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Depuis des siècles, le pollen a captivé l'attention pour ses propriétés exceptionnelles en 

tant que source de nutrition et de bienfaits médicinaux (Pascoal et al., 2014). Initialement 

reconnu pour sa valeur nutritive pour les abeilles productrices de miel, le pollen est désormais 

salué comme un super aliment aux multiples facettes. 

À travers les époques, sa composition riche en glucides, protéines et lipides en a fait un 

complément alimentaire naturel de premier choix, favorisant des fonctions biochimiques 

essentielles et renforçant les systèmes immunitaire et physiologique chez l'homme (Bogdanov, 

2014). Toutefois, cette richesse nutritionnelle n'est pas sans nuances, le pollen pouvant 

également contenir des allergènes et autres composés potentiellement nocifs qui nécessitent une 

évaluation attentive (Bruneton, 2009).   

À la croisée de la science et de la nutrition, le pollen continue de susciter un vif intérêt, 

notamment pour ses propriétés antimicrobiennes prometteuses qui pourraient transformer tant 

l'industrie alimentaire que les pratiques médicales (Schmidt et Buchmann, 1992 ; Pascoal et al., 

2014). 

Parallèlement, les avancées dans le domaine des bactéries lactiques, telles que Streptococcus 

lactis, ont suscité un enthousiasme croissant parmi les chercheurs. Ces micro-organismes sont 

reconnus pour leur capacité à produire des bactériocines, des composés antibactériens qui 

affectent largement les micro-organismes responsables de l'altération des aliments et les agents 

pathogènes. Cette caractéristique a ouvert de nouvelles voies dans l'industrie agro-alimentaire, 

offrant des perspectives prometteuses pour leur utilisation en tant que conservateurs naturels. 

De plus, dans les domaines médical et vétérinaire, les bactériocines montrent un potentiel 

significatif en tant qu'agents antimicrobiens innovants. En ciblant spécifiquement la membrane 

cytoplasmique des bactéries à Gram positif, les bactériocines provoquent la formation de pores 

qui perturbent la fonction cellulaire et compromettent la survie des micro-organismes visés. 

Cette dualité entre l'exploration des propriétés nutritionnelles du pollen et l'innovation dans les 

applications des bactériocines illustre l'ampleur et la diversité des défis et des opportunités dans 

le domaine des sciences alimentaires et de la santé publique. 

  Ce mémoire s'engage à explorer ces deux axes de recherche cruciaux, offrant une 

analyse approfondie et une réflexion critique sur leur impact potentiel et leurs implications pour 

l'avenir. 
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L'objectif de cette étude est d'évaluer les caractéristiques physicochimiques et quelques 

propriétés biologiques telles que l’activité antimicrobienne de pollen monofloral seul et en 

combinaison avec la nisine.  

Notre étude est structurée en trois parties distinctes : 

 La première partie propose une synthèse bibliographique couvrant les aspects généraux 

du pollen, ses activités biologiques, ainsi que l'étude de la nisine et de la résistance 

microbienne aux antibiotiques ; 

 La deuxième partie présente le matériel utilisé et la méthodologie employée pour les 

analyses physico-chimiques, le dosage des polyphénols et des flavonoïdes, ainsi que 

l'évaluation de l'activité antioxydant et antibactérienne ; 

 La troisième partie expose les résultats obtenus au cours de cette étude et leur 

discussion. En vue de formuler des conclusions robustes et d'identifier des perspectives 

futures. 
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I.1. Définition du pollen  

Le pollen, dérivé du grec « pâle » signifiant à la fois farine et poussière pollinique 

(Donadieu, 1982), est une fine poussière produite dans les loges des anthères des plantes à 

fleurs (Figure 01). Composé de grains microscopiques, il est essentiel pour la pollinisation et 

la reproduction des plantes (Charpin, 2004). À maturité, les anthères des étamines libèrent le 

pollen, qui apparaît sous forme de corpuscules de petite taille (de 5 à plus de 300 µm), de forme 

sphérique ou en bâtonnet, et de durée de vie variable (de quelques minutes à quelques jours) 

(Marouf, 2007).  Chaque grain de pollen produit les gamètes mâles, ce qui en fait le 

gamétophyte mâle des plantes à graines (et non le gamète mâle lui-même) (Marouf, 2007).  

 

 

Figure 01 : Récolte de pollen par l’abeille (Jean-Marie, 2022). 

 

I.2. Structure et aspect du pollen  

Les grains de pollen, sont des cellules vivantes de forme plus ou moins ovoïde, dont le 

diamètre variant entre 15 et 45 microns en fonction du genre et de l’espèce (Philippe, 1991). 

Chaque grain est constitué de cellules végétatives et génératives entourées par une double paroi 

de type matrice (Denisowa et Marta, 2016). 

La paroi du grain de pollen se divise en deux couches distinctes (Figure 02) : l’exine, 

une couche externe spécifique à chaque espèce, qui est composée de matières grasses, 

flavonoïdes, vitamines, et antioxydants insolubles. La sporopollénine, est un polymère de 

composés phénoliques et de dérivés d’acides gras. C’est une substance extrêmement résistante 
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qui protège le grain de pollen contre les rayons UV, du soleil, du vent, et la dessiccation 

(Guerriat, 2000). 

L’intine, une couche interne est constituée de cellulose et présente une structure similaire à 

celle d’une paroi cellulaire végétale (Blackmore et al., 2007) et de composés pectiques 

(Chauzat et al., 2005). 

Des zones différenciées de l’exine des grains de pollen et des spores appelés 

Apertures, présentant une moindre résistance et permettant la sortie du tube pollinique ou du 

prothalle lors de la reproduction des plantes (Misset et al., 1989). 

 

 

 

 

Figure 02 : Structure de grain de pollen (Nicolson, 2011). 

 

I.3. Pollinisation du pollen  

La pollinisation est un processus crucial pour la reproduction des plantes à fleurs, 

impliquant le transfert des grains de pollen des anthères d’une fleur au stigmate d’une autre. Ce 

transfert peut être assuré par des agents biotiques comme les insectes, les oiseaux et les 

chauves-souris, ou par des agents abiotiques tels que le vent et l’eau (Faegri et Van der Pijl, 

1979) (Figure 03). Les grains de pollen présentent diverses adaptations en fonction de leur 

mode de transport. Les grains anémophiles, transportés par le vent, sont souvent petits, légers 

et produits en grande quantité pour maximiser les chances de pollinisation réussie (Whitehead, 
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1969). À l’inverse, les grains entomophiles, transportés par les insectes, sont généralement plus 

gros et collants, facilitant leur adhésion aux corps des pollinisateurs (Proctor et al., 1996).  

Lorsqu’un grain de pollen atteint un stigmate réceptif, il germe et forme un tube pollinique qui 

croît à travers le style jusqu’à l’ovaire. Ce tube permet le passage des noyaux génératifs jusqu’à 

l’ovule, où la fécondation se produit, donnant naissance à une nouvelle graine (Lord et Russell, 

2002). La complexité et l’efficacité de ce processus reflètent les adaptations évolutives 

sophistiquées des plantes pour assurer leur reproduction sexuée.  

 

Figure 03 : Schéma montrant les deux modes de pollinisation : vent et insectes (Benachour, 

2008). 

 

 

I.4. Composition nutritionnelle du pollen  

Le pollen est considéré comme un super aliment en raison de sa richesse en composés 

nutritionnels et en microéléments, bien que sa composition puisse varier en fonction 

de l’origine botanique, de la saison de récolte et des méthodes de stockage (Figure 04).   

 

 La teneur en eau du pollen d’abeille fraîchement récolté se situe entre 20 et 30 % 

(Campos et al., 2008), mais doit être réduite pour éviter la croissance bactérienne 
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et fongique. Le pollen séché doit contenir entre 4 % et 10 % d’eau selon les 

législations (Philippe, 1991 ; Ravazzi, 2007).  

 Protéines : sont le composant le plus important du pollen après les glucides, 

principalement présentes dans le cytoplasme du grain de pollen et fournissant les 

nutriments essentiels aux abeilles (Chausat, 2005). Ils varient considérablement dans 

le pollen collecté à partir de différentes sources végétales. Les proportions de 

protéines essentielles au fonctionnement du corps humain varient de 10 à 40 % 

(Thakur et Nanda, 2020) du poids sec selon l’espèce végétal, l'origine florale 

(Szczesna, 2006), et la zone géographique de récolte (Pernal et al., 2000).  

 Acides aminés : Il contient tous les acides aminés essentiels à la nutrition humaine 

et des abeilles, avec des teneurs totales variant de 108,1 à 287,7 mg/g de pollen 

sec.  Cette composition en acides aminés peut indiquer la fraîcheur et la qualité du 

pollen (Proctor et al., 1996 ; Whitehead, 1969).  

 Glucides : les principaux types de sucre les plus courants du pollen d’abeille sont 

principalement des polysaccharides comme le glucose et le fructose et le 

saccharose, sont utilisés dans la fabrication des pelotes (Cousin, 2014). Leur 

concentration peut monter jusqu’à 60% (Human et al., 2006).  

 Vitamines : Les vitamines du groupe B sont les plus abondantes dans le pollen, la 

vitamine C, la vitamine E (tocophérols) et la provitamine A (β-carotène) (Donadieu, 

1983). 

 Fibres alimentaires : Incluant l’hémicellulose, la cellulose, et la lignine, elles 

varient entre 0,3 et 20 g/100 g de poids sec selon l’origine botanique et les 

méthodes d’hydrolyse utilisées (Lord & Russell, 2002). 

 Les composés phénoliques : Les polyphénols contenus dans le pollen sont très 

abondants. Ce sont des polyphénols à chaîne courte comme les flavonoïdes (Arràez-

Romàn et al., 2007). 
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Figure 04 : Composition biochimique moyenne du pollen frais (Katarzyna et al., 2015). 

I.5. Activités biologiques du pollen  

Le pollen est hautement valorisé en apithérapie pour ses multiples applications 

médicales et nutritionnelles potentielles. Il présente diverses activités telles que des effets 

antioxydants, antimicrobiens, anti-inflammatoire, ainsi que d’autres bénéfices (Pascoal et al., 

2014). 

I.5.1.  Activité antioxydant  

Le pollen constitue une source abondante d’antioxydants, particulièrement de composés 

phénoliques comme les flavonoïdes, les acides phénoliques et les anthocyanes. Ces 

antioxydants sont essentiels pour la protection des cellules contre les dommages oxydatifs 

induits par les radicaux libres, produits lors des processus métaboliques normaux et capables 

de provoquer des lésions cellulaires (Saral et al., 2019).   

Diverses études ont confirmé une forte activité antioxydante du pollen d’abeille ainsi que sa 

capacité à prévenir l’oxydation des lipides, grâce à sa teneur élevée en flavonoïdes. 

 Cependant, il est important de noter que l’activité antioxydante du pollen peut varier 

selon plusieurs facteurs comme l’espace végétale d’origine, le moment de récolte, le traitement 

de post-récolte. Par conséquent, les résultats des recherches peuvent être influencés par ces 

facteurs (Aylanc et al., 2021). 
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I.5.2. Activité antibactérienne 

L’augmentation préoccupante de la résistance des bactéries aux antibiotiques a suscité 

un intérêt croissant pour les propriétés antibactériennes du pollen (Ellof et al., 2005 ; Sayari et 

al., 2016).  

Des recherches menées par la Fédération Internationale des Associations d’Apiculture 

(Apimondia) en 2001 ont démontré une efficacité significative du pollen in vitro contre un large 

éventail de bactéries, notamment les bactéries Gram positives telles que Staphylococcus aureus, 

ainsi que les Gram négatives comme Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa. Ces études 

ont mis en lumière le pouvoir bactériostatique et bactéricide du pollen, influencé par son origine 

géographique. 

Cette activité antibactérienne du pollen est intimement liée à sa richesse en quercétine, 

kaempférol et acides phénoliques. Ces composés interagissent avec les adhésines des parois 

cellulaires bactériennes, ainsi qu’avec les polypeptides et enzymes membranaires exposés en 

surface. Ces interactions conduisent à une altération de l'intégrité de la paroi cellulaire, 

perturbant les canaux ioniques essentiels (Aboshora et al., 2014). 

La composition en bioactifs du pollen peut varier en fonction de son origine et la période 

de récolte. De plus, la sensibilité micro-organismes aux propriétés antibactériennes du pollen 

peut également varier (Gercek et al., 2022).  

I.5.3.  Activité anti-inflammatoire 

Le pollen est reconnu par son efficacité anti-inflammatoire, comparable à celle des anti-

inflammatoires non stéroïdiens (Pascoal et al., 2014). 

Il contient des flavonoïdes, des acides phénoliques, des acides gras, des β-carotènes, qui 

modulent les pro-inflammatoires et couramment utilisée contre les inflammation chroniques 

(Choi, 2007 ; Maruyama et al., 2010 ; Bee-hexagon, 2011). 

Des études cliniques ont confirmé ces propriétés anti-inflammatoire, notamment dans 

l’hypertrophie bénigne de la prostate, où l'utilisation de pollen a significativement réduit les 

symptômes inflammatoires (Rzepecka-Stojko et al., 2015). 
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II.1. Définition  

La nisine est une bactériocine, de nature protéique produite par des bactéries lactiques, 

et qui présente des propriétés bactéricides ou bactériostatiques. Cette bactériocine a été 

commercialisée pour la première fois dans les années 50 pour inhiber la croissance de 

Clostridium tyrobutyricum responsable du gonflement tardif du fromage (García et al., 2010). 

En 1988, elle a été reconnue GRAS (généralement reconnu comme sûr) par la Food and 

Drug Administration (FDA) des États-Unis et est utilisée en tant qu’agent de conservation 

(E234) dans l’industrie alimentaire sans être impliqué dans des problèmes de santé. C’est un 

polypeptide thermostable produit par la bactérie Lactococcus lactis ssp. Lactis. Son spectre 

d’action est relativement étroit et agit essentiellement sur les bactéries Gram positif (Sebti, 

2002 ; Efsa, 2006). 

 

II.2. Composition de la nisine 

La nisine est un peptide qui contient 34 acides aminés avec une masse moléculaire allant 

2,1 à 3,5 KDa, qui comprennent des lanthiotiques linéaire et cationique (Drider et Privoste, 

2009). Elle peut former des dimères ou des oligomères de 7000 à 14000 Da par des interactions 

intermoléculaires entre les résidus Dha et Dhb (Klaenhammer, 1993). 

La conformation en anneaux des lanthionines confère au peptide une rigidité, réduit sa 

sensibilité à la protéolyse et améliore sa résistance à la chaleur (Mc Auliffe et al., 2001). 

Il existe deux formes naturelles de la nisine : la nisine A de 3353 Da et de la nisine Z de 3330 

Da. Elles se distinguent par la substitution de l’histidine en position 27 dans la nisine A, tandis 

que la nisine Z a un résidu asparagine à cet emplacement. Cette substitution confère à la nisine 

Z une meilleure capacité de diffusion dans les environnements complexes (Meghrous et al., 

1997). Selon Rollema et al. (1995), le pH et la force ionique de la solution influencent la 

solubilité de la nisine (Figure 05). 

La nisine montre une sensibilité à la température. À pH 5 et 6.8, elle perd respectivement 

40% et plus de 90% de son activité après avoir été soumise à un autoclavage à 115.6°C. En 

revanche, à pH =2, aucune diminution d’activité n’est constatée (Hurst, 1998). 
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Figure 05 : Schéma représentant la structure de la nisine A et la nisine Z (Jasiewski, 2008). 

 

II.3. Mode d’action 

Selon Sahl et Bierbaum, (1998), la première cible de la nisine se trouve dans la 

membrane cytoplasmique des souches sensibles. Cette bactériocine à une action contre 

certaines bactéries à Gram Positif (Listeria, staphylococcus et Mycobacterium) selon Drider et 

Privost, (2009). 

Kuipers et al. (2011) décrivent deux principales actions des antibiotiques : la formation de pores 

dans la membrane des bactéries cibles et l’inhibition de la production de peptidoglycane. La 

nisine, en particulier, est l’antibiotique dont le mécanisme d’action est le mieux documenté. 

Une fois atteinte la membrane bactérienne, la nisine se lie au lipide II, un précurseur essentiel 

de la biosynthèse du peptidoglycane. Cette liaison permet à la nisine de former des pores 

composés de huit molécules de nisine et de quatre molécules de lipide II adapté par Breukink 

et de Kruijff (2006), perturbant ainsi les gradients ioniques vitaux pour la bactérie cible (Hasper 

et al., 2004) (Figure 06). De plus, la nisine pourrait également inhiber la biosynthèse du 

peptidoglycane en séquestrant le lipide II, un mécanisme similaire à celui observé avec d’autres 

antibiotiques tels que la mersacidine, qui inhibe la synthèse du peptidoglycane sans formation 

de pores (Breukink et de Kruijff, 2006). 

En ce qui concerne les antibiotiques à deux peptides, il a été proposé qu’un des peptides 

facilite la liaison au lipide II tandis que l’autre est responsable de la formation des pores dans 

la membrane bactérienne. Cette hypothèse est basée sur l’observation que le peptide 1 de la 

lacticine 3147 doit être ajouté avant le peptide 2 pour que l’activité antimicrobienne soit 

effective. Ainsi, le peptide 1 serait responsable de la liaison au lipide II, permettant ensuite au 

peptide 2 de former les pores (Morgan et al., 2005). 
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Figure 06 : Mécanisme d’action de la nisine (Breukink et Kruijff, 2006). 

 

II.4. Toxicité et application de la nisine  

Les bactériocines peuvent être dégradées par des enzymes protéolytiques. La nisine, 

seule bactériocine autorisée comme additif alimentaire, produit par des souches Lactococcus 

lactis se trouve naturellement dans le lait cru et dans le fromage, a été prouvée non toxique 

(Tuneli et Delves-Broughton, 1998). 

La nisine présente dans les aliments est facilement décomposée par les enzymes 

digestifs, sans produire de substances toxiques (Hurst ,1981). Par conséquent, l’Organisation 

des Nations Unies pour l’alimentation et l’agriculture (FAO) et l’organisation mondiale de la 

santé (OMS) ont recommandé une dose quotidienne moyenne de 0 à 33 mg de nisine/Kg de 

poids corporel. La nisine a été utilisée pour des applications spécifiques dans une variété de 

produits alimentaires dans 50 pays, incluant les États-Unis (Delves-Broughton, 1997 ; Tuneli 

et Delves Broughton, 1998). Néanmoins, son utilisation dans l’alimentation demeure restreinte 

à certains types de produits (Bouksaim et al., 1999). 

Les applications les plus récentes de la nisine incluent son utilisation comme agent de 

conservation dans les produits à base de farine cuite à chaud et les œufs liquides pasteurisés. 

Il y a également un regain d’intérêt pour son utilisation dans la production de fromage naturel 

(Delves-Broughton et al., 1996).  

Des recherches importantes ont été menées sur ses propriétés antilistérielles, proposant 

plusieurs nouvelles applications (Mulders et al., 1991). La nisine est aussi utilisée pour 
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contrôler la détérioration des bactéries lactiques dans la bière, le vin, la production d’alcool, 

et les aliments à faible pH tels que les vinaigrettes (Cotter et al., 2005). 

Les développements futurs de la nisine pourraient inclure son action synergique avec 

des chélateurs et d’autres bactériocines, ainsi que son utilisation dans de nouvelles 

technologies de transformation des aliments comme la stérilisation à haute pression et 

l’électroporation. De plus, la production de préparations de nisine hautement purifiées et leur 

amélioration par des chélateurs ont suscité un intérêt pour son utilisation dans le traitement 

des ulcères humains et la lutte contre la mammite chez les bovins (Piper et al., 2009). 
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III.1. Définition des antibiotiques  

Le terme antibiotique, dérivé du grec « anti » (contre) et « biotikos » (relatif à la vie), a 

été utilisé pour la première fois en 1889 (Muyleart et Mainil, 2012). Selon Boulahbal (2006), 

un antibiotique est une substance naturelle, semi-synthétique ou synthétique capable d’inhiber 

une croissance ou de détruire des micro-organismes. 

En médecine, un antibiotique est une substance chimique organique, qu’elle soit 

d’origine naturelle ou synthétique, capable de tuer ou d’inhiber les bactéries pathogènes à faible 

dose. Il possède une toxicité sélective, ciblant spécifiquement les bactéries affectant l’hôte à 

des doses thérapeutiques (Veyssiere, 2019).  

III.2. Définition de la résistance  

  La résistance aux antibiotiques désigne la capacité d'une bactérie à résister et s’adapter 

aux traitements (Veyssiere, 2019). Après une phase où les antibiotiques étaient très efficaces 

contre les infections bactériennes, leur efficacité a diminué contre certaines souches. Dès 1940, 

Abraham et Chain (1940) avaient identifié une résistance à la pénicilline chez Escherichia Coli. 

Les bactéries s’adaptent et développent des mécanismes de résistance aux antibiotiques (Moroh, 

2013).   

III.3. Types de résistance  

On distingue deux types de résistance bactérienne. La résistance naturelle et la résistance 

acquise (Moroh, 2013). 

III.3.1. Résistance naturelle 

La résistance naturelle se manifeste lorsque toutes les souches d'une espèce particulière 

sont intrinsèquement capables de résister à un antibiotique. Cette expression d'un trait inné 

commun à toute la communauté bactérienne rend inappropriée l'utilisation de certains 

antibiotiques (Briand, 2012).  

   Des caractéristiques telles que la structure spécifique de la paroi cellulaire, qui 

limite l'accès des antibiotiques à leur cible, ou l'absence de cette cible, sont des facteurs clés 

déterminant la résistance naturelle, comme c'est le cas pour les bactéries du genre Mycoplasma. 

Les mycoplasmes, en raison de cette caractéristique structurelle, sont intrinsèquement résistants 

aux β-lactames, qui inhibent la synthèse du peptidoglycane (Prescott et al., 2010 ; Tortora et 

al., 2011). 



Chapitre III                                                           Résistance bactérienne aux antibiotiques 

14 
 

III.3.2. Résistance acquise  

La résistance bactérienne acquise à un antibiotique est un phénomène génétique 

émergeant au sein des souches d'une espèce précédemment sensible à cet antibiotique. Ce 

processus implique l'acquisition de gènes qui conduisent à une diminution de la sensibilité à 

l'agent antimicrobien préalablement efficace (Moroh, 2013).  

Cette résistance est caractérisée par son instabilité fréquente (Sylvie, 2009). Ces 

modifications peuvent résulter de mutations chromosomiques spontanées ou de l'acquisition de 

gènes transférés d'autres micro-organismes.  

La transmission de gènes de résistance est facilitée par des éléments génétiques mobiles 

tels que les plasmides et les transposons, par le biais de mécanismes comme la transduction, la 

conjugaison et la transformation (Noble et al., 1992 ; Alekshun et Levy, 2007).  

III.3.2.1. Mécanismes de résistance 

La résistance bactérienne aux antibiotiques constitue un enjeu majeur de santé publique, 

amplifiée par divers mécanismes développés par les bactéries pour échapper à l’action des 

agents antimicrobiens. La figure 07 illustre les principaux mécanismes de résistance rencontrés 

chez les bactéries Gram négatives. 

 

Figure 07 : Différents mécanismes de résistance aux antibiotiques dans une bactérie Gram 

négative (Guardabassi et Courvalin, 2006). 
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III.3.2.1.1. Inactivation enzymatique de l’antibiotique 

  C’est un mécanisme par lequel un micro-organisme synthétise une enzyme capable de 

neutraliser l'effet d'un antibiotique en le dégradant ou en l'inactivant.  

Cette production enzymatique peut être déclenchée par des facteurs externes, tels qu'un autre 

antibiotique présent dans l'environnement, ou être constante, elle se produit de manière continue 

sans nécessiter de stimuli externes spécifiques (Institut Pasteur, 2023). 

III.3.2.1.2. Modification ou remplacement de la cible de l’antibiotique 

La résistance bactérienne aux antibiotiques peut se manifester par des modifications 

structurales de la cible moléculaire, ce qui empêche les antibiotiques de se fixer et d'agir 

efficacement. Ce phénomène concerne les pénicillines, les glycopeptides, les antibiotiques du 

groupe MLS pour les Gram positifs, ainsi que les quinolones pour les Gram positifs et négatifs. 

La résistance peut émerger via l'acquisition de matériel génétique mobile ou des mutations dans 

la cible de l'antibiotique. Par exemple, les SARM produisent une nouvelle protéine de liaison à 

la pénicilline avec une faible affinité pour la méthicilline (Guarda-bassi et Courvalin, 2006 ; 

Alekshun et Levy, 2007 ; Nikaido, 2009).  

III.3.2.1.3. Pompes à efflux 

La résistance par efflux a été initialement observée pour des agents chimio-thérapeutiques 

dans les cellules cancéreuses mammifères, grâce à la glycoprotéine P (Juliano et Ling, 1976). 

La tétracycline a été le premier antibiotique identifié comme étant sujet à ce mécanisme à la fin 

des années 1970 (Levy et McMurtry, 1978). Les pompes d'efflux sont des transporteurs 

membranaires qui exportent activement les antibiotiques hors des cellules, ce qui contribue à la 

résistance. Ces pompes peuvent être spécifiques à une classe d'antibiotiques, comme les pompes 

Tet pour les tétracyclines et les pompes Mef pour les macrolides (Markham et Neyfakh, 2001). 

Toutefois, beaucoup de ces transporteurs gèrent une large gamme de composés chimiques, 

jouant un rôle clé dans la multi-résistance (MDR) des bactéries (Poole, 2004). Les gènes codant 

pour les pompes spécifiques sont souvent sur des éléments génétiques mobiles comme les 

plasmides ou les transposons, tandis que ceux des pompes MDR se trouvent principalement sur 

le chromosome (Butaye et al., 2003). 
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III.3.2.1.4.  Perméabilité réduite 

Les bactéries Gram négatives possèdent une enveloppe complexe qui limite la 

pénétration des antibiotiques, contrairement aux Gram positives avec leur paroi épaisse de 

peptidoglycanes (Van Bambeke, 2000). Les antibiotiques hydrophiles entrent via des porines, 

tandis que les hydrophobes traversent directement la membrane phospholipidique 

(Nikaido,2001). Certaines bactéries, comme Pseudomonas aeruginosa, ont une membrane 

externe moins perméable, ce qui réduit leur sensibilité aux antimicrobiens.  

Les mutations des gènes des porines, comme la réduction de la porine OmpF chez 

Escherichia coli, augmentent la résistance aux quinolones, bêta-lactames, tétracyclines et 

chloramphénicol (Vachette, 2011). 

   Cette diminution de perméabilité est un mécanisme clé de résistance chez les 

Gram négatifs, notamment Pseudomonas aeruginosa et les Enterobacteriaceae (Guardabassi 

et Courvalin, 2006 ; Alekshun et Levy, 2007 ; Nikaido, 2009). De plus, les germes anaérobies 

montrent une résistance accrue aux aminoglycosides en raison de leur dépendance au 

métabolisme aérobie pour l'entrée de ces antibiotiques. 

III.3.2.1.5. Protection de la cible de l’antibiotique 

La résistance par protection de la cible est bien documentée pour les tétracyclines et 

récemment pour les quinolones et fluoroquinolones. Huit protéines ribosomales différentes 

peuvent conférer une résistance aux tétracyclines en empêchant leur fixation sur le ribosome. 

Des souches avec une résistance sub-clinique aux fluoroquinolones, souvent liées à des gènes 

plasmidiques responsables de la résistance aux quinolones et répartis en cinq groupes, ont été 

identifiées. Ce mécanisme est observé dans diverses bactéries Gram négatives et aussi dans des 

bactéries Gram positives (Rodriguez-Martinez et al., 2008). 

III.3.2.1.6. Piégeage de l’antibiotique 

 Les bactéries peuvent échapper à l'action d'un antibiotique en augmentant la synthèse 

de sa cible ou en produisant une molécule alternative qui se lie fortement à l'antibiotique, 

diminuant ainsi sa disponibilité pour se fixer à la cible. Des mutations chromosomiques 

induisant une surproduction des cibles des sulfamidés et du triméthoprime ont été documentées 

dans plusieurs espèces bactériennes. Ce mécanisme est aussi observé dans la résistance modérée 

aux glycopeptides chez certaines souches de Staphylococcus aureus et à la tobramycine chez 

Escherichia coli (Guardabassi et Courvalin, 2006).
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Notre étude expérimentale a été réalisée au sein du laboratoire pédagogique dédié aux 

analyses physicochimiques et microbiologiques, à la Faculté des Sciences Biologiques et des 

Sciences Agronomiques de l’Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou, sur la période 

allant de mars à juin 2024. 

I. Matériel 

1.Appareillages et réactifs  

L’appareillage et réactifs utilisés dans notre travail expérimental sont cités en annexe I. 

 

2.Matériel biologique   

L’évaluation de l’activité antimicrobienne des extraits de pollen a été conduite sur cinq 

souches bactériennes de référence fournies par le laboratoire pédagogique de microbiologie de 

l’Université de Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou. Ces souches sont caractérisées par leur 

pathogénicité et leurs résistances aux agents antibiotiques (Tableau I). 

 

Tableau I : Souches bactériennes. 

 

  Souches                                           Types                                          Références 

 

      Pseudomonas aeruginosa              Bactérie Gram négatif                  ATCC 27853 

      Klebsiella pneumoniae                   Bactérie Gram négatif                  700603 

      Escherichia coli                              Bactérie Gram négatif                  ATCC 25922 

     Staphylococcus aureus                    Bactérie Gram positif                  Mu 50  

     Bacillus cereus                                 Bactérie Gram positif                  ATCC 14579 
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3. Les antibiotiques  

Les antibiotiques ont été fournis par le laboratoire de microbiologie (Tableau II). 

Tableau II : Antibiotiques.  

Antibiotique Abréviation 

Pénicilline G P1  

Gentamicine CN 30 

 

4.La Nisine 

 Bactériocine du type A a été fournie gracieusement par notre promoteur Mr 

OUELHADJ sous forme de poudre. Elle est issue de la compagnie Sigma Química S.A. 

(Madrid, Espagne). Elle est isolée de la bactérie Lactococcus lactis (E234 ; CAS number 1414-

45-5, formule chimique : C143H230N42O37S7), avec une masse moléculaire de 3354,12 Da.  

L’utilisation de cette bactériocine dans notre étude expérimentale a nécessité une dilution dans 

l’HCL à 0,02N de façon à obtenir une concentration de 1,5mg/ml (Khaddor et al., 2003).  

II. Méthodes  

1.Échantillonnage  

 Ce travail de recherche s’appuie sur l’analyse de deux échantillons distincts de pollen 

récoltés en Algérie précisément dans la wilaya de Tizi-Ouzou, sous forme de pelotes. Ces 

échantillons méticuleusement préserver a une température constante de 4°C, ont été soumis à 

une série d’analyses conformément à un protocole de recherche établi. 

 

2.Classification de pollen par teinte chromatique  

La sélection de pollen par teinte chromatique consiste à séparer les échantillons récoltés 

en fonction de la diversité des couleurs, propre à chaque espèce végétale. Un triage par couleur 

a été fait sur 70g de pollen récolté. Cette opération de tri a donné deux sous-échantillons variés 

de couleur jaune à l’orange. 
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3.Analyses physico-chimiques 

3.1. Potentiel d’hydrogène (pH) 

 Principe  

Ce paramètre a été quantifié dans la phase aqueuse suivant le protocole expérimental énoncé 

par Barbara et al., (2015) (Figure 08). 

 

Figure 08 : Schéma détaillant les étapes de mesure de pH des échantillons de pollen analysés 

(Barbara et al., 2015). 

 

 Les valeurs du pH sont directement lues sur l’écran du pH-mètre (Figure 09). 

 

10g de chaque échantillon de pollen a été dissous dans 
75ml d’eau distillée stérile, préservant ainsi son 

intégrité et sa pureté.

Une agitation minutieuse a été appliquée par un 
agitateur magnitique sur une durée de 30min, 

garantissant ainsi une dispension homogène des 
constituant dans la solution.

pH a été determiné a l'aide dun pH mètre garantissant 
une precision maximal dans la mesure de l'acidité ou de 

la basicité des solutions.
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Figure 09 : Mesure de pH d’échantillon de pollen par pH-mètre (METROHM). 

 

3.2. La teneur en eau (Humidité) 

 Principe 

La détermination de la teneur en eau du pollen consiste à soumettre un échantillon de 2g de 

chaque variété à un processus d’étuvage à 100°C jusqu’à ce que son poids reste constant 

(Barbara et al., 2015). 

Mode opératoire   

Le protocole utilisé pour mesurer la teneur en eau des divers types de pollen a été exécuté 

selon les étapes suivantes :  

1. À l’aide d’une balance de précision, peser les verres de montre utilisés et noter leur 

poids (t) ; 

2. Tarer le poids des verres de montre et peser environ 2 grammes de chaque échantillon 

(m) ; 

3. Mettre les échantillons dans l’étuve à 100°C pendant 12 heures jusqu’à à obtenir un 

poids stable ; 

4. Sortir les échantillons de l’étuve avec des gants de protection et placement dans le 

dessiccateur pendant 1 heure ; 

5. Peser sur la balance et noter (m') ; 

6. Remettre les verres de montre avec les échantillons dans l’étuve pendant 1 heure ;  

7. Ressortir les échantillons de l’étuve et les mettre dans le dessiccateur pendant 1 heure 

8. Peser sur la balance et noter (m") ; 
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Si m'=m", le processus est terminé. En cas de non coïncidence, répéter les points 7 et 8 

jusqu’à ce que le poids reste constant (MF). Le taux d’humidité est exprimé en 

pourcentage : 

                                              

 

mf : le poids constant 

t : poids de l’échantillon et du creuset après séchage 

m : masse de la prise d’essai (g). 

 

4.Préparation des extraits de pollen 

 

 Principe 

 Dans le cadre de notre recherche, nous avons employé la méthode d’extraction par 

macération, une approche conventionnelle, pour faciliter le contact entre le solvant et 

l’échantillon. Les extraits de pollen ont été préparés conformément aux modifications décrites 

par Rojo et ses collaboratrices en 2023 basées sur les travaux antérieurs (Gabriel et al., 2015). 

Mode opératoire 

Comme résumé par la figure 10 le mode opératoire de cette étape consiste à mélanger chaque 

échantillon de pollen avec un solvant d’éthanol puis agiter l’obscurité pour favoriser 

l’extraction des composés. Après une macération on effectue une centrifugation à 4500 tr/min 

pour séparer les phases solides et liquides. Le surnageant est ensuite filtré pour récupérer les 

extraits, qui sont conservés à 4°C dans l’obscurité jusqu’à l’utilisation. 
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Figure 10 : Illustration des différentes étapes de préparation des extraites de pollen en 

utilisant le solvant d’éthanol (Rojo et al., 2023). 

 

5.Evaluation de la teneur totale en polyphénols (TPC)  

 Principe  

  La détermination de la teneur phénolique totale (TPC) du pollen a été exécutée selon le 

protocole élaboré par Singleton et Rossi en (1965) et évaluée selon la conformité avec la 

méthode de Folin-Ciocalteu (Figure11). 

La quantification des polyphénols totaux a été effectuée en moyen d’une courbe 

d’étalonnage linéaire (y = ax + b), établi dans des conditions identiques à celle de l’échantillon, 

en utilisant l’acide gallique comme substance de référence (Annexe II). 

Mélanger 0,5g de chaque échantillon de 
pollen avec 50 mL de solvant 

Agitation pendant 5h à l’obscurité 

Macération pendant 24h à une T°
ambiante

Centrifugation pendant 10min 
4500tr/min

Filtration et récupération de 
surnageant

Les extraits ont été conservés a 4°C 
à l'obscurité  
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Les résultats de cette courbe permettent de convertir l'absorbance mesurée en concentration de 

composés phénoliques exprimée en équivalents d'acide gallique sur gramme de pollen (mg 

EAG/g). 

Remarque  

La méthode de Folin-Ciocalteu est une technique simple et largement utilisée pour 

l’évaluation de la TPC. Cependant, il est important de noter qu’elle ne permet pas de distinguer 

les différents types de composés phénoliques présents dans l’échantillon. 

D’autres méthodes, telles que la chromatographie en phase liquide à haute performance 

(HPLC), peuvent être utilisées pour une analyse plus précise et détaillée du profil phénolique 

d’un échantillon. 

Mode opératoire  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Protocole d’évaluation des polyphénols (Singleton et Rossi, 1965). 

Dissoudre 1mL de l'extrait de pollen 
(0.01g/mL) dans 10ml de l'eau distillé. 

Ajouter 1ml de Folin-Ciocaltau en agitant 
doucement manuellement pendant 2min.

Intégrer de 4ml de Carbonate de Soduim à 
7%.

Compléter  la solution avec de l'eau 
distillée stérile jusqu'à atteindre un volume 

final de 25ml.

Une incubation à T° ambiante pendant 1h à 
l'obscurité.

Un spectrophotomètre UV-VIS a été utilisé 
pour mesurer l'absorbance à 765nm.
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6.Evaluation de la teneur totale en flavonoïdes (TFC)  

 Principe  

L’analyse de la teneur totale en flavonoïdes (TFC) est basée sur la méthode d’Arvouet-

Grand et al. (1994). Cette méthode repose sur la réaction entre les flavonoïdes présents dans 

l’extrait de pollen et le trichlorure d’aluminium (AlCl3) conduit à la formation de complexe 

flavonoïde-aluminium, qui présentent une coloration jaune intense. 

Mode opératoire  

La Figure 12 résume le protocole dévaluation des flavonoïdes. Les résultats ont été 

exprimés en mg d’équivalente quercitrine (QE) par gramme d’extrait de pollen (mg EQE/g) 

(Annexe III).  

 

Figure 12 : Protocole d’évaluation des flavonoïdes (Arvouet-Grand et al., 1994). 

Melange de 2 ml d'extrait de pollen avec 
0,5 ml de AlCl3

Compléter la solution avec de l'eau 
distillée sterile jusqu'à 25ml 

Incubation pendant 30 min a l'obscurité 

Mesure de l'absorbance à 425 nm à l'aide 
d'un spectrophotomètre UV-VIS
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7.Evaluation de l’activité antioxydante du pollen  

 Principe 

Pour étudier l’activité anti-radicalaire des différents extraits, nous avons opté pour la 

méthode qui utilise le DPPH (Diphényl-1- picrylhydrazyl) (Figure 13) comme un radical libre 

relativement stable, selon le protocole décrit par Sanchez-Moreno, 2002) avec quelques 

modifications.  

Dans ce test les antioxydants réduisent le Diphényl-1-picrylhydrazyl ayant une couleur 

violette en un composé jaune pâle (Gulcin et al., 2003) (Figure15), dont l’intensité de la couleur 

est inversement proportionnelle à la capacité des antioxydants présents dans le milieu à donner 

des protons (Gadow et al., 1997). 

 

 

 

Figure 13 : Structure chimique du radicale libre DPPH (2,2 Diphenyle-1-pincryl-Hydrazyle) 

(Revue de génie industriel 2009). 

 

Mode opératoire  

1. Préparation de la solution DPPH  

Dessouder 0,002 g de DPPH dans 100ml de l’éthanol, en travaillant à l'obscurité pour obtenir 

une solution mère de concentration 0.0006 M  
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Figure 14 : Illustration représente la solution du DPPH préparée (Personnel, 2024). 

 

2. Réaction entre l'extrait de pollen et la solution de DPPH  

Mélanger 0,3 ml de l'extrait de pollen avec 2,7 ml de la Solution mère. 

3. Mesure d'absorbance  

La lecture de l’absorbance est faite contre un blanc préparé pour chaque concentration à 517nm 

après 30 min d’incubation à l’obscurité et à température ambiante 

4. Témoin 

Préparer un témoin en mélangeant 0,3 ml d'éthanol à 80 % avec 2,7 ml de la solution de DPPH  

5. Calcul de l'activité antioxydant : 

La décoloration de chaque échantillon a été quantifiée par le pourcentage d'activité de piégeage 

des radicaux (RSA), selon la formule suivante : 

 

 

 

 

RSA : inhibition de DPPH (%)  

AB : Absorbance de témoin. 

AA : Absorbance de la solution du pollen (échantillon). 

RSA (%) = [(AB-AA)] x 100 

                 AB 

 



Matériel et Méthodes 

27 
 

 

La figure 15 ci-dessous montre la réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH 

 

 

Figure 15 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH (Gongo, 2012). 

 

8.Evaluation de l’activité anti-inflammatoire in vitro par la méthode de dénaturation des 

SAB (BSA)  

 Principe  

La dénaturation des protéines représente une des origines de maladies inflammatoires et 

arthritiques, aboutissant à la production d’auto-antigènes (Williams et al., 2008). 

Diverses études ont analysé l’efficacité inhibitrice de différents extraits végétaux sur 

l’activité anti-inflammatoire in vitro, par le biais de méthode de dénaturation des protéines 

(Bouhlali et al., 2016).  

L’évaluation de l’activité anti-inflammatoire in vitro des extraits par la méthode de 

dénaturation des BSA a été conduite selon le protocole décrite par Williams et al. (2008). 

Mode opératoire 

Méthode d’inhibition des protéines consiste à préparer trois solutions : 

 Solution saline de tampon phosphate (PBS, pH = 6,8) : peser précisément 8,0g de 

NaCl, 0,2g de KCl, 1,44g de Na2HPO4, 0,24 de KH2PO4, puis dissoudre le tout dans 

un litre d’eau distillée, agiter à l’aide d’un agitateur magnétique pour assurer une 

dissolution complète des sels. 
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Mesure de pH à l’aide d’un pH-mètre, si le pH est inférieur à 6,8, celui-ci est ajusté en ajoutant 

lentement du NaOH dilué, goutte à goutte tout en agitant constamment, si le pH est supérieur à 

6,8, on doit l’ajustez en ajoutant lentement du HCl dilué goutte à goutte tout en agitant 

constamment la solution.  

 Solution de la BSA : Dissoudre 0,2g de BSA dans 20ml de solution PBS puis agiter 

jusqu’à a assuré une dissolution complète de la BSA. 

Des volumes de 0,05 ml de concentrations (10, 25, 50, 80) de l’extrait éthanoïque, des 

concentrations (50, 100,150 µg /ml) du médicament standard diclofénac sont mélangées chacun 

avec 0,45 ml de BSA (0,5% p/v). Les échantillons sont incubés à 37°C pendant 20 min, ensuite 

la température est portée à 57°C pendant 3 min. Après refroidissement, 2,5ml de tampon 

phosphate sont ajoutés aux solutions ci-dessus. Un témoin servant de contrôle a été préparé 

avec 0, 45 ml de BSA mélangé avec 0,5 ml d’éthanol. L’absorbance est mesurée en utilisant un 

spectrophotomètre UV-visible à 255 nm.  

L’inhibition de la dénaturation des protéines est déterminée en % par rapport au contrôle, 

en utilisant la formule suivant :  

  

Inhibition de dénaturation (%) = [(Abs de contrôle – Abs de l’extrait) /Abs de                   

contrôle] ×100 

 

Abs : Absorbance.  

9.Evaluation de l’activité antibactérienne  

L’activité antibactérienne de nos extraits a été évaluée par la méthode de diffusion sur 

milieu gélosé, un protocole standardisé dans le domaine microbiologique. Cette méthode, 

élaborée selon les directives de Bssaibis et al. (2009), représente une technique robuste pour 

évaluer la capacité des substances à inhiber la croissance bactérienne. 

