aussi que le pollen d’abeille posséde une activité antibactérienne trés importante vis-a-vis de

la flore pathogene.

Cette étude est une contribution a la détermination de la qualité microbiologique du
pollen local, les résultats ont montré que quelques échantillons dépassent les normes
recommandées, plusieurs facteurs de risque liés a cette variabilité de la qualité hygiénique du
pollen. Au niveau de rucher et de la miellerie : le manque d’hygiéne dans la chaine de
production du pollen (récolte, séchage et mise en pot), au niveau des points de vente : une
mauvaise conservation du produit. Il est important de considérer que ces microorganismes
peuvent causer la détérioration et diminuer la durée de conservation, raison pour laquelle des

programmes de contrdle de la qualité devraient étre mis en ceuvre.

A cet effet, d’autres études sont prévus pour mettre en évidence surtout les relations
entre les conditions de récolte, de stockage et la qualité microbiologique, ceci afin de

déterminer I’influence de I’apiculteur sur la détérioration de la qualité du pollen.

47



Conclusion générale

Perspectives

v' Dans lintérét d’apporter un complément a cette étude, il serait intéressant
d’augmenter le nombre d’échantillon afin de mieux apprécier la qualité du pollen et
pour une éventuelle contribution a 1’élaboration de normes définissant la qualité
hygiénique du pollen d’abeille.

v Rechercher la présence des champignons mycotoxigeniques dans le pollen d’abeille
sec.

v Recherche des résidus de pesticides dans le pollen.

v" Etudier la possibilité d’incorporer le pollen dans des produits alimentaires tels que : le

yaourt, le jus de fruit et autres.
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Annexes
Expression des résultats

Cas genéral : entre 15 a 300 colonies visibles a la surface du milieu de culture. Le cas
général s’applique lorsque au moins une boite de Pétri présente au minimum 15 colonies

visibles a la surface du milieu de culture aprés incubation.

-Sélectionner les boites de Pétri exploitables pour le calcul. Ces boites correspondent a celles
provenant de deux dilutions successives et dont au moins une boite présente au minimum 15
colonies visibles a la surface du milieu de culture apres incubation. Les boites présentant plus
de 300 colonies visibles a la surface du milieu de culture aprés incubation ne sont pas

exploitables.

-Calculer le nombre « C» d’UFC (Unités Formant Colonies) sur les boites exploitables

correspondantes a I’aide de la formule suivante :

i=1

i—1 : Somme des colonies comptées sur I’ensemble des boites de Pétri
sélectionnées et exploitables (boites provenant de deux dilutions successives et dont au moins
une contient 15 colonies ; seules les boites correspondant a un nombre d’UFC inférieur ou

égal & 300 sont considérées dans le calcul).

-Calculer la concentration « Np» (UFC/ml) en microorganismes cultivables dans la prise

d’essai de 1’échantillon a I’aide de la formule suivante :

_ €

) v(n1 +O,ln2)d




Annexes

Avec

C: nombre d’UFC (unités formant colonies) observées sur I’ensemble des boites
sélectionnees et exploitables (boites provenant de deux dilutions successives et dont au moins
une contient 15 colonies ; seules les boites correspondant a un nombre d’UFC inférieur ou

égal a 300 sont considérées dans le calcul).

v : volume de la suspension étalée a la surface des milieux en ml (par exemple 0,1 ml).

n1: nombre de boites retenues a la premiere dilution (la plus faible).

n2 : nombre de boites retenues a la seconde dilution (la plus forte)

d : taux de dilution correspondant a la dilution la plus faible retenue (d = 1 pour 1’échantillon
non dilué ; d = 0,01 pour la dilution au 1/100*™ etc....).

- Les résultats sont arrondis a deux chiffres significatifs apres la virgule et sont exprimés en
UFC par ml dans la suspension cellulaire d’origine (INRS, 2016).

Exemple :

Dilution | Boite | Résultat | Boite N1 N2 D C Np Résultat
de de retenues (UFC/ml)
pétrie | comptage

1 N°1 10

1 N°2 100 X

1/10 N°1 49 X

1/10 N°2 30 X

1/100 N°1 0

1/100 N°2 0 2 1 1 189 |90 90

1/1000 N°1 0

1/1000 | N°2 0

1/10000 | N°1 0

1/10000 | N°2 0

1/100000 | N°1 0

1/100000 | N°2 0

189

T 1+oixD1 90UFC/ML




Résumé

Le pollen est un aliment diététique complet de haute valeur biologique, en
renfermant de précieux éléments nutritifs tels que les protéines dont les acides aminés
essentiels, sucres, lipides, minéraux et vitamines. La composition chimique du pollen varie
selon le genre et I’espéce botanique dont il provient. D’un point de vu hygiénique, la valeur
microbiologique du pollen est le principal critere de sa qualité. Il est alors nécessaire de
controler sa charge microbienne et en particulier 1’absence des germes pathogenes et
fongiques. On a contribué a une comparaison de la qualité d’un pollen sec stocké (pendant
une annee) et d’un pollen sec frais par évaluation de leurs caractéristiques physico-chimiques
(I’Humidite et le pH) et microbiologiques afin de révéler la différence que peuvent avoir ces
deux types de pollen. D’apres nos résultats physico-chimiques nous avons constaté que la
teneur en eau du pollen sec stockeé est plus élevée que celle du pollen sec frais, cependant ils
présentent les mémes valeurs du pH. Concernant les résultats obtenus dans les analyses
microbiologiques, on percoit une grande charge en germes mésophiles totaux, levures et
moisissures dans le pollen sec stocké (2018) que dans le pollen sec frais (2019), cependant ils
ont des charges convergentes en coliformes totaux. On note par ailleurs 1’absence totale des
bactéries lactiques, des coliformes fécaux, des salmonelles et des staphylocoques dans
I’ensemble des échantillons analysés.

Mots clés : Pollen, qualité microbiologique, pollen sec stocké, pollen sec frais.

Abstract

Pollen is a complete dietary food of high biological value, containing valuable
nutrients such as proteins including essential amino acids, sugars, lipids, minerals and
vitamins. The chemical composition of the pollen varies according to the genus and the
botanical species from which it comes. From a hygienic point of view, the microbiological
value of pollen is the main criterion of its quality. It is then necessary to control its microbial
load and in particular the absence of pathogenic and fungal germs. We contributed to a
comparison of the quality of stored dry pollen (for one year) and fresh dry pollen by
evaluating their physicochemical (Moisture and pH) and microbiological characteristics in
order to reveal the difference that can have both types of pollen. Based on our
physicochemical results we found that the water content of stored dry pollen is higher than
that of fresh dry pollen, however they have the same pH values. Regarding the results
obtained in the microbiological analyzes, one perceives a large load in total mesophilic
germs, yeasts and molds in the stored dry pollen (2018) than in the fresh dry pollen (2019),
however they have convergent charges in total coliforms. There is also a total absence of
lactic acid bacteria, fecal coliforms, salmonella and staphylococci in all the samples analyzed.

Key words: Pollen, microbiological quality, stored dry pollen, fresh dry pollen.
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