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Figure 45. Evaluation de la biomasse adhérée de Bacillus cereus au cours de formation de 

biofilm en fonction du temps d’incubation. 

 

Figure 46.  Evaluation de la biomasse adhérée de Staphylococcus aureus au cours de 

formation de biofilm en fonction du temps d’incubation. 

 

8. Effet des extraits végétaux sur l'inhibition de biofilm 

Dans le dosage de la quantification de biofilm, une diminution significative a été observée 

lorsque des souches bactériennes se sont développées en présence de l'extrait méthanolique 

d’Ammi visnaga. Les concentrations appropriées d'extrait méthanolique (0, 5, 1, 5 et 10 mg / 

ml) permettent une diminution de la croissance du biofilm. La réduction de la biomasse du 
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biofilm des isolats testés varie de 63, 33 à 81, 17% (Tableau 15). La biomasse du biofilm 

formé par les différentes souches de B. cereus et S. aureus diminue avec l'augmentation de la 

concentration de l'extrait méthanolique et cette réduction diffère d'une souche à une autre. Ces 

résultats ont supposé que l'extrait méthanolique d’A. visnaga a un effet important contre le 

biofilm de B. cereus et S. aureus en raison de leur teneur totale en phénol. Concernant les 

extraits d’agrumes, nous avons constaté un pourcentage d’inhibition plus élevé par Citrus 

limon en comparaison à celui de Citrus sinensis à différentes concentrations établies. D’après 

les résultats obtenus nous avons constaté que le taux d’inhibition des biofilms bactériens se 

diffère d’un extrait à un autre et d’une souche à une autre, et par le solvant d’extraction étudié 

et les concentrations établies (Tableaux 15, 16 et 17).  
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Tableau 15: Effet des extraits d’Ammi visnaga sur les biofilms matures de Bacillus cereus et 

Staphylococcus aureus.  

 

  BRIS3   BCSV1   BPTS1   BFMG17   BLP2   

ACETO NE DO  595 nm % 

D'inhibition 

DO  595 nm % 

D'inhibition 

DO  595 nm % 

D'inhibition 

DO  595 nm % 
D'inhibition 

DO  595 nm % 

D'inhibition 

T 0,284±0,01a 0 0,182±0,01bcd 0 0,105+0,01cd 0 0,251+0,01ab 0 0,191+0,01bc 0 

0,5 0,124±0,01cd 56,34 0,135±0,01cd 25,82 0,092+0,01cd 12,38 0,166+0,01bcd 33,86 0,143+0,01bcd 25,13 

1 0,093±0,01cd 67,25 0,075±0,01cd 58,79 0,087+0,01cd 17,141 0,094+0,01cd 62,55 0,067+0,01cd 64,92 

5 0,077±0,01cd 72,89 0,06±0,017cd 63,19 0,075+0,01cd 28,57 0,074+0,01cd 70,52 0,054+0,01cd 71,73 

10 0,053±0,01cd 81,34 0,047±0,01cd 74,17 0,067+0,01cd 36,19 0,055+0,01cd 78,09 0,77+0,01cd 75,39 

ETHANO L DO  595 nm % 

D'inhibition 

DO  595 nm % 

D'inhibition 

DO  595 nm % 

D'inhibition 

DO  595 nm % 

D'inhibition 

DO  595 nm % 

D'inhibition 

T 0,184+0,01c 0 0,282+0,01a 0 0,105+0,01g 0 0,151+0,01e 0 0,191+0,01b 0 

0,5 0,151+0,01e 17,93 0,189+0,01bc 32,98 0,086+0,01h 18,09 0,134+0,01f 11,26 0,166+0,01d 13,09 

1 0,085+0,01h 53,8 0,055+0,01j  80,49 0,063+0,01i  40 0,055+0,01j  63,57 0,066+0,01i  65,44 

5 0,064+0,01i  65,22 0,046+0,01k 83,69 0,056+0,01j  46,66 0,046+0,01k 69,53 0,045+0,01k 76,44 

10 0,055+0,01j  70,12 0,036+0,01l  87,23 0,044+0,01k 58,09 0,035+0,01l  76,82 0,033+0,01l  82,72 

METH ANO L DO  595 nm % 

D'inhibition 

DO  595 nm % 

D'inhibition 

DO  595 nm % 

D'inhibition 

DO  595 nm % 
D'inhibition 

DO  595 nm % 

D'inhibition 

T 0,18+0,01b 0 0,19+0,01a 0 0,11+0,02j  0 0,15+0,01e 0 0,17+0,01c 0 

0,5 0,15+0,02d 15,78 0,112+0,01j  41,05 0,091+0,01n 17,27 0,139+0,01f 7,33 0,123+0,01h 27,64 

1 0,11+0,01i  38,88 0,097+0,02l  48,94 0,086+0,01o 21,81 0,126+0,01g 16 0,104+0,01k 38,82 

5 0,096+0,01l  46,66 0,058+0,01s 69,47 0,063+0,01r 42,72 0,095+0,01m  36,66 0,076+0,01p 55,29 

10 0,066+0,01q 63,33 0,04+ 0,01u 78,94 0,028+0,01w 74,54 0,055+0,01t  63,33 0,032+0,01v 81,17 

  SSEM4   SLVC5BP   SPTS2R   SLGM1   SVLY3   

ETHANOL DO  595 nm % 

D'inhibition 

DO  595 nm % 

D'inhibition 

DO  595 nm % 

D'inhibition 

DO  595 nm % 
D'inhibition 

DO  595 nm % 

D'inhibition 

T 0,174+0,01c 0 0,196+0,01b 0 0,222+0,01a 0 0,164+0,01d 0 0,156+0,01e 0 

0,5 0,156+0,01e 10,34 0,165+0,01d 15,82 0,198+0,01b 10,81 0,113+0,01g 31,1 0,121+0,01f 22,43 

1 0,066+0,01i  62,07 0,075+0,01h 61,73 0,076+0,01h 65,76 0,066+0,01i  59,76 0,073+0,01h 53,2 

5 0,049+0,01k 71,84 0,064+0,01i  67,35 0,056+0,01j  74,77 0,054+0,01j  67,07 0,065+0,01i  58,33 

10 0,026+0,01n 85,06 0,048+0,01k 75,51 0,035+0,01m  84,23 0,037+0,01m  77,44 0,043+0,01l  72,43 

ACETONE DO  595 nm % 

D'inhibition 

DO  595 nm % 

D'inhibition 

DO  595 nm % 

D'inhibition 

DO  595 nm % 

D'inhibition 

DO  595 nm % 

D'inhibition 

T 0,174+0,01d 0 0,196+0,01b 0 0,222+0,01a 0 0,164+0,01e 0 0,156+0,01f 0 

0,5 0,144+0,01g 17,23 0,174+0,01d 11,22 0,203+0,01c 8,56 0,122+0,01i  25,61 0,133+0,01h 14,74 

1 0,096+0,01j  44,83 0,085+0,01k 56,631 0,084+0,01k 17,11 0,093+0,01j  43,29 0,086+0,01k 44,87 

5 0,085+0,01k 51,15 0,077+0,01l  60,71 0,068+0,01m  24,32 0,075+0,01l  54,27 0,066+0,01m  57,69 

10 0,064+0,01m  63,22 0,044+0,01o 77,55 0,034+0,01p 39,64 0,056+0,01n 65,85 0,047+0,01o 69,87 

METHANOL DO  595 nm % 

D'inhibition 

DO  595 nm % 

D'inhibition 

DO  595 nm % 

D'inhibition 

DO  595 nm % 
D'inhibition 

DO  595 nm % 

D'inhibition 

T 0,174+0,01d 0 0,196+0,01b 0 0,222+0,01a 0 0,164+0,01e 0 0,156+0,01f 0 

0,5 0,154+0,01f 11,49 0,163+0,01e 16,84 0,187+0,01c 15,76 0,132+0,01g 19,51 0,113+0,01h 27,56 

1 0,043+0,01k 75,29 0,057+0,01j  70,92 0,045+0,01k 79,73 0,055+0,01j  66,46 0,063+0,01i  59,61 

5 0,034+0,01l  80,46 0,044+0,01k 77,55 0,035+0,01l  84,23 0,046+0,01k 71,95 0,056+0,01j  64,1 

10 0,025+0,01m  85,63 0,034+0,01l  82,65 0,026+0,01m  88,29 0,033+0,01l  79,88 0,035+0,01l  77,56 



I.BELKACEM (2017) Lutte contre les biofilms bactériens responsables d’intoxications alimentaires : polyphénols naturels. Thèse de Doctorat en science. Univ Mostaganem   

 84 Résultats  

Tableau 16: Effet des extraits d’agrumes sur les biofilms matures de Bacillus cereus.  
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T 0,152+0,01d 0 0,199+0,01a  0 0,178+0,01b  0 0,145+0,01e  0 0,164+0,01c  0 

1g 0,083+0,01f 45,39 0,075+0,01g 62,31 0,053+0,01j 70,22 0,059+0,01i 59,31 0,064+0,01h 60,97 

1,5 g 0,072+0,01g 52,63 0,066+0,01h 66,83 0,047+0,01k 73,59 0,042+0,01k 71,03 0,051+0,01j 68,9 

2g 0,067+0,01h 55,92 0,046+0,01k 76,88 0,036+0,01l 79,77 0,035+0,01l 75,86 0,044+0,01k 73,17 

2,5g 0,044+0,01k 71,06 0,036+0,01l 81,91 0,026+0,01m 85,39 0,024+0,01m 83,45 0,033+0,01l 79,88 

Solvant 

Citron 

DO 595 nm % 

D'inhibition 

DO 595 nm % 

D'inhibition 

DO 595 nm % 

D'inhibition 

DO 595 nm % 

D'inhibition 

DO 595 nm % 

D'inhibitio
n 

T 0,152+0,01d 0 0,199+0,01a 0 0,178+0,01b 0 0,145+0,01e 0 0,164+0,01c 0 

70% 0,066+0,01h 56,58 0,086+0,01f 56,78 0,073+0,01g 58,99 0,082+0,01f 43,45 0,076+0,01g 53,66 

50% 0,057+0,01ij 62,5 0,064+0,01h 67,84 0,062+0,01hi 65,17 0,074+0,01g 48,96 0,061+0,01hi 62,8 

20% 0,046+0,01k 69,74 0,054+0,01j 72,86 0,047+0,01k 73,59 0,061+0,01hi 57,93 0,053+0,01j 67,68 

poudre 
d’orang

e 

DO 595 nm % 
D'inhibition 

DO 595 nm % 
D'inhibition 

DO 595 nm % 
D'inhibition 

DO 595 nm % 
D'inhibition 

DO 595 nm % 
D'inhibitio

n 

T 0,152+0,01d 0 0,199+0,01a 0 0,178+0,01b 0 0,145+0,01e 0 0,164+0,01c 0 

1g 0,123+0,01g 19,08 0,165+0,01c 17,08 0,144+0,01e 19,1 0,111+0,01i 23,45 0,132+0,01f 19,51 

1,5 g 0,098+0,01l 35,53 0,133+0,01f 33,16 0,119+0,01h 33,15 0,098+0,01l 32,41 0,102+0,01k 37,8 

2g 0,077+0,01n 49,34 0,107+0,01j 46,23 0,098+0,01l 44,94 0,078+0,01n 46,21 0,088+0,01m 46,34 

2,5g 0,058+0,01p 61,84 0,088+0,01
m 

55,78 0,078+0,01n 56,18 0,058+0,01p 60 0,065+0,01o 60,36 

Solvant 
Orange 

DO 595 nm % 
D'inhibition 

DO 595 nm % 
D'inhibition 

DO 595 nm % 
D'inhibition 

DO 595 nm % 
D'inhibition 

DO 595 nm % 
D'inhibitio
n 

T 0,152+0,01d 0 0,199+0,01a 0 0,178+0,01b 0 0,145+0,01e 0 0,164+0,01c 0 

70% 0,084+0,01g 63,16 0,096+0,01c 66,83 0,101+0,01e 61,79 0,122+0,01i 47,59 0,132+0,01f 19,51 

50% 0,067+0,01l 55,92 0,073+0,01f 61,31 0,084+0,01h 52,81 0,093+0,01l 35,86 0,112+0,01k 31,71 

20% 0,056+0,01n 44,74 0,066+0,01j 51,76 0,068+0,01l 43,26 0,076+0,01n 15,86 0,088+0,01m 46,34 
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Tableau 17: Effet des extraits d’agrumes sur les biofilms matures de Staphylococcus aureus.  

 

9. Effet de quelques enzymes et l’acide salicylique sur la croissance planctonique et 

les biofilms matures de Bacillus cereus et Staphylococcus aureus  

D’après les résultats obtenus, nous avons observés que l’inhibition de la croissance 

bactérienne des différentes souches étudiées par les deux enzymes trypsine et protéinase K se 

diffère d’une souche à une autre suivant les différentes concentrations. D’après les résultats 

obtenus nous avons trouvés qu’avec l’augmentation de la concentration des deux enzymes 

étudiées, la formation des biofilms bactériens par les différentes souches bactériennes 

diminue, nous avons constaté aussi une diminution remarquable du pH (de 8,1 jusqu’à 5 ,86) 

pour les différentes suspensions bactériennes, sauf dans le cas des deux souches BFMG17 et 

SVLY3 que la croissance bactérienne a été augmentée avec l’augmentation de la 

concentration des enzymes étudiées en provoquant une augmentation du pH. 
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T 0,205+0,01b 0 0,255+0,01a 0 0,164+0,01c 0 0,116+0,01e 0 0,144+0,01d 0 

1g 0,073+0,01f 64,39 0,065+0,01g 74,51 0,054+0,01h 67,07 0,063+0,01g 45,67 0,054+0,01h 62,5 

1,5 g 0,063+0,01g 69,27 0,056+0,01h 78,04 0,048+0,01i 70,73 0,054+0,01h 53,45 0,044+0,01i 69,44 

2g 0,054+0,01h 73,66 0,046+0,01i 81,96 0,036+0,01j 78,05 0,036+0,01j 68,96 0,034+0,01j 76,39 

2,5g 0,047+0,01i 77,07 0,036+0,01j 85,88 0,025+0,01kl 84,76 0,028+0,01k 75,86 0,021+0,01l 85,42 

Solvant 

Citron 

DO 595 nm % 

D'inhibition 

DO 595 nm % 

D'inhibition 

DO 595 nm % 

D'inhibition 

DO 595 nm % 

D'inhibition 

DO 595 nm % 

D'inhibition 

T 0,152+0,01d 0 0,199+0,01a 0 0,178+0,01b 0 0,145+0,01e 0 0,164+0,01c 0 

70% 0,066+0,01h 56,58 0,086+0,01f 56,78 0,073+0,01g 58,99 0,082+0,01f 43,45 0,076+0,01g 67,68 

50% 0,057+0,01ij 62,5 0,064+0,01h 67,84 0,062+0,01hi 65,17 0,074+0,01g 48,96 0,061+0,01hi 62,8 

20% 0,046+0,01k 69,74 0,054+0,01j 72,86 0,047+0,01k 73,59 0,061+0,01hi 57,93 0,053+0,01j 53,66 

poudre 
d’orange 

DO 595 nm % 
D'inhibition 

DO 595 nm % 
D'inhibition 

DO 595 nm % 
D'inhibition 

DO 595 nm % 
D'inhibition 

DO 595 nm % 
D'inhibition 

T 0,205+0,01a 0 0,155+0,01d 0 0,164+0,01b 0 0,116+0,01h 0 0,144+0,01e 0 

1g 0,177+0,01c 13,66 0,132+0,01f 14,84 0,142+0,01e 13,41 0,102+0,01j 12,07 0,121+0,01g 15,97 

1,5 g 0,133+0,01f 35,12 0,102+0,01j 34,19 0,113+0,01i 31,1 0,091+0,01l 21,55 0,101+0,01j 29,86 

2g 0,101+0,01j 50,73 0,087+0,01mn 43,87 0,098+0,01k 40,24 0,085+0,01n 26,72 0,089+0,01lm 38,19 

2,5g 0,082+0,01o 60 0,078+0,01p 49,68 0,081+0,01o 50,61 0,078+0,01p 32,76 0,067+0,01q 53,47 

Solvant 

Orange 

DO 595 nm % 

D'inhibition 

DO 595 nm % 

D'inhibition 

DO 595 nm % 

D'inhibition 

DO 595 nm % 

D'inhibition 

DO 595 nm % 

D'inhibition 

T 0,205+0,01b 0 0,255+0,01a 0 0,164+0,01d 0 0,116+0,01i 0 0,144+0,01f 0 

70% 0,156+0,01e 23,9 0,176+0,01c 30,98 0,097+0,01j 40,85 0,131+0,01g 11,45 0,076+0,01l 63,19 

50% 0,142+0,01f 30,73 0,133+0,01g 47,84 0,076+0,01l 53,66 0,085+0,01k 35,11 0,065+0,01m 54,86 

20% 0,126+0,01h 38,54 0,095+0,01j 62,74 0,064+0,0m 60,97 0,077+0,01l 41,22 0,053+0,01n 47,22 
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A des concentrations faibles  25 µM et pour l’enzyme protéinase K, nous avons 

observé une faible diminution de la croissance bactérienne allons de 1, 87 jusqu’à 1, 23 pour 

B. cereus et de 1,52  jusqu’à 1 ,23 pour S. aureus,  cette inhibition a été augmentée avec les 

différentes concentrations. La concentration 200 µM a été la dose la plus efficace contre la 

croissance de différents isolats avec des valeurs de DO allant de 0, 92 jusqu’à 0, 32 pour les 

souches de B. cereus et de 0, 76 jusqu’à 0, 50 pour les souches de S. aureus avec une 

diminution du pH de 8 jusqu’à 5. Les deux souches  BLP2 et SFMG5BP ont été plus 

résistantes vis-à-vis du traitement enzymatique effectué par les deux enzymes en comparaison 

avec les autres souches. Les différentes valeurs de la turbidité due à la croissance de B. cereus 

et S. aureus sont présentées dans les figures illustrées dans l’Annexe (V).  