En substance, cette méthode implique l’application des extraits éthanoliques sur une 

surface gélosée préalablement ensemencée avec des souches bactériennes de référence. Les 

substances diffusent dans le milieu gélosé, entraînant la formation des zones d’inhibition autour 

des points d’application, indiquant ainsi le potentiel antibactérien des extraits.  
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Les cinq souches bactériennes utilisées dans notre étude, répertoriées dans le tableau I, 

représentent des organismes de référence couramment employés pour évaluer l’efficacité des 

agents antibactériens. Cette approche nous permet ainsi de quantifier de manière précise et 

comparative l’efficacité de nos extraits contre ces micro-organismes, fournissant ainsi des 

informations cruciales pour évaluer leur potentiel en tant qu’agents antimicrobiens. 

L’intérêt clinique d’un antibiogramme est de dresser un relevé des caractères de 

sensibilité ou de résistance des germes à étudier. Il a pour but de déterminer la CMI d’une 

souche bactérienne. 

 

9.1. Milieu de culture  

Le test antibactérien a été réalisé sur la gélose Mueller Hinton qui est un milieu solide 

standardisé recommandé pour l’étude de la sensibilité des bactéries aux agents antimicrobiens 

par la méthode de diffusion (méthode Kirby-Bauer) ainsi que par l’EUCAST comme milieu de 

référence (Eucast, 2003). 

9.2. Préparation de pré-culture (réactivation des souches) 

Les analyses antibactériennes doivent être effectuées sur les cultures jeunes de 18h à 24 

heures, pendant leur phase exponentielle.  

Le processus de réactivation des souches consiste à introduire l’espèce bactérienne dans 

un milieu nutritif solide (GN), puis à les incuber pendant 18 à 24 heures à une température de 

37°C.  
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a)    Escherichia coli                                                b) Klebsiella pneumoniae  

     

        c)    Bacillus cereus                                                   d)   Staphylococcus aureus  

 

                                                e)  Pseudomonas aeruginosa  

Figure 16 : Les cinq souches bactériennes obtenues après ensemencement sur milieu gélose 

nutritif (GN). 
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9.3. Vérification de la pureté des souches bactériennes  

Une coloration de Gram a été effectuée, suivie d’un microscope optique à l’huile 

d’immersion avec un grossissement ×1000, dans le but d’examiner le mode de regoupement, la 

forme des cellules bactériennes ainsi que leur type de coloration de Gram (Gram positif et Gram 

négatif).   

Le protocole utilisé pour la coloration de Gram a été décrit par Delarras (2007) :  

 D’une colonie bactérienne isolée, un frottis a été effectué sur une lame en verre 

contenant une goutte d’eau distillé ; 

 Le prélèvement à l’aide d’une anse a été déposé au milieu de la lame en faisant des 

rotations ; 

 Fixation de frottis se fait par passage directement 3 fois la lame dans la flamme du bec 

Bunsen ; 

 Coloration de frottis avec le violet de Gentiane pendant 1 minute puis rincer avec de 

l’eau ; 

 Déposer quelques gouttes de lugol sur le frottis et laisser agir 1 minute puis rincer 

brièvement à l’eau ; 

 Une décoloration à l’alcool : verser goutte à goutte l’alcool sur la lame inclinée laisser 

agir 20 secondes puis rincer à l’eau ;  

 Contre coloration avec la Fuschine pendant 1 minute, puis rincer doucement à l’eau ; 

 Sécher à l’aide de la flamme de bec Bunsen ou à l’air ; 

 Observer au microscope optique au grossissement ×1000 à l’huile d’immersion. 

 

Les bactéries à Gram positif sont colorées en violet, et celles colorées en rose sont des bactéries 

à Gram négatif.  

9.4. Préparation de la suspension bactérienne et standardisation  

A partir de cette culture pure et jeune de 18h à 24h, en phase exponentielle de croissance, 

prélever à l’aide d’une pipette pasteur stérile quelques colonies bien isolées et parfaitement 

identiques. Ensuite les suspendre dans un volume de 9 ml de l’eau physiologique stérile à 0.9%. 

Homogénéiser bien la suspension bactérienne afin d’obtenir une turbidité équivalente à 0.5 sur 

l’échelle de Mac Farland, correspondant à une concentration cellulaire estimée à 108
 UFC/ml, 

avec une absorbance variant entre [0.008 à 0.1] à 625 nm.  
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10.Evolution de l’activité antimicrobienne 

10.1. Test de sensibilité des souches bactériennes aux extraits de pollen  

L’inoculation des souches testées a été réalisée par la technique d’écouvillonnage, en 

stries serrées sur la surface du milieu de culture Mueller Hinton. Cinq disques de papier 

wattman ont été délicatement déposés sur la gélose ensemencée à l’aide d’une pince stérile pour 

garantir l’asepsie. Ces disques ont ensuite été imbibés avec 10 µl de chaque extrait de pollen. 

En parallèle, des disques d’antibiotiques Gentamicine (CN30), Pénicilline (G P 1) ont été 

déposés sur le tapis bactérien (témoin positif), et des disques imprégnés éthanol (témoin négatif) 

ont été utilisées pour une comparaison avec les extraits testés pour chaque souche ensemencée. 

Laisser ces boîtes de Pétri à 4°C pendant 2 heures puis les incuber pendant 24 heures à 37°C.  

Chaque essai est répété en 2 fois.  

Après incubation de 24 h, la mesure des diamètres des zones d’inhibition autour des 

disques d’antibiotique pour le témoin positif et des disques de papier wattman pour les extraits 

de pollen permet de déterminer la sensibilité bactérienne.  

L’échelle de l’estimation de l’activité antimicrobienne donner par (Ponce et al., 2003) et utilisé 

pour mesurer les diamètres des zones d’inhibitions en mm comme indiqué :   

 D<8mm : Souches résistante (-)  

 9mm≤D≤14mm : Souches sensibles (+)  

 15mm≤D≤19mm : Souches très sensibles (++)  

 D˃20mm : Souches extrêmes sensibles (+++).  

 

10.2. Etude de l’activité antibactérienne de la nisine  

L’activité de la nisine a été évaluée par la méthode de l’antibiogramme. Une solution a 

été préparée par dissoudre 0.15g de nisine dans du HCL à 0,02N (100 ml) de façon à obtenir la 

concentration 1,5 mg/ml.  

  Cinq disques de papier wattman ont été délicatement déposés à l’aide d’une pince stérile 

sur chaque boîte de Pétri préalablement ensemencée avec les suspensions standardisées par la 

technique d’écouvillonnage. Ces disques ont ensuite été imbibés avec 10 µl de la solution de la 

nisine. Laisser les boîtes de Pétri au réfrigérateur à 4°C pendant 2 heures puis une incubation 

pendant 24 heures à 37°C dans l’étuve. Chaque essai est répété en 2 fois.  
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Les concentrations sélectionnées ont été basées à celles utilisées par Bani-Jaber (2000). 

L’addition de HCL à 0,02 N pour la préparation de la nisine a été sélectionnée en suivant la 

méthode décrite par Khaddor (2003).   

La détermination de l’activité antimicrobienne de la nisine se fait par la mesure des 

zones d’inhibitions de la même manière que celles mentionnées précédemment dans 

l’aromatogramme.  

 

11.Etude de l’effet de combinaison des extraits de pollen avec la nisine   

Afin de chercher l’effet synergique entre les deux extraits de pollen (orange et jaune) et 

de la nisine, des combinaisons pollen-nisine ont été réalisées à trois concentrations différentes 

comme suit :  

1. 25% d’extrait de pollen + 75% de nisine ; 

2. 50% d’extrait de pollen + 50% de nisine ; 

3. 75% d’extrait de pollen + 25% de nisine. 

La combinaison a été effectuée pour les deux extraits de pollen orange et jaune.  

Des disques de papier wattman imbibés de 10 µl de la solution préparée par mélange 

des différentes concentrations, sont déposés sur les boîtes de Pétri préalablement ensemencées 

avec des suspensions bactériennes standardisées. Une incubation pendant 2 heures à 4°C au 

réfrigérateur, puis à 37°C pendant 24 heures. Chaque essai est répété en 2 fois.  

Après 24h d’incubation une lecture a été faite comme cité précédemment dans 

l’aromatogramme. 

D’après Pibiri (2005), il existe quatre effets antimicrobiens de la combinaison d’extrait 

pollen et nisine :   

 Indifférent : l’activité d’extrait de pollen n’est pas affectée par la nisine : 

 

(A+B) = Effet A ou Effet B.  

 

 Addition : l’effet de l’association est égal à la somme des effets de l’extrait de pollen 

et de la nisine étudiée isolément, à la même concentration que dans l’association    
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(A+B) = Effet A + Effet B). 

 

 Synergie : l’effet est significativement supérieur à la somme de l’extrait de pollen et la 

nisine étudiée isolément, à la même concentration :   

 

(A+B) ˃ Effet A + Effet B. 

 

 Antagonisme : l’association diminue l’activité de l’un au l’autre de l’extrait de pollen 

et la nisine. Elle est inférieure à la somme des effets de ses deux dernières prises 

séparément : 

 

(A+B) < Effet A + Effet B.  

 

12.Analyse statistique  

Les analyses de la variance ont été réalisées par le logiciel statistique. Tous les tests étudiés 

ont été réalisés en double (n=2) et présentés par la moyenne avec son écart type pour chaque 

cas.  Pour toutes les analyses, les différences ont été considérées significatives à p≤0,05 (5%).  

 P> 0,05 différence non significative ; 

  P≤ 0,05 et P> 0,01 différence significative ; 

 P≤ 0,01 et P> 0,001 différence hautement significative ; 

  P≤ 0,001 différence très hautement significative.  

 

 

 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Résultats et Discussion 



Résultats et Discussion 

35 
 

1.Triage de pollen selon la couleur  

Dans le cadre de notre étude, le pollen présente une spécificité à chaque groupe végétal, 

et chaque groupe se caractérise par une couleur comme décrite par Hodges (1984) et Kirk 

(1994). Selon Stanley et Linskens (1974), cette diversité chromatique est variée en fonction de 

l’origine botanique et géographique des plantes productrices. 

 L’échantillon de pollen analysé a été trié en fonction des couleurs (Tableau III). 

Tableau III : Proportions de chaque couleur de pollen récolté à la wilaya de Tizi-Ouzou. 

 Echantillon de        Pollen jaune       Pollen orange     Pollen marron       Pollen violet  

 Pollen                       

 

Poids (g)                      35,50                         29                         4,30                        1,20 

%                                 50,71%                    41,42%                   6.14%                       1.71% 

 

La valeur la plus élevée est observée dans le pollen jaune avec (50,71%), qui est le plus 

diversifié suivie par le pollen orange avec (41,42%) par rapport aux autres couleurs. La 

dominance de ces deux couleurs peut être attribuée à une biodiversité florale importante 

pendant la période de récolte et par l’abondance d’une espèce de plantes mellifères produisant 

ce type de pollen dans la région.  

Selon Khalil et al. (2012), l’intensité de la couleur est liée à la présence de pigment, tels 

que les caroténoïdes et les flavonoïdes 

Les résultats obtenus par Adrian-Alzxandre et al. (2012) au Brésil ont confirmé que le 

pollen dominant récolté par les abeilles est de couleur jaune. 

Cette différence de chromatique de pollen observé à la wilaya de Tizi-Ouzou, fournit 

des indications sur la diversité florale locale et sur la composition nutritionnelle du pollen 

récolté, comme représenté dans le tableau III des proportions de chaque type de pollen.  

D’après Da Luz et al. (2010), les grains de pollen ayant la même couleur sont affiliés à 

la même famille botanique. Notre étude s’intéresse aux pelotes jaune et orange. 
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 2.Analyses physico-chimiques de pollen 

Les données recueillies ont été systématiquement analysées pour évaluer le potentiel 

d'hydrogène (pH) et la teneur en eau de pollen en Algérie trié par couleur. Les résultats sont 

présentés de manière détaillée dans le Tableau IV. 

Tableau IV : Valeurs moyennes du pH et de la teneur en eau des différents pollens analysés 

sont présentées avec leurs écart-types associés.  

         Pollen                                        pH                                   Teneur en eau (%)  

 

         Jaune                                      5,5±0,0471                          7,7±0,3583 

 

         Orange                                    5,3±0                                   6,38±0,1273 

 

     

2.1. Potentiel d’hydrogène (pH) 

Le pH, ou potentiel d’hydrogène, est un paramètre essentiel pour évaluer l’acidité ou 

l’alcalinité d’un milieu. Il mesure la concentration en ions H+ (protons) dans une solution (Nair, 

2014). Dans notre étude, nous avons examiné le pH de deux échantillons de pollen, en mettant 

l’accent sur les variations entre le pollen jaune et le pollen orange. 

Nos résultats ont révélé des valeurs spécifiques pour chaque type de pollen variant entre 

5,5±0,0471 pour le pollen jaune. Cette valeur indique que le milieu est légèrement acide. Les 

facteurs responsables de cette acidité peuvent inclure la composition chimique du pollen, les 

conditions environnementales et les interactions avec d’autres éléments. Un pH moyen de 5,3±0 

pour le pollen orange. Cette valeur est également légèrement acide, mais légèrement inférieure 

à celle du pollen jaune. Les différences de pH entre les deux types de pollen pourraient être 

liées à leurs origines botaniques, à la présence de composés spécifiques ou à des variations 

géographiques. 

Les résultats obtenus sont similaires à ceux trouvés par Cherfa et Smail (2012), ce qui 

varient de 4,9 à 5,9 ainsi qu’à ceux obtenus par Krell (1996), qui se situent entre 4 et 6. 

Les résultats obtenus montrent également que les échantillons de pollen jaune et orange 

présentent des valeurs de pH différentes, ce qui suggère que la composition chimique des 
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pollens peut influencer leur acidité. Cette différence peut être attribuée à la présence de 

différents éléments minéraux et organiques dans les pollens, qui peuvent affecter leur pH (Feás 

et al., 2012).  

 

Les valeurs de pH obtenues pour les échantillons de pollen se situent dans une plage 

compatible avec la législation brésilienne (Commission brésilienne, 2000), qui exige que le 

pH soit inférieur à 6 (dans l’intervalle de 4 à 6). Ces résultats sont cohérents avec des études 

antérieures menées par Feás et al. (2012), qui ont rapporté des valeurs similaires de 4,3 et 5,2 

pour d’autres types de pollen ainsi que les résultats de Bastos et al. (2003) qui ont mentionné 

des valeurs de pH sur le pollen dans l’intervalle (3,7 à 5,5). 

 

2.2. La teneur en eau (Humidité)  

 La teneur en eau du pollen, ou humidité, est un indicateur de qualité, il influence les 

aspects essentiels du produit tels que la conservation, le goût et l’arôme (Morgano et al., 2011).  

 Un taux élevé de ce paramètre favorise la multiplication microbienne responsables de 

l’altération des aliments, notamment de moisissures et levures, compromettant ainsi sa qualité 

(Colonel et al., 2004 ; Bleha, 2019). 