Les troubles bactériens observés lors de la croissance bactérienne des différents isolats 

ont montré que les concentrations croissantes de l’AS (0,03-0,06-0,138-0,34-0,69-1,38 et 2,76 

mM) ont provoqué une diminution progressive de la turbidité des suspensions bactériennes. 

Après la lecture des résultats (la densité optique) par spectrophotomètre à λ= 600nm, la 

courbe de la croissance bactérienne a présenté une allure décroissante remarquable à partir de 

la concentration 1,38 mM.    

Les résultats que nous avons obtenu comparativement aux témoins ont montré qu’avec 

l’augmentation des concentrations de l’AS ; il y’a une diminution du nombre des bactéries 

planctoniques. Nous avons noté une absence de la croissance bactérienne à la concentration 

de 2,76 mM, cette concentration correspond à la concentration minimale inhibitrice de l’AS 

sur les B. cereus et S. aureus testées (Figure 51 et 52). 

9.1. Evaluation de l’effet des enzymes sur l’adhérence bactérienne de Bacillus cereus et 

Staphylococcus aureus par la méthode cristal violet  

Nous avons évalué par la méthode cristal violet la capacité des dix (10) différentes 

souches de Bacillus cereus et Staphylococcus aureus de notre cohorte à former in vitro les 

biofilms bactériens en présence des enzymes protéinase K et la trypsine. D’après les résultats 

obtenus nous avons constaté que les deux enzymes protéinase K et la  trypsine ont inhibé les 

biofilms formés par les souches étudiées. Les résultats obtenus ont montré que le taux 

d’inhibition des biofilms bactériens formés par les différentes souches étudiées a été 

augmenté avec l’augmentation de la concentration des enzymes testés. Une réduction 

importante de 71,52 % et 76,52 % a été observée par les deux enzymes protéinase K et la 

trypsine respectivement en concentration (200 µM) vis-à-vis des biofilms formés par Bacillus 
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cereus, le pourcentage d’inhibition estimé lors du traitement enzymatique contre les biofilms 

formés par les différentes souches de Staphylococcus aureus, est de 64, 37 % pour l’enzyme 

protéinase K et 72,58 % pour la trypsine. Le taux d’inhibition de la formation du biofilm par 

l’enzyme trypsine est plus élevé par rapport à l’enzyme protéinase K. D’après les résultats 

obtenus nous avons révélé que les souches de S. aureus ont représenté une résistance élevée 

par rapport à B. cereus (Figure 47, 48, 49 et 50).  

Les résultats que nous avons obtenu lors de la détermination de l’effet de l’AS sur la 

biomasse adhérée des isolats testés et comparativement aux témoins, ont montré qu’avec 

l’augmentation de la concentration de l’AS ; il y a une diminution de la formation de biofilm 

par les dix isolats étudiés (Figure 51, 52, 53 et 54). Cette diminution se diffère d’une souche 

à une autre, les biofilms formés par les souches de B. cereus BLP2, BRIS3, BPTS1 ont été 

plus sensibles aux différentes concentrations d’AS avec un taux d’inhibition de 96,41% ; 

65,75% et 59,34%, respectivement. Alors que les biofilms matures de S. aureus ont été moins 

sensibles au traitement d’acide salicylique  et les souches SSEM4, SPTS2R et SLGM1 ont été 

les plus résistantes avec un taux d’inhibition de 57, 98% ; 53, 46% et 51, 37%, 

respectivement. La concentration 2, 76 mM a été considérée comme la concentration 

minimale inhibitrice pour la plupart des isolats des deux espèces étudiées.    