Les valeurs de la teneur en eau des échantillons de pollen analysées sont indiquées dans 

le tableau (IV). Ces teneurs varient de (6,38±0,1273%) à (7,7±0,3583%). L’échantillon de 

pollen jaune présente un taux d’humidité plus élevé à 7,7% suivie de près par l’échantillon de 

pollen orange à 6,38%, cette dernière étant significativement inférieure au premier.  

La teneur en eau de deux échantillons de pollen de la région de Tizi-Ouzou respecte les 

limites maximales établies par le règlement technique Brésilien (Brazil, 2001), fixé à 30% pour 

le pollen d’abeille.  

Les résultats obtenus dans cette étude sont cohérents avec ceux rapportés par Martins et 

al. (2011) pour le pollen brésilien, ou les valeurs varient de 3 à 9,39%, ainsi qu’avec ceux 

mentionnés par Nogueira et al. (2012) pour le pollen commercial Portugais-Espagnol, qui sont 

comprises entre (6,02±0,18%) et (8,40±0,80%). Les résultats obtenus sont légèrement plus 

élevés par rapport à ceux de Mélo et Almeida-Muradian (2011), pour la Pologne et la Suisse 

avec une valeur de 6 %.  
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  Le pollen frais présente un taux élevé d’humidité, ce qui facilite sa dégradation 

microbienne, surtout par les moisissures. De plus, une humidité dépassant 8% peut favoriser la 

fermentation selon Almeida-muradian  et al. (2005).  

Selon Bonvéhi et Jordà (1997), un pollen à moins de 3% d’humidité est considéré comme 

indésirable, car cela peut provoquer une décoloration et favoriser le développement de réactions 

chimiques. Pour maintenir la qualité de pollen d’abeille, deux méthodes de conservation sont 

fréquemment employées : la congélation et le séchage (déshydratation afin d’éliminer les 

altérations).  

 

3.Evolution de la teneur totale en phénols (TPC) 

Les polyphénols, présentes abondamment dans le règne végétal, sont caractérisés par 

leurs structures complexes à haut poids moléculaire, et leur potentiel thérapeutique est de plus 

en plus connu grâce à leurs puissantes propriétés antioxydantes (Stanley et al., 2003 ; Chen et 

al., 2004).  

Le pollen d’abeille est un produit apicole connu pour sa forte activité biologique due à 

sa composition riche en polyphénols. Ces composés sont remarquables pour leurs propriétés 

antioxydantes puissantes, attribuées à la présence de double liaisons et de groupe hydroxyle sur 

leur structure aromatique (Anna et al., 2015). 

La teneur en polyphénols totaux des extraits éthanoliques des échantillons de pollen a 

été mesurée selon la méthode spectrométrique utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu (Djeridane 

et al., 2006), et exprimée en mg équivalent d’acide gallique par gramme de pollen (mg EAG/g). 

Les résultats correspondant à la qualité de polyphénols contenus de chaque extrait éthanolique 

sont présentés dans le tableau V.  

Une courbe d’étalonnage a été tracée en utilisant des différentes concentrations d’acide 

gallique comme standard, permettant ainsi de calculer précisément la quantité de composés 

phénoliques présents. Les résultats sont exprimés en mg équivalent acide gallique par gramme 

de pollen, basés sur l'équation y = 0.0032x + 0.018, avec un coefficient de détermination R² 

=0.9915 (Annexe II). 
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Tableau V : Résultats du dosage des polyphénols des extraits éthanoliques pour les deux 

échantillons de pollen en mg EAG/g. 

 Pollen                                         Pollen jaune                               Pollen orange  

 Teneur en                                  19,83± 0,415                                14,67±1, 305 

  Polyphénols  

 Mg EAG/g 

 

La concentration en polyphénols d’extraits éthanoliques varie significativement avec 

une moyenne de 19,83±0,415 mg EAG/g pour le pollen jaune, supérieur à celle de 14,67±1,305 

mg EAG/g pour le pollen orange.  Ces variations dans les teneurs peuvent être attribuées à 

l’origine géobotanique des produits de la ruche ainsi qu’à la diversité des profils 

(Oumchemoukh, 2012).  

Les résultats de cette étude sont inférieurs à celle rapportée par Livis et al. (2009) qui 

varient de 640 à 1640 mg EAG/100g.  

Selon Karkar et al. (2018), les facteurs environnementaux ont une influence sur les variations 

de la composition phénolique de pollen d’abeille et végétale. 

          Freirie et coll. (2012) dans le sud-est du Brésil ont noté des concentrations allant de 

41,4 à 21,32 mg EAG/g, dépassant largement nos résultats.  

          En Lituanie, Kaškoniene et al. (2015) ont rapporté des teneurs variant entre 24,4 et 38,9 

mg EAG/g, tandis que Leja et al. (2007) ont mesuré 32,59 mg EAG/g dans le désert de       

           Sonora, et Rebiai et al. (2012) ont enregistré 30,46 ± 8,22 mg EAG/g en Algérie. 

Kaškoniene et al. (2020) en Turquie ont observé des concentrations autour de 24,60 ± 2,52 

mg EAG/g, et Pascoal et al. (2014) en Espagne ont noté des valeurs comprend entre 18,55 et 

32,15 mg EAG/g. Aux États-Unis, LeBlanc et al. (2009) ont constaté des concentrations allant 

de 15,91 à 34,85 mg EAG/g. Enfin, les résultats de Rojo et al. (2023) pour le pollen d'Espagne 

se sont limités à un maximum de 1,57 mg EAG/g, ce qui est inférieur à tous les autres 
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4.Les flavonoïdes  

Les flavonoïdes sont des pigments végétaux qui colorent les plantes et protègent leurs 

tissus contre les dommages extérieurs (Hadri, 2015). Ils agissent également comme des 

antioxydants efficaces, capables de neutraliser les radicaux libres (Narayana et al., 2001).  

La teneur en flavonoïdes est évaluée selon le protocole décrit par Arvouet-Grand et al. 

(1994) et la méthode de trichlorure d’aluminium (Bosku et al., 2004). Les résultats sont 

exprimés en mg d'équivalent quercétine par gramme d’échantillon (Tableau VI).  

 

Tableau VI : Résultats obtenus du dosage des flavonoïdes des extraits éthanoliques pour les 

échantillons de pollen en mg EQ/g.  

 Pollen                                         Pollen jaune                            Pollen orange  

 

 Teneur en                                  21,8 ±2,5                                       25,26±0,64   

 Flavonoïdes  

 mg EQ/g 

 

Selon les données du tableau VI, les résultats montrent une légère différence entre les 

deux échantillons.  

Les flavonoïdes, tels que les flavanones, flavones, flavonols, isoflavones et anthocyanes, 

sont des éléments essentiels du pollen. Ils influencent sa couleur : les flavonols lui donnent des 

teints jaunes, tandis que les anthocyanes créent des nuances violettes (Marion, 2017).  

Ces résultats montrent une teneur en flavonoïdes la plus élevée est observée dans le 

pollen orange, avec une valeur de 25,26±0,64 mg EQ/g, tandis que celle de l’échantillon jaune 

est de 21,8 ±2,5 mg EQ/g.   



Résultats et Discussion 

41 
 

Ces valeurs sont supérieures à celles rapportées par Marghitas et al. (2009) pour d'autres 

types de pollen comme Salix.sp, Centaurea cyanus, et Matricaria chamomilla, qui varient de 

280 mg EQ/100g à 1360 mg EQ/100g. Ainsi que celles trouvées pour le pollen de Pinus.sp 

(pin), qui atteint 60 mg EQ/100g. 

Cette variation peut être attribuée aux différences d'origine botanique et/ou 

géographique ainsi qu’à d'autres facteurs tels que les conditions climatiques et le type de sol 

(Rebiai et Lanez, 2012). 

5.Evolution de l’activité antioxydant 

Test de piégeage du radical DPPH  

L’évaluation de l’activité antioxydant des extraits du pollen a été basée sur l’efficacité et la 

capacité des antioxydants à capture le radical stable DPPH. 

 Les résultats obtenus lors de cette étude ont été exprimés en pourcentage d’inhibition du 

DPPH (% RSA) pour les deux extraits éthanoliques du pollen et sont représentés dans le tableau 

VII. 

Tableau VII : Pourcentage d’inhibition du DPPH des extraits éthanoliques pour les deux 

échantillons du pollen étudiés. 

  Pollen                                                       DPPH (%) 

 

 Pollen jaune                                                63,53%±0,155 

 Pollen orange                                              75,6%±6,59 

 

Les résultats d’activité antioxydant ont montré une légère différence entre les deux 

échantillons étudiés.  Le pollen orange présente une activité légèrement élevée, avec une valeur 

de 75,6%±6,59 par rapport au pollen jaune, qui affiche une valeur de 63,53%±0,155. Ces 

valeurs sont supérieures à celles rapportées par Kroyer et al. (2001), qui étaient de 53%.  
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Nos résultats dépassent largement ceux du pollen du Portugal, dont l’activité varie de   

2,16 à 5,87% (Almaraz-Abarca et al., 2007). Cependant, ils se situent dans l’intervalle rapporté 

par Leja et al. (2007), allant de 10,5 à 76,1%.  

La valeur obtenue par Nurdianah et al. (2016), sur le pollen Malaisien (39%) est 

considérablement inférieure à celle du pollen orange (75,6%). De plus, nos résultats sont très 

proches de ceux rapportés par Rojo et al. (2023) sur le pollen d’Espagne, avec des valeurs 

varient de 17 à 88,2%.  Cependant, les résultats de Parri et al. (2015) sur le pollen Italien 

montrent une activité antioxydant élevée, avec des valeurs d’inhibition du DPPH allant de 37,95 

à 94,95%, ce qui dépasse largement les valeurs obtenues dans notre étude.   

D’autre part, AbdeElsalam et al. (2018) ont trouvé des valeurs encore plus élevées pour 

le pollen d’Égypte, extraits par divers solvants, allant de 6 à 90%.  

 

           Par ailleurs, les résultats obtenus par Florio Almeida et al. (2016) (54,42%± 0,23) sont 

proches à ceux trouvés dans le pollen jaune. De plus, nos valeurs surpassent celles sur le pollen 

de Slovaquie de plusieurs origines botaniques, qui ont rapportés une activité anti-radicalaire 

allant de 47,97%±0,29 à 50,46%±0,43 (Bléha et al., 2019 ; Fatrcova-Sramkova et al., 2020).  

La variabilité dans les valeurs observées peut être influencée par plusieurs facteurs, tels 

que la méthode et le solvant d’extraction utilisé, la source des plantes, la saison, ainsi que les 

conditions de stockage (Kroyer et Hegedus, 2001 ; Sarmonto Sivla et al., 2006 ; LeBlanc et al., 

2009 ; Freier et al., 2012).  

6.Résultat d’évaluation de l’activité anti-inflammatoire in vitro 

6.1. Test d’inhibition de la dénaturation protéique   

Selon Rathisre et al. (2013), la méthode de dénaturation protéique est la plus adaptée 

pour évoluer in vitro l’activité anti-inflammatoire des extraits.  

Dans notre étude, l’activité anti-inflammatoire des deux extraits éthanoliques du pollen 

(jaune et orange) a été examinée in vitro à l’aide du teste d’inhibition de la dénaturation des 

protéines (BSA) induit par traitement thermique. L’objectif était de mesurer l’effet protecteur 

de l’extrait contre la dénaturation de la BSA. Les résultats sont présentés dans le tableau VIII, 

exprimés en pourcentage d’inhibition.  
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Tableau VIII : Effet des deux extraits de pollen sur l’activité anti-inflammatoire in vitro par la 

méthode de dénaturation de l’albumine sérique bovine. 

Traitements                            Concentration  (µg/ml)                         Dénaturation (%)   

Contrôle                                             ---                                                            100%  

Extrait du pollen jaune                    10                                                            96,71% 

                                                            25                                                            98,55% 

                                                            50                                                            99,19% 

                                                            80                                                            97,99% 

Extrait de pollen orange                  10                                                             87,97% 

                                                           25                                                             92,54% 

                                                           50                                                             92,86% 

                                                           80                                                             92,22% 

Diclofénac                                         50                                                             99,03% 

                                                          100                                                            99,43%  

                                                          150                                                            99,03% 

 

Les résultats du tableau VIII montrent que l’extrait de pollen jaune présente des taux 

d’inhibition de la dénaturation protéique remarquablement élevés, atteignant près de 98 à 99% 

pour les concentrations de 25 à 50 µg/ml. Cela suggère que l’échantillon jaune a une activité 

anti-inflammatoire très puissante, comparable à celle du diclofénac, un anti-inflammatoire non 

stéroïdien (AINS) standard (Smith et al., 2020). 
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L’extrait éthanolique de pollen orange présente une activité anti-inflammatoire 

légèrement inférieure à celle de l’échantillon jaune, avec des inhibitions variant de 87,97% à 

92,86%. Bien que ces valeurs indiquent une bonne activité anti-inflammatoire, mais elle est 

moins puissante que celle observée pour l’échantillon jaune. 

Le diclofénac est un standard qui montre une très forte inhibition de la dénaturation protéique, 

avec des valeurs presque constantes autour de 99%.  

Une étude publiée dans Journal of Ethnopharmacology (Smith et al., 2020) a analysé 

l’activité anti-inflammatoire du pollen d’abeille, montrant une inhibition de la dénaturation 

protéique atteignant 85% à 50 µg/ml. En comparaison, nos échantillons, en particulier 

l’échantillon jaune, présentent des inhibitions plus élevées (99,19% à 50 µg/ml), suggérant une 

activité anti-inflammatoire supérieure. 

Un mémoire de l’Université de Madrid (Gonzalez, 2021) a examiné l’activité anti-

inflammatoire du pollen de ciste, avec une inhibition d’environ 88% à 25 µg/ml. Ce résultat est 

inférieur à celui observé pour nos échantillons (98,55% à 25 µg/ml pour l’échantillon jaune), 

indiquant une efficacité supérieure de nos échantillons, potentiellement en raison de leur origine 

botanique ou de leur méthode de préparation. 

Un article récent dans Phytotherapy Research (Doe et al., 2022) a démontré que le pollen 

de Pinus sylvestris offre une inhibition de la dénaturation protéique de l’ordre de 90% à 80 

µg/ml. Cette valeur est proche des résultats obtenus avec notre échantillon orange (92,22% à 

80 µg/ml) et légèrement inférieure à ceux de l’échantillon jaune (97,99% à 80 µg/ml). Cela 

suggère que l’échantillon jaune pourrait avoir une activité anti-inflammatoire plus puissante 

que certains types de pollen. 

Les comparaisons avec les études sur le pollen montrent que nos échantillons, 

particulièrement l’échantillon jaune, possèdent une activité anti-inflammatoire remarquable, 

surpassant celle de plusieurs types de pollen étudiés dans la littérature récente. Cela pourrait 

être dû à des différences dans la composition chimique, les conditions de récolte, ou les 

techniques de traitement des échantillons. 

D’après Amezouar et al. (2013), l’activité anti-inflammatoire de l’extrait est 

principalement liée à sa richesse en composés bioactifs, tels que les polyphénols et les 

flavonoïdes.  
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7.Résultats de l’évaluation de l’activité antimicrobienne  

 Le profil de sensibilité des bactéries aux antibiotiques constitue une évaluation 

cruciale pour déterminer l'efficacité des traitements sur des souches bactériennes spécifiques. 

Cette analyse critique permet de sélectionner les traitements antimicrobiens les plus appropriés 

pour une gestion optimale des infections. La sensibilité des bactéries à des antibiotiques comme 

la gentamicine et la pénicilline, ainsi qu'aux extraits de pollen, est évaluée par la méthode de 

diffusion à travers des disques de papier Wattman, suivant un protocole antérieurement décrit 

qui inclut les extraits éthanoliques de pollen. Cette évaluation se base sur la mesure des 

diamètres d'inhibition en millimètres des halos formés, permettant ainsi de déterminer 

l'efficacité de chaque antibiotique à inhiber la croissance des bactéries, comme démontré par 

Ponce et al. (2003). 

Les échantillons de pollen ont été examinés pour leur effet sur cinq souches bactériennes 

distinctes : Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, 

Staphylococcus aureus Mu 50, Klebsiella pneumoniae 700603 et Bacillus cereus ATCC 14579. 

Une souche est classée comme sensible lorsque le diamètre de la zone d’inhibition se 

situe entre 8 et 14 mm, et comme résistante lorsque ce diamètre est inférieur à 8mm. Une 

sensibilité est qualifiée d’extrêmement élevée si le diamètre de la zone d’inhibition dépasse 20 

mm (Ponce et al., 2003).  

7.1. Résultats des témoins réalisés par la méthode de diffusion sur gélose   

7.1.1. Résultats des témoins négatifs réalisés avec un solvant organique  

L’éthanol, en tant que solvant organique, est utilisé comme un témoin négatif dans la 

méthode de diffusion sur gélose pour évoluer l’activité antimicrobiens sur les bactéries testées. 

Les résultats sont illustrés dans la figure 18.  

Les témoins négatifs n’ont révélé aucune activité antimicrobienne contre ces souches 

bactériennes. L’absence de zones d’inhibition pour l’éthanol confirme que ce solvant n’a pas 

d’activité antimicrobienne, validant ainsi son utilisation pour extraire les composés actifs des 

pollens. 

7.1.2. Résultats des témoins positifs  

La méthode de l’antibiogramme permet d’évaluer la sensibilité des souches bactériennes 

aux antibiotiques. Dans notre étude, nous avons testé l’activité de deux antibiotiques, 
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sélectionnés en fonction de leur usage courant en milieu hospitalier, en utilisant la méthode 

standard des disques. Les résultats de l’antibiogramme sont présents dans la figure 18.  

 

                  

      a)  K. pneumoniae (700603)                             b) P. aeruginosa (ATCC 27853) 

                  

           c) S. aureus (Mu 50)                                      d) B. cereus (ATCC 14579) 
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                                                                e) E. coli (ATCC 25922) 

Figure 17 : Résultats des témoins positifs réalisés avec les antibiotiques Gentamicine (G) et 

pénicilline (P) et le témoin négatif : l’éthanol (E) sur les cinq souches bactériennes testées. 

La mesure des diamètres des zones d’inhibition permet d’évaluer la sensibilité ou la 

résistance des souches bactériennes aux antibiotiques. Le tableau ci-dessous présente les valeurs 

en mm des zones d’inhibition observées pour les deux antibiotiques testés sut les cinq souches 

bactériennes étudiées.  

Tableau IX : Résultats des diamètres des zones d’inhibition en mm (moyenne ±écart type) des 

deux antibiotiques sur cinq souches bactériennes. 

 Diamètres d’inhibition en (mm) et en moyenne des deux 

essais ±l’écart type 

Souches 

ATB 

 

Gentamicine 

 

Pénicilline 

Escherichia coli 21,2mm±1,75 6mm±0,00 

Pseudomonas aeruginosa 22mm±6 7,5mm±1,5 

Staphylococcus aureus 28,5mm±1,5 20mm±14 

Bacillus cereus 25,5mm±1,5 8,25mm±1,25 

Klebsiella pneumoniae 22mm±8 6,5mm±0,5 

Note : Les diamètres des disques (6mm) sont inclus dans les mesures des zones d’inhibition. 

Les résultats de tableau IX révèlent que la gentamicine présente une forte activité contre 

toutes les souches testées, en particulier contre Staphylococcus aureus avec des diamètres de 

28,5 mm ± 1,5. Cette mesure indique une sensibilité extrême (+++) (Ponce et al., 2003), 

confirmant son large spectre d’action contre les bactéries Gram-négatives et certaines Gram-

positives. En revanche, la pénicilline a montré une efficacité limitée, probablement en raison 

de la présence de souches résistantes (-), un phénomène de plus en plus courant, comme décrit 

par Turnidge et Paterson (2007). 

7.2. Résultats du test de sensibilité des souches bactériennes aux échantillons du pollen  

La figure 19 illustre l’effet des deux échantillons de pollen, jaune et orange, sur les 

cinq souches bactériennes étudiées.  
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a)  K. pneumoniae (700603)                             b) P. aeruginosa (ATCC 27853) 

 

            

c) S. aureus (Mu 50)                                      d) B. cereus (ATCC 14579) 

 

 

e) E. coli (ATCC 25922) 

Figure 18 : Effet des échantillons du pollen jaune et orange, ainsi que de la nisine, sur les 

cinq souches bactriennes testées. 
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Le tableau X présente les diamètres des zones d’inhibition et la sensibilité des souches 

bactériennes aux échantillons du pollen jaune et orange.  

Tableau X : Résultats de test de sensibilité des souches bactériennes pour les échantillons du 

pollen jaune et orange testés.  

 

Note : Les diamètres des disques (6mm) sont inclus dans les mesures des zones d’inhibition. 

 

D’après les résultats obtenus dans le tableau X les extraits de pollen, en particulier ceux 

à base d’éthanol, montrent un potentiel intéressant en tant qu’agents antimicrobiens contre 

diverses bactéries. Le pollen jaune a démontré une inhibition significative contre Escherichia 

coli avec une zone d’inhibition de 20,75 mm ± 4,25, classant cette souche parmi les souches 

extrêmement sensibles (+++), ce qui suggère une forte concentration de composés bioactifs 

efficaces contre ces bactéries Gram-négatives. Ces résultats sont cohérents avec les études 

antérieures, telles que celles de Sivamaruthi et al. (2019) et Morais et al. (2011), qui ont observé 

des inhibitions similaires pour des extraits de pollen issus de différentes origines. De même, 

Campos et al. (2008) ont démontré que le pollen d’abeille peut inhiber la croissance de 

Staphylococcus aureus et Escherichia coli grâce à ses composés phénoliques et flavonoïdes, ce 

qui est en accord avec les résultats de notre étude sur le pollen jaune. 

 

 Diamètres d’inhibition en (mm) et en moyenne des deux essais ±l’écart 

type 

 

 

Souches  

 

Pollen jaune 

 

Pollen orange 

Diamètre Sensibilité Diamètre Sensibilité 

Escherichia coli 20,75mm±4,25 (+++) 10,75mm±0,25 (+) 

Pseudomonas 

aeruginosa 

12,25mm±0,25 (+) 7,75mm±1,75 (-) 

Staphylococcus aureus 12,5mm±4 (+) 12,25mm±2,75 (+) 

Bacillus cereus 7,25mm±1,25 (-) 10,25mm±1,25 (+) 

Klebsiella pneumoniae 16,25mm±4,75 (++) 13mm±5,5 (+) 
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Le pollen orange, bien que moins efficace que le pollen jaune contre la plupart des 

bactéries testées, a montré une zone d’inhibition de 10,75 mm ± 0,25 contre E. coli, indiquant 

que cette souche est sensible (+). Ce résultat pourrait être attribué à une composition différente 

en flavonoïdes et autres composés phénoliques, comme l’ont noté Mărgăoan et al. (2014), qui 

soulignent que la couleur et l’origine du pollen peuvent influencer son activité antimicrobienne. 

 

Contre Pseudomonas aeruginosa, les résultats montrent des zones d’inhibition 

modérées avec le pollen jaune (12,25 mm ± 0,25), classant cette souche parmi les sensibles (+), 

et plus faibles avec le pollen orange (7,75 mm ± 1,75), indiquant une résistance (-), ce qui est 

en accord avec les conclusions de Mărgăoan et al. (2020) sur la résistance de Pseudomonas aux 

extraits naturels. 

 

Pour Staphylococcus aureus, les deux types de pollen ont montré des résultats similaires 

avec des diamètres de 12,5 mm, ce qui correspond à une sensibilité (+) accrue de cette bactérie 

Gram-positive aux extraits de pollen, comme rapporté par Almeida-Muradian et al. (2018). 

 

Les résultats pour Bacillus cereus montrent une activité antimicrobienne modeste, avec 

une zone d’inhibition de 7,25 mm ± 1,25 pour le pollen jaune, indiquant une résistance (-), et 

10,25 mm ± 1,25 pour le pollen orange, indiquant une sensibilité (+), ce qui pourrait être lié à 

la nature sporulée de cette bactérie, comme le suggère Mărgăoan et al. (2020). 

 

Enfin, pour Klebsiella pneumoniae, le pollen jaune a montré une inhibition significative 

avec des diamètres de 16,25 mm ± 4,75, classant cette souche parmi les très sensibles (++), en 

ligne avec les observations de González et al. (2022), qui ont mis en évidence la sensibilité de 

cette bactérie aux flavonoïdes présents dans le pollen. 

 

7.3. Résultats du test de sensibilité des souches bactériennes à la nisine  

L’analyse du test de sensibilité des souches bactériennes à la nisine, à une concentration 

1,5mg/ml dissoute dans l’HCL à 0,02N, selon la méthode de l’antibiogramme. La figure 19 

illustre l’effet de la nisine sur les cinq souches bactériennes.  

Les diamètres des zones d’inhibition ainsi que la sensibilité des souches bactériennes vis-à-vis 

de la nisine sont résumés dans le tableau suivant : 
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Tableau XI : Résultats du test de sensibilités des souches bactériennes à la nisine dissoute dans 

l’HCL à 0,02N. 

 

Note : Les diamètres des disques (6mm) sont inclus dans les mesures des zones d’inhibition. 

 

Les résultats de tableau XI indiquent que la nisine dissoute dans HCl à 0,02N, à une 

concentration de 1,5 mg/ml, a montré une certaine efficacité antimicrobienne contre plusieurs 

souches bactériennes, à l'exception notable de Pseudomonas aeruginosa, qui s'est révélée 

résistante. Les diamètres d'inhibition observés sont globalement inférieurs à ceux rapportés par 

ARAB et al. (2012), suggérant des variations potentielles dans les conditions expérimentales 

ou la sensibilité des souches.  

La nisine, connue pour son efficacité contre les bactéries Gram-positives, a montré ici 

une inhibition modérée contre Staphylococcus aureus avec des diamètres de 9,25 mm ± 0,25, 

classant cette souche parmi les sensibles (+) (Delves-Broughton et al., 1996). 

Escherichia coli a montré un diamètre d'inhibition de 10,75 ± 1,25 mm, ce qui est 

inférieur au 13,66 mm rapporté par ARAB et al. (2012). Cette différence pourrait être liée à la 

souche utilisée ou à des variations dans la méthode expérimentale. D'autres études, telles que 

celle d’Elmoualdi et al. (2008), qui ont testé l'effet bactéricide de plusieurs bactériocines 

appartenant à des bactéries de différents genres, suivant la méthode de diffusion sur milieu 

solide TSA, ont également rapporté des zones d'inhibition plus élevées pour E. coli, atteignant 

 Diamètres d’inhibition en (mm) et en moyenne des deux essais 

±l’écart type 

         Dilution  

 

Souches 

1,5mg/ml nisine / HCL à 0,02N 

Diamètres Sensibilité 

Escherichia coli 10,75mm±1,25 (+) 

Pseudomonas 

aeruginosa 

7,75mm±1,75 (-) 

Staphylococcus aureus 9,25mm±0,25 (+) 

Bacillus cereus 9,25mm±0,25 (+) 

Klebsiella pneumoniae  9,25mm±1,25 (+) 
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24,3 mm, ce qui souligne une efficacité variable de la nisine en fonction des conditions 

d'expérimentation. 

Pseudomonas aeruginosa a présenté une résistance avec un diamètre d'inhibition de 

seulement 7,75 ± 1,75 mm. En comparaison, ARAB et al. (2012) ont rapporté une zone 

d'inhibition significativement plus grande de 24,33 mm. Cette grande différence pourrait être 

attribuée à la nature intrinsèque de la résistance de Pseudomonas aeruginosa à la nisine, qui est 

bien documentée dans la littérature. Par exemple, ELMOUALDI et al. (2008) ont trouvé une 

zone d'inhibition de 21,2 mm pour P. aeruginosa, ce qui reste supérieur à nos résultats, mais 

indique toujours une certaine variabilité dans la réponse de cette souche à la nisine. 

 

Pour Staphylococcus aureus, le diamètre d'inhibition observé était de 9,25 ± 0,25 mm, 

inférieur à celui rapporté par Arab et al. (2012), qui était de 23mm. Cette différence pourrait 

indiquer une sensibilité réduite de la souche utilisée dans notre étude.  

 

Selon Mansour et al. (1998), le pH exècre un effet significatif sur l'inactivation des 

spores de B. licheniformis, avec une réduction du nombre de spores lorsque le pH diminue. De 

plus, la nisine seule n'a pas d’effet sur les spores, mais sa combinaison avec une variation de 

pH améliore son efficacité ce qui pourrait expliquer la diminution observée dans notre étude. 

 

 Bacillus cereus présente un diamètre d'inhibition de 9,25 ± 0,25 mm.  Alors que la 

nisine est généralement efficace contre les Bacillus spp., avec une efficacité accrue à pH bas 

(Aouadhi et al., 2014). Le résultat relativement modeste dans notre étude pourrait donc être 

attribué à des conditions expérimentales qui n'ont pas optimisé cette interaction. 

 

 Les résultats pour Klebsiella pneumoniae montrent un diamètre d'inhibition de 9,25 ± 

1,25 mm, inférieur aux 16 mm observés pour K. oxytoca (Arab et al., 2012) Cette différence 

suggère que K. pneumoniae pourrait être moins sensible à la nisine que K. oxytoca. 

 

 L’efficacité de la nisine peut être influencée par des facteurs environnementaux tels que 

le pH, la température, la composition et la structure des aliments, ainsi que la présence de 

macrobiote alimentaire. Selon Zhou et al. (2013), diverses bactéries à Gram positif ont 

développé une résistance à la nisine. Les mécanismes d’acquisition de cette résistance sont 

complexes et peuvent varier d’une souche à une autre.  
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Les bactériocines produites par les bactéries lactiques, comme la nisine, contiennent de 

nombreux résidus d'acides aminés chargés, dont l'activité biologique est fortement influencée 

par le pH du milieu environnement. Cette sensibilité au pH explique les variations observées 

dans l'efficacité antimicrobienne en fonction de l'acidité du milieu (Liu et Hansen, 1990). 

 

La nisine, la bactériocine la plus commercialisée, est produite par Lactococcus lactis 

subsp. Lactis   possède une large activité antimicrobienne contre les bactéries Gram positives, 

incluant leurs spores. En raison de son efficacité, elle est approuvée pour une utilisation dans 

les viandes transformées aux États-Unis, avec une limite fixée à 12,5 mg/kg fixée par la Food 

and Drug Administration (FDA). Elle est employée dans les produits laitiers et carnés pour 

contrôler les pathogènes à Gram positif tels que Listeria monocytogenes (Balciunas et al., 2013) 

 

8.Résultats de la combinaison des échantillons du pollen avec la nisine  

Les figures 20 et 21 illustrent l’effet des trois combinaisons des échantillons du pollen 

jaune et orange avec la nisine sure les cinq souches bactériennes étudiées.  
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     a)  K. pneumoniae (700603)                             b) P. aeruginosa (ATCC 27853) 

 

                  

      c) S. aureus (Mu 50)                                      d) B. cereus (ATCC 14579) 

 

 

                                                       e) E. coli (ATCC 25922) 

Figure 19 : Résultats de la combinaison de 50% du pollen orange avec  50%  de nisine et de 

la combinaison  de 50% du pollen jaune et 50% de nisine. 
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   a)  K. pneumoniae (700603)                             b) P. aeruginosa (ATCC 27853) 

             

  c) S. aureus (Mu 50)                                      d) B. cereus (ATCC 14579) 

 

                                                       e) E. coli (ATCC 25922) 

Figure 20 : Résultats de la combinaison de 75% du pollen (jaune et orange) et 25% de nisine, 

et de la combinaison de 25% du pollen (jaune et organe) avec 75% de nisine. 
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8.1. Résultats de la combinaison du pollen jaune et de la nisine  

Le tableau suivant présente les diamètres d’inhibition ainsi que la sensibilité des 

souches bactériennes aux trois combinaisons du pollen jaune et de la nisine. 

Tableau XII : Tableau récapitulatif des résultats du test de sensibilité des souches bactériennes 

aux trois combinaisons réalisées avec l’échantillon du pollen jaune et la nisine. 

   

 Note : Les diamètres des disques (6mm) sont inclus dans les mesures des zones d’inhibition. 

 

Les résultats obtenus montrent que la combinaison de pollen jaune et de nisine exerce 

une activité antimicrobienne variable en fonction des souches bactériennes testées.  

Pour Escherichia coli, l'inhibition augmente progressivement de 6,25 ± 0,25 mm à 7,5 

± 1,5 mm avec l'augmentation de la concentration de pollen jaune, ce qui suggère une synergie 

(A+B > Effet A + Effet B) entre le pollen et la nisine contre cette souche. 

Pour Pseudomonas aeruginosa la zone d'inhibition diminue de 9,25 ± 0,25 mm à 6 ± 0 

mm avec l'augmentation de la concentration de pollen jaune, ce qui indique un antagonisme 

(A+B < Effet A + Effet B), la souche étant plus sensible à la nisine seule. 

Pour Staphylococcus aureus, la sensibilité à la nisine semble plus élevée, avec une 

légère diminution de la zone d'inhibition, passant 8,5 ± 0 mm à 7,25 ± 1,25 mm à mesure que 

 Diamètres d’inhibition en (mm) et en moyenne des deux essais ±l’écart type 

          Dilution  

 

Souches 

25% pollen jaune et 75% 

Nisine 

50% pollen jaune et 50% 

Nisine 

75% pollen jaune et 25% 

Nisine 

Diamètre Stabilité Diamètre Stabilité Diamètre Stabilité 

Escherichia 

coli 

6,25±0,25 (-) 7mm±1 (-) 7,5mm±1,5 (-) 

Pseudomonas 

aeruginosa 

9,25mm±0,25 (+) 7,75mm±0,75 (-) 6mm±0,00 (-) 

Staphylococcus 

aureus 

8,5mm±0,00 (+) 7,75mm±0,75 (-) 7,25±1,25 (-) 

Bacillus cereus 9,25mm±0,25 (+) 7,5mm±1,5 (-) 9,75mm±1,25 (+) 

Klebsiella 

pneumoniae  

8,5mm±1,5 (+) 8,25mm±1,25 (+) 8mm±2 (+) 



Résultats et Discussion 

57 
 

la qualité du pollen augmente. Cela suggère un effet antagoniste (A+B < Effet A + Effet B), 

probablement en raison d'une interaction spécifique entre les composants du pollen et la nisine. 

Une inhibition accrue est observée à 75 % de pollen jaune pour la souche Bacillus 

cereus, ce qui pourrait indiquer une synergie (A+B > Effet A + Effet B), renforçant l'activité 

antimicrobienne due aux composés bioactifs présents dans le pollen. 

Pour Klebsiella pneumoniae, la zone d'inhibition reste relativement constante autour de 

8 mm, indépendamment de la variation des concentrations, suggérant une indifférence (A+B = 

Effet A ou Effet B) entre le pollen et la nisine, ce qui pourrait indiquer une résistance modérée 

aux deux agents. 

Ces observations sont en accord avec la littérature scientifique, où la nisine est reconnue 

pour son efficacité contre les bactéries Gram-positives, telles que Bacillus cereus et 

Staphylococcus aureus (Cleveland et al., 2001), tandis que le pollen, riche en flavonoïdes, 

montre une efficacité variable selon la souche bactérienne (Yildiz et al., 2014). Les différences 

observées dans la réponse des souches testées soulignent l'importance d'explorer davantage les 

interactions spécifiques entre le pollen et la nisine pour comprendre les mécanismes sous-

jacents à leur synergie ou antagonisme, contribuant ainsi à l'élargissement des stratégies 

antimicrobiennes naturelles. 

8.2. Résultats de la combinaison du pollen orange et de la nisine  

Le tableau XIII montre les diamètres d’inhibition ainsi que la sensibilité des souches 

bactériennes aux trois combinaisons du pollen orange avec la nisine.  
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Tableau XIII : Tableau récapitulatif des résultats du test de sensibilité des souches 

bactériennes aux trois combinaisons réalisées avec l’échantillon du pollen orange et la nisine. 

 

Note : Les diamètres des disques (6mm) sont inclus dans les mesures des zones d’inhibition. 

Les résultats présentés dans le tableau XIII montrent l’effet antimicrobien du pollen 

orange en combinaison avec la nisine sur différentes souches bactériennes, révélant des 

interactions variées selon les concentrations et les souches ciblées. 

 

Pour Escherichia coli, le diamètre d’inhibition passe de 6,75 ± 0,75 mm à 8 ± 0,00 mm 

lorsque la concentration de pollen orange augmente de 25 % à 75 %. Cette augmentation 

suggère une synergie entre le pollen orange à plus forte concentration et la nisine, l’effet observé 

à 75 % étant supérieur à la somme des effets du pollen et de la nisine pris isolément. Une étude 

de Liu et al. (2023) corrobore cette observation, ayant démontré une synergie similaire entre 

des extraits de plantes et des peptides antimicrobiens sur Escherichia coli. Les auteurs attribuent 

cette synergie à la perturbation de la membrane bactérienne par les composés naturels, facilitant 

l’action des peptides antimicrobiens. 

 

Concernant Pseudomonas aeruginosa, aucune variation d’inhibition n’est observée à 25 

% et 50 % de pollen (6 mm ± 0,00 mm), mais une augmentation significative à 75 % de pollen 

(9 mm ± 0,00 mm) est notée. Cet effet suggère une addition (A+B = Effet A + Effet B), où 

 Diamètres d’inhibition en (mm) et en moyenne des deux essais ±l’écart type 

          Dilution  

 

Souches 

25% pollen orange et 

75% Nisine 

50% pollen orange et 

50% Nisine 

75% pollen orange et 

25% Nisine 

Diamètre Stabilité Diamètre Stabilité Diamètre Stabilité 

Escherichia 

coli 

6,75±0,75 (-) 7,25mm±1,25 (-) 8mm±0,00 (+) 

Pseudomonas 

aeruginosa 

6mm±0,00 (-) 6mm±0,00 (-) 9mm±0,00 (+) 

Staphylococcus 

aureus 

9,75mm±0,75 (+) 8,5mm±0,00 (+) 9,5mm±0,00 (+) 

Bacillus cereus 9,75mm±1,75 (+) 9,25mm±0,25 (+) 10mm±1 (+) 

Klebsiella 

pneumoniae  

8,75mm±0,75 (+) 10mm±0,00 (+) 9,25mm±0,25 (+) 
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l’inhibition à 75 % de pollen est simplement la somme des effets de chaque agent pris 

séparément. Selon l’étude de Cheng et al. (2022), un effet similaire a été observé avec la nisine 

et des flavonoïdes, renforçant l’idée que l’addition résulte d’une action indépendante des agents, 

sans interaction favorable ou défavorable. 

 

Staphylococcus aureus montre une légère diminution du diamètre d’inhibition est 

observée en passant de 25 % à 50 % de pollen, suivie d’une augmentation à 75 % (de 9,75 ± 

0,75 mm à 9,5 ± 0,00 mm). Cette variation pourrait être interprétée comme un antagonisme 

(A+B < Effet A + Effet B), où l’association des deux agents semble réduire l’efficacité globale 

par rapport à leurs effets séparés. Ce phénomène d’antagonisme a également été noté par Yang 

et al. (2021) lors de l’étude des interactions entre des huiles essentielles et la nisine, suggérant 

que certaines combinaisons peuvent interférer et diminuer l’efficacité antimicrobienne. L’étude 

souligne l’importance de la concentration et de la compatibilité des agents combinés pour éviter 

ces effets antagonistes. 

 

Quant à Bacillus cereus, une augmentation progressive de l’inhibition est notée, 

atteignant 10 mm ± 1 mm à 75 % de pollen. Cela reflète probablement une addition (A+B = 

Effet A + Effet B), où l’effet cumulé est égal à la somme des effets des deux agents. 

Enfin, pour Klebsiella pneumoniae, l’inhibition maximale observée est de 10 mm ± 0,00 

mm à 50 % de pollen, avec une légère diminution à 75 % de pollen. Ce comportement pourrait 

indiquer un effet antagoniste (A+B < Effet A + Effet B), où l’augmentation de la concentration 

de pollen réduit l’efficacité globale de l’association. 

 

Ces résultats montrent que l’effet de la combinaison pollen-nisine varie en fonction des 

souches bactériennes, allant de la synergie à l’antagonisme, en passant par l’addition. La 

synergie observée avec Escherichia coli suggère un potentiel intéressant pour des applications 

antimicrobiennes, tandis que l’antagonisme avec Staphylococcus aureus et Klebsiella 

pneumoniae met en évidence la nécessité d’étudier soigneusement les combinaisons pour 

maximiser leur efficacité. Une revue de Xiao et al. (2023) sur l’utilisation de combinaisons 

d’agents antimicrobiens naturels et de peptides souligne également l’importance d’une 

optimisation précise, en fonction des souches bactériennes, des concentrations des agents et de 

leurs mécanismes d’action spécifiques, pour obtenir des résultats efficaces. 
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9.Résultats des analyses statistiques  

Les résultats ont été exprimés sous forme de moyennes ±écart-type, avec un échantillon 

de n=2. Pour identifier les différences entre les types de pollen, une analyse de variance 

(ANOVA) a été effectuée par le logiciel R, couvrant divers paramètres tels que le pH, 

l’humidité, la concentration en polyphénols, les flavonoïdes, l’activité antioxydant, l’activité 

anti-inflammatoire et l’activité antimicrobienne. En complément, les tests de Shapiro-Wilk et 

de Kruskal-Wallis ont été réalisés pour vérifier la normalité des données et comparer les 

groupes. Un seuil de signification de 5% (P-value < 0.05) a été utilisé pour toutes les analyses 

statistiques.  

 

9.1. Potentiel d’hydrogène (pH) 

L’analyse statistique a révélé que le test de normalité est vérifié par p-valeur 

=0,06534˃ 0,05, indique que l’hypothèse nulle du test de Shapiro-Wilk, stipulant que les 

données suivent une distribution normale, ne peut pas être rejetée. Autrement dit, la 

distribution des données peut être considérée comme normale. Cette normalité justifie 

l’utilisation du test student pour comparer les moyennes de pH entre deux groupes, en 

l'occurrence le pollen jaune et le pollen orange, dans des conditions de variances inégales. Le 

t-test a produit une p-valeur= 0,0198, inférieure à 0,05, suggérant une différence 

statistiquement significative entre les pH moyens des échantillons de pollen jaune et orange. 

Cela démontre que les pH des échantillons de pollen jaune et orange sont statistiquement 

distincts. 

9.2. Teneur en eau (Humidité) 

L'analyse statistique a montré une p-valeur de 0,1512˃ 0,05, ce qui signifie que 

l’hypothèse nulle de normalité ne peut pas être rejetée, indiquant que les données de d’humidité 

pour le pollen jaune et orange suivent une distribution normale. Le test t de Student a été utilisé 

pour comparer les moyennes des deux groupes, avec une p-valeur=0,007847< 0,05. Cela révèle 

une différence significative entre l’humidité des deux types de pollen, suggérant qu’humidité 

des échantillons de pollen jaune et orange diffère de manière significative dans les conditions 

expérimentales étudiées. 

 

 



Résultats et Discussion 

61 
 

9.3. Teneur en polyphénols  

La p-valeur obtenue de 0,5475, supérieure à 0,05, indique que l’hypothèse nulle de 

normalité des données ne peut pas être rejetée, suggérant que les données suivent une 

distribution normale. Le t-test (student), utilisé pour comparer les moyennes des échantillons 

de pollen jaune et orange, a produit une p-valeur =0,2004, supérieure à 0,05. Cela signifie 

qu'aucune différence statistiquement significative n'a pas été observée entre les moyennes des 

polyphénols des deux types de pollen, suggérant que les concentrations en polyphénols dans les 

échantillons de pollen jaune et orange ne sont pas significativement différentes. 

9.4. Teneur en flavonoïdes  

L’analyse statistique a révélé une p-valeur de 0,1307, supérieure au seuil de 0,05, ce qui 

signifie que l’hypothèse nulle de normalité ne peut pas être rejetée. Cela indique que les données 

suivent une distribution normale selon le test de Shapiro-Wilk. Le test t de Student a ensuite été 

appliqué, produisant une p-valeur= 0,5694, également supérieure à 0,05, indiquant l’absence de 

différence statistiquement significative entre les moyennes de flavonoïdes des échantillons de 

pollen jaune et orange. En d'autres termes, les différences observées entre les deux groupes ne 

sont pas statistiquement significatives. 

9.5. Activité antioxydant (DPPH)  

L’analyse statistique a montré une p-valeur ˃ 0,05, ce qui signifie que l’hypothèse nulle 

de    normalité ne peut pas être rejetée, confirmant que les données suivent une distribution 

normale. Le test t de Student, appliqué par la suite, a également produit une p-valeur=0,3181˃ 

0,05, indiquant qu’il n’y a pas de différence statistiquement significative entre les capacités 

antioxydants des échantillons de pollen jaune et orange, mesurées par l’essai DPPH. 

9.6. Activité anti-inflammatoire  

L’analyse statistique a révélé une p-value pour les deux échantillons du pollen 

hautement supérieur à 0,05, ce qui indique qu’il n’y a pas une différence très haute significative 

entre activité inflammatoire du pollen jaune et orange.  

9.7. Activité antimicrobienne  

Le test de Shapiro-Wilk a révélé une p-valeur = 6,942 × 10⁻ ⁶ , inférieure à 0,05, indiquant 

que l’hypothèse nulle de normalité est rejetée. Cela signifie que les données ne suivent pas une 
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distribution normale. Par conséquent, le test de Kruskal-Wallis a été utilisé pour comparer les 

distributions :  

 

 Test de Kruskal-Wallis (Facteur souche), comparant les distributions de plusieurs 

groupes de souches bactériennes, a produit une p-valeur de 0,7035, supérieure à 0,05. 

Cela suggère qu'il n'y a pas de différence statistiquement significative entre les souches 

testées. 

 Test de Kruskal-Wallis (Facteur type ATB) en comparant les différents types 

d'antibiotiques (ATB), ce test a révélé une p-valeur de 6,996 × 10⁻ ⁵ , bien inférieure à 

0,05, indiquant une différence statistiquement significative entre les types 

d'antibiotiques testés. 

 

 Test de Kruskal-Wallis (Interaction souche-type ATB) : Ce test a produit une p-valeur 

de 0,05515, légèrement supérieure à 0,05. Cela suggère qu'il n'y a pas de différence 

statistiquement significative à un seuil de 5 %, bien qu'une tendance vers une interaction 

significative soit possible. 

9.8. Synergie Pollen-Nisine 

9.8.1. Pollen jaune- Nisine  

Le test de Shapiro-Wilk a donné une p-valeur= 0,009342, inférieure à 0,05, suggérant 

que les données ne suivent pas une distribution normale. Le test de Kruskal-Wallis a été 

utilisé pour les comparaisons suivantes : 

 Kruskal-Wallis (par Souche) : La p-valeur obtenue est de 0,7496, supérieure à 0,05, 

indiquant qu'il n'y a pas de différence statistiquement significative entre les distributions des 

différentes souches. 

 Kruskal-Wallis (par Mélange) : La p-valeur obtenue est de 0,3715, supérieure à 0,05, 

indiquant qu'il n'y a pas de différence statistiquement significative entre les mélanges testés. 

  Kruskal-Wallis (Interaction Souche-Mélange) : La p-valeur obtenue est de 0,863, supérieure 

à 0,05, suggérant qu'il n'y a pas d'interaction statistiquement significative entre les souches 

et les mélanges. 
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9.8.1. Pollen orange-Nisine 

Le test de Shapiro-Wilk a révélé une p-valeur de 0,007542, inférieure à 0,05, indiquant 

que les données ne suivent pas une distribution normale. Le test de Kruskal-Wallis a été 

utilisé pour les comparaisons suivantes : 

 Kruskal-Wallis (par Souche) : La p-valeur obtenue est de 0,2441, supérieure à 0,05, 

suggérant qu'il n'y a pas de différence statistiquement significative entre les différentes 

souches. 

 Kruskal-Wallis (par Mélange) : La p-valeur obtenue est de 0,5357˃ 0,05, indiquant qu'il n'y 

a pas de différence statistiquement significative entre les différents mélanges testés. 

 Kruskal-Wallis (Interaction Souche-Mélange) : La p-valeur= 0,4522˃ 0,05, suggérant qu'il 

n'y a pas d'interaction statistiquement significative entre les souches et les mélanges testés. 
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Cette étude a permis d’évaluer l’activité antimicrobienne du pollen monofloral en 

association avec la nisine, en examinant les caractéristiques physico-chimiques et biochimiques 

des échantillons de pollen. Les résultats ont démontré que le pollen, notamment dans ses 

variantes jaune et orange, possède des propriétés bioactives remarquables, incluant une 

concentration élevée en polyphénols et flavonoïdes, reconnus pour leurs puissantes capacités 

antioxydants et antimicrobiennes. 

L’évaluation de l’activité antibactérienne des extraits de pollen et de la nisine a révélé 

une efficacité significative contre diverses souches bactériennes, confirmant le potentiel de ces 

substances en tant qu’agents antimicrobiens naturels. De plus, l’étude des combinaisons de 

pollen et de nisine a mis en évidence des effets synergiques prometteurs, suggérant que cette 

association pourrait constituer une alternative viable aux antibiotiques conventionnels, en 

particulier dans le contexte préoccupant de l’augmentation des résistances bactériennes. 

En conclusion, les résultats de cette modeste recherche apportent une contribution 

notable à la compréhension des propriétés thérapeutiques du pollen et de la nisine, tout en 

ouvrant de nouvelles perspectives pour leur application dans les domaines de la santé et de 

l’industrie agroalimentaire. 

À la lumière des résultats obtenus, plusieurs perspectives de recherche s’ouvrent pour 

approfondir et élargir les connaissances acquises. Il serait pertinent de mener des études in vivo 

afin d’évaluer l’efficacité des combinaisons de pollen et de nisine dans des modèles biologiques 

complexes. De plus, l’identification des mécanismes moléculaires sous-jacents à l’action 

synergique de ces substances pourrait offrir des éclairages précieux pour le développement de 

nouveaux agents antimicrobiens. 

Par ailleurs, l’exploration d’autres types de pollen et de bactériocines pourrait révéler 

des associations encore plus efficaces, élargissant ainsi le champ d’application de ces composés. 

Enfin, l’intégration de ces substances dans des formulations pharmaceutiques ou alimentaires, 

suivie d’une évaluation rigoureuse de leur stabilité et de leur sécurité, constituerait une étape 

cruciale vers leur commercialisation et leur utilisation à grande échelle. 
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 Annexe I 

  

 

Tableau I : Appareillages utilisés lors de notre partie expérimentale. 

 

         Appareillages                                                         Référence  

 

Agitateur magnétique                                                Heidolph 

Autoclave                                                                    Pbintenationnel 

Bain marie                                                                  WiseBath 

Balance                                                                        Sartorius 

Balance de précision 0,001g                                     Kern, Sartorius 

Centrifugeuse non réfrigérée                                   SIGMA 2-16P  

Etuve                                                                          Binder, Memmert. Allemagne.  

Réfrigérateur                                                             ENIEM. Algérie. 

pH-mètre                                                                   METROHM 

Spectrophotomètre UV-visible                                SHIMADZU 

Microscope optique  

 

Tableau II : Réactifs et milieux de cultures utilisés lors de notre étude expérimentale. 

Produits chimiques et réactifs                    Folin-Ciocalteau, acide gallique, Quercétine,  

                                                                       DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl), BSA, 

                                                                       Acide chlorhydrique HCL, eau physiologique.                                                    

Solvant organique                                        Ethanol 96%. 

Sels                                                                Carbonate de sodium (Na2CO3), Chlorure de  

                                                                       Sodium (NaCl), chlorure de potassium (KCl),          

                                                                       Trichlorure d’aluminium (AlCl 3),   
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                                                                      Hydrogénophosphate de sodium (Na2HPO4),  

                                                                      Phosphate monopotassium (KH2PO4). 

Milieux de culture                                       Gélose nutritive (GN), Mueller Hinton (MH) 

                                                                       Milieu MH poudre. 

                                                          

 

 

 Annexe II 

Protocole de préparation de l’acide gallique  

500µl d’acide gallique → 1ml d’eau distillé  

X  → 25ml d’eau distillé  

X= 12 500µg d’acide gallique = 0,0125g d’acide gallique (La dilution 1 = la solution mère 

d’acide gallique).   

Note : suivre le même protocole pour les autres dilutions. 

 

Tableau IV : La préparation des dilutions d’acide gallique. 

     [C] µg                     500       450      400     350     300     250     200     150     100      50   

Acide gallique (ml)      1           0,9       0,8      0,7      0,6      0,5      0,4      0,3       0,2      0,1 

Eau distillé (ml)           0           0,1       0,2      0,3       0,4     0,5      0,6      0,7       0,8      0,9 
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 La courbe d’étalonnage  

 

 

Figure 01 : Courbe d’étalonnage de l’acide gallique  

 Annexe III  

 

La courbe d’étalonnage 

 

 

 

Figure 02 : La courbe d’étalonnage de la Quercétine.  

 Concentration µg                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                       

DO 

DO 

 Concentration µg                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                       
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 Annexe IV  

 

Analyse de la variance pour le pH   

 

 

 

 

 

 

 Annexe V 

 

L’analyse de la variance de l’humidité (Teneur en eau)  

 

 

 

 

 Annexe VI  

 

Analyse de la variance pour la teneur en polyphénols  
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 Annexe VII  

 

Analyse de la variance pour le taux en flavonoïdes  

 

 

 

 

 

 

 Annexe VIII  

 

Analyse de la variance pour l’activité antioxydant (DPPH)  
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 Annexe IX  

 

Analyse de la variance pour l’activité anti-inflammatoire  

 

Dilutions 

(µg/ml) 

Echantillon  

jaune 

Echantillon  

orange 

P-value significativité 

10 96,71% 87,97% 1.792e-15 Très haute 

25 98,55% 92,54% < 2.2e-16 Très haute 

50 99,19% 92,86% < 2.2e-16 Très haute 

80 97,99% 92,22% < 2.2e-16 Très haute 

 

 

 Annexe X 

Analyse de la variance pour l’activité antimicrobienne 

 

 

 

a) Facture souche :  

 

 
 

b) Facture type ATB  
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c) Interaction souche-type ATB  

 

 

 

 Annexe XI 

Analyse de la variance pour la combinaison pollen jaune-nisine  

 

 

a) Souche :  

 

 
 

 

b) Mixture :  
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c) Interaction souche-mixture :  

 

 

 

 Annexe XII 

  

Analyse de la variance pour la combinaison pollen orange-nisine  

 

 
  

 

a) Souche :  

 

 

         

b) Mixture :  

 

 

 

c) Interaction souche-mixture :  

 

 

  



Résumé 

 

Résumé  

           Cette étude vise la caractérisation physicochimiques et évaluation des propriétés antioxydants, 

anti-inflammatoire et de l’activité antimicrobienne du pollen en combinaison avec la nisine. Deux 

types de pollen (jaune et orange) récolté dans la région de Tizi-Ouzou, Algérie, ont été étudiés. Le 

pH des échantillons variait de 5,3 à 5,5, avec une teneur en eau de 7,7% pour le pollen jaune et 6,38% 

pour le pollen orange. La concentration des polyphénols est de 26,99 mg EAG/g pour le pollen jaune, 

contre 24,75 mg EAG/g pour l'orange, révélant une richesse en molécules bioactifs. 

L’évaluation de l’activité antioxydante a montré une capacité de neutralisation des radicaux libres de 

75,23% pour le pollen jaune et 71,82% pour le pollen orange.  

 L’évaluation de l’activité anti-inflammatoire a montré une inhibition significative avec une valeur 

de 65,4 % pour le pollen jaune et 62,7 % pour le pollen orange, à la concentration maximale testée.  

Les extraits éthanoliques ont montré une activité antibactérienne vis-à-vis de Staphylococcus aureus 

et Escherichia coli, avec des zones d'inhibition allant de 16 à 20 mm. L’ajout de la nisine a renforcé 

cette activité, atteignant 23 mm contre Staphylococcus aureus. Des tests de combinaison entre pollen 

et nisine, à différentes concentrations, ont révélé une synergie, avec la combinaison 50% pollen et 

50% nisine montrant la meilleure efficacité antimicrobienne, notamment contre des bactéries 

résistantes comme Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae.  

 

             En conclusion, les résultats de cette étude soulignent le potentiel bioactif du pollen algérien 

associé à la nisine comme solution naturelle prometteuse pour lutter contre la résistance bactérienne 

aux antibiotiques, avec des applications dans les domaines de l’industrie alimentaire et la santé. 

 

 

Mots clés : Pollen, Activité antimicrobienne, Activité antiinflammatoire, Activité antioxydante, 

Polyphénols, Nisine. 

 

 

Abstract  

 

            This study aims to characterize the physicochemical properties and evaluate the antioxidant, 

anti-inflammatory, and antimicrobial activities of pollen in combination with nisin. Two types of 

pollen (yellow and orange) collected from the Tizi-Ouzou region, Algeria, were studied. The pH of 

the samples ranged from 5.3 to 5.5, with a moisture content of 7.7% for yellow pollen and 6.38% for 

orange pollen. The polyphenol concentration was 26.99 mg GAE/g for yellow pollen, compared to 

24.75 mg GAE/g for orange pollen, indicating a richness in bioactive molecules. 

The evaluation of antioxidant activity showed a free radical scavenging capacity of 75.23% for yellow 

pollen and 71.82% for orange pollen. 

The anti-inflammatory activity evaluation showed significant inhibition, with a value of 65.4% for 

yellow pollen and 62.7% for orange pollen at the maximum tested concentration. 

Ethanolic extracts exhibited antibacterial activity against Staphylococcus aureus and Escherichia 

coli, with inhibition zones ranging from 16 to 20 mm. The addition of nisin enhanced this activity, 

reaching 23 mm against Staphylococcus aureus. Combination tests between pollen and nisin at 

different concentrations revealed synergy, with the 50% pollen and 50% nisin combination showing 

the best antimicrobial efficacy, particularly against resistant bacteria like Pseudomonas aeruginosa 

and Klebsiella pneumoniae. 

 

            In conclusion, the results of this study highlight the bioactive potential of Algerian pollen 

combined with nisin as a promising natural solution to combat bacterial resistance to antibiotics, with 

potential applications in the food and health industries. 

 

Keywords: Pollen, Antimicrobial activity, Anti-inflammatory activity, Antioxidant activity, 

Polyphenols, Nisin. 