 

Figure 47. % d’inhibition des biofilms matures de Bacillus cereus par l’enzyme protéinase K 
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Figure 48. % d’inhibition des biofilms matures de Staphylococcus aureus par l’enzyme 

protéinase K  

 

Figure 49. % d’inhibition des biofilms matures de Bacillus cereus par l’enzyme trypsine 

 

 

 Figure 50. % d’inhibition des biofilms matures de Staphylococcus aureus par 
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Figure 51. Evaluation de l’effet de l’acide salicylique sur la croissance planctonique de 

Bacillus cereus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 52.  Evaluation de l’effet de l’acide salicylique sur la croissance planctonique de 

Staphylococcus aureus. 
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Figure 53. Evaluation de l’effet d’acide salicylique sur les biofilms matures de Bacillus 

cereus 

 

Figure 54. Evaluation de l’effet d’acide salicylique sur les biofilms matures de 

Staphylococcus aureus. 
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Discussion 

 

1. Isolement de Bacillus cereus  et de Staphylococcus aureus à partir de produits 

alimentaires 

Plusieurs études importantes ont démontrés l’implication de B. cereus dans divers types 

d'intoxications alimentaires (Stenfors et al., 2008). Un grand nombre d’aliments semblent 

être potentiellement contaminable par B. cereus, en effet, les bactéries du groupe sont 

ubiquitaires. Elles sont donc régulièrement retrouvées dans les sols où poussent les matières 

premières des produits d’agroalimentaires. Ainsi, les bactéries peuvent contaminer les 

produits par le biais des matières premières mais aussi lors des processus de fabrication en 

industrie. En effet, il a été montré que les spores de B. cereus sont très difficiles à éliminer, 

ainsi dans le lait UHT (ultra haute température), les spores présentes sont alors activées par ce 

choc thermique. Les bactéries, qui ont ainsi germé, peuvent alors produire des enzymes 

extracellulaires. Ces enzymes sont produites lors de la fin de la croissance exponentielle ainsi 

que pendant le début de la phase stationnaire (Cheng et al., 2003). Les aliments fabriqués à 

partir du lait sont potentiellement altérables par B. cereus. Parmi ceux-ci se trouvent les 

crèmes glacées, les fromages et les yaourts. Dans la littérature, Cheng et al., (2003) ont 

montré que même si les bactéries qui contaminent le lait ne survivent pas à sa transformation, 

les enzymes, elles, sont encore plus résistantes à la température et peuvent être retrouvées 

dans du lait déshydraté. Ainsi, nul doute que B. cereus apparait comme un véritable danger en 

industrie agroalimentaire aussi bien d’un point de vue sanitaire qu’économique. 

Par la diversité et la quantité de ses gènes de virulence, S. aureus est l'une des causes 

majeures des intoxications alimentaires. Cette bactérie peut croître dans plusieurs aliments 

dont le lait, la crème, le beurre, les salades, le fromage, le jambon ainsi que dans les saucisses 

(Le Loir et al, 2003). La présence de cette bactérie dans les différents types d'aliments est, 

entre autre, le résultat d'une mauvaise manipulation de ceux-ci durant le processus de 

fabrication, de stockage, de transport et de distribution (Acco et al, 2003).  Cette bactérie 

serait responsable d’environ 40 % de tous les cas de mammites bovines en Algérie, où la 

contamination du lait cru par des mamelles est évidente et contribue à la mauvaise qualité 

microbiologique du lait (André et al., 2008). La présence de S. aureus dans les aliments crus 

est moins grave que sa présence dans ceux qui ont fait l’objet d’un traitement thermique 

(cuisson ou pasteurisation) d’une part, en raison de la faible présence des souches 
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entérotoxigènes, et d’autre part, à la concurrence de la microflore dans les aliments (Soriano 

et al., 2002). 

2. Identification des isolats bactériens  

En utilisant des milieux spécifiques, 24 isolats appartenant à B. cereus ont été sélectionnées 

après plusieurs étapes d’identification. Actuellement, le milieu sélectif MYP est recommandé 

par les autorités alimentaires comme des normes pour la détection de B. cereus. La principale 

caractéristique d'identification de ce milieu est l'activité de la lécithinase, aboutissant à des 

zones de précipitation opaques autour des colonies suspectes (Szabo et al., 1984). La zone 

opaque pourrait être due au fait que l'émulsion de tellurite de jaune d'œuf utilisée soit une 

lipoprotéine essentiellement composée de lécithine, et la lécithinase en décomposant la 

lécithine produit un précipité insoluble, aboutissant à des zones opaques autour des colonies. 

(Hussain et al., 2011). 

L’étude bactériologique nous a permis d’isoler 18 (39,65 %) souches qui se sont avérées des 

cocci à Gram positif, immobiles, aéro-anaérobies facultatives possédant une catalase, une 

coagulase et une thermonucléase; ce qui a permis de les assigner à l’espèce Staphylococcus 

aureus. Cette identification a révélé une prédominance de cette espèce par rapport aux 

staphylocoques à coagulase négative. 

Les colonies de S. aureus contrairement aux autres espèces de staphylocoques, étaient 

entourées de zones claires (Baird-Parker, 1962). Les colonies de S. aureus obtenues sur le 

milieu spécifique Baird Parker sont noires, brillantes et convexes, de 1 à 5 mm de diamètre. 

Elles possèdent également une mince bordure blanche entourée d'un halo clair de 2 à 5 mm de 

large. L'hydrolyse de la lipovitelline (la protéine du jaune d'œuf la plus abondante) donne 

naissance à une zone claire autour de la colonie. De plus, S. aureus peut réduire la tellurite 

contenue dans le milieu Baird-Parker en tellure qui donne un précipité noir observable au 

centre des colonies permettant ainsi leur sélection. Un halo opaque apparaît dans la zone 

claire après 48 heures d'incubation est due à l'activité de la lécithinase. Le milieu Baird-Parker 

contient du jaune d'œuf, du pyruvate ainsi que des agents sélectifs dont la tellurite, la glycine 

et le chlorure de lithium qui jouent un rôle dans l'inhibition de la flore secondaire (Baird-

Parker, 1990 ; Adams et al., 2008).  
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3. Screening  de la toxicité des isolats bactériens (Recherche des enzymes 

complémentaires) 

Les enzymes lipolytiques produites par B. cereus agissent sur les lipides, notamment les 

acides gras du lait. Leur action d’hydrolyse est plus efficace sur des acides gras à courte 

chaine (Cheng et al., 2003). Cette mise en évidence est d’autant plus importante que ce sont 

ces mêmes acides gras à courtes chaines qui contribuent le plus à la flaveur du lait (Al-

Shabibi et al., 1964). Ainsi, cette dégradation donne une flaveur rance et fruitée au lait, tout 

comme les lecithinases peuvent donner au lait un aspect de crème caillée en raison de 

l’agrégation des globules gras (De Jonghe et al., 2010). Les bactéries du groupe B cereus sont 

facilement distincts des autres Bacillus par leur incapacité à fermenter le mannitol et leur 

production de lécithinase (Logan et Berkeley, 1984 ; Fritze, 2004). Les résultats obtenus 

indiquent que les souches de B. cereus et de S. aureus étudiées présentent un niveau de 

toxicité et de virulence. En effet, plusieurs travaux ont montré que l'hémolysine, la lécithinase 

et la caséinase produits par les deux souches provenant d'échantillons alimentaires sont 

considérées comme des facteurs de virulence et de toxicité (Oh, 2006 ; Kashid et Ghosh, 

2010 ; Awny et al., 2010).  

 

L'opportunisme du S. aureus semble être lié à la production de nombreuses toxines et 

enzymes qui augmenteraient sa virulence. Les enzymes produites sont des coagulases, 

nucléases thermostables, fibrinolysines, phosphatases, protéases, lipases et des 

hyaluronidases. Parmi les diverses toxines sécrétées, les plus importantes sont les hémolysines 

α, β, δ et les γ leucocidine et les entérotoxines A, B, C, D et E. Ces dernières sont bien 

connues comme responsables d'empoisonnements alimentaires mais jusqu'à présent, on ne 

peut relier leur sécrétion à aucune autre maladie (Sourek et al., 1979). La virulence de S. 

aureus provient de l'action combinée de différentes composantes de la surface bactérienne 

ainsi que de la sécrétion de toxines et d'enzymes multiples (Iandolo, 1989). Les facteurs de 

virulence de S. aureus peuvent être répartis en trois catégories fonctionnelles : ceux qui aident 

à l'adhésion de la bactérie aux cellules et tissus, ceux qui contribuent aux lésions tissulaires et 

à la propagation de l'infection et enfin, ceux qui protègent la bactérie contre le système 

immunitaire de l'hôte (Arvidson et  Tegmark , 2001). De plus, la coagulase cause une 

coagulation du plasma sanguin et donc la formation de thrombus obturant le vaisseau sanguin 

(Sutra et al., 1994). Une autre enzyme, la 0-lactamase est à la base de la résistance de S. 

aureus aux antibiotiques appartenant à la famille des β-lactames. L'enzyme hydrolyse 

l'anneau β-lactame et inactive la molécule de pénicilline (Lowy, 1998). 
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Les caractéristiques les plus dangereuses des entérotoxines proviennent du fait qu'elles soient 

fortement stables et résistantes à la chaleur ainsi qu'à la plupart des enzymes protéolytiques 

comme la pepsine et la trypsine (Le Loir et al, 2003). Selon Anderson et al. (1995), 

l'entérotoxine staphylococcique A (SEA) demeure active après un traitement de 28 minutes à 

121 °C et de 15 minutes à 127 °C.  La SEA étant la toxine la plus fréquemment impliquée 

dans les intoxications alimentaires (Casman, 1965 ; Asao et al., 2003). 

D'autres pathologies sont causées par un seul type de toxine comme le syndrome de la peau 

ébouillantée dû à l'exfoliatine, le syndrome de choc toxique dû à la toxine TSST-1 et les toxi-

infections alimentaires dues aux entérotoxines (Sutra et al., 1994). Ces dernières, 

contrairement aux autres toxines et facteurs de virulence causent l'empoisonnement de 

l'individu ingérant un aliment contaminé par celles-ci. Le mécanisme par lequel les 

entérotoxines pénètrent le corps via l'intestin et causent les symptômes d'intoxication 

alimentaire est cependant peu connu jusqu'à présent (Balaban et Rasooly, 2000). 

4. Résistance aux antibiotiques 

La nourriture est un facteur important dans le transfert de la résistance aux antibiotiques 

(Pesavanto et al., 2007). Nos résultats sont étayés par le tableau général des modèles de 

susceptibilité aux antibiotiques de B. cereus tel que démontré par Fenselau et al. (2008). Les 

travaux précédents ont montré que la susceptibilité antimicrobienne de B. cereus était très 

sensible à l'érythromycine, à la ciprofloxacine, à la streptomycine, au chloramphénicol et 

moins sensible à l'ampicilline, à la cloxacilline, à l'ampiclox et au cotrimazole  Par contre, B. 

cereus produit de grandes quantités de β-lactamases et est résistant à la Pénicilline, à 

l’Ampicilline, aux céphalosporines et au Triméthoprime (Umar et al., 2006). 

Les souches de S. aureus sont connues pour être fréquemment résistantes aux antimicrobiens  

à cause de leur capacité de produire une barrière exopolysacharide d’un côté et de l’autre, leur 

localisation au sein de micro-abcès, qui limitent l’action des antibiotiques (Gundogun et al., 

2005). Notre conclusion peut prouver que les antibiotiques sont en fait largement utilisés dans 

les aliments, par conséquent, ils peuvent être un facteur important pour transférer des 

antibiotiques résistants pathogènes alimentaires qui peuvent être très nocifs pour la santé 

humaine (Khan et al., 2000). 

Nos résultats indiquent un taux de résistance à l’érythromycine de 82,60 %, qui est 

relativement plus important que celui signalé par Rebiahi (2011) (55.75 %). Selon Daurel et 

al. (2008), la sensibilité des souches de S. aureus sauvages aux bêta-lactamines varie selon la 

molécule. En effet, 80 % à 95 % des souches produisent une pénicillinase qui inactive la 
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pénicilline G et l’ampicilline, rendant leurs indications obsolètes dans le cadre d’une infection 

à S. aureus. Le génome de S. aureus contient des gènes codant pour des toxines, pour des 

protéines de surface ainsi que pour la résistance aux antibiotiques. Ceci augmente sa virulence 

et lui confère aussi une résistance à plusieurs familles d'antibiotiques dont les β-lactames 

(pénicilline, méthicilline), les glycopeptides (vancomycine), les quinolones, les 

aminoglycosides (gentamycine) et les oxazolidinones (Lowy, 1998). 

5. Extraction et dosage des polyphénols  

Ces rendements peuvent varier selon la méthode d’extraction qui a une influence sur ce 

caractère. Les rendements seront plus élevés dans le cas de l’extraction physique par pression 

que ceux dans le cas de l’extraction chimique à l’aide de solvants (Bogani et al., 2007 ; 

Vassiliki et al., 2009). En général, la diversité des plantes est responsable de la grande 

variabilité des propriétés physico-chimiques influençant l'extraction des polyphénols (De 

Koffi et al., 2010 ; Mahmoudi et al., 2013 ), Entre autre, la solubilité des composés 

phénoliques est affectée par la polarité du solvant utilisé. Par conséquent, il est très difficile de 

développer un procédé d'extraction approprié à l'extraction de tous les composés phénoliques 

de la plante (Jokic et al., 2010 ; Garcia-Salas et al., 2010). Ainsi, la différence des teneurs en 

phénols entre les résultats obtenus pour une même matrice végétale et une même origine 

géographique et en utilisant une extraction conventionnelle par solvant (avec différentes 

conditions opératoires), montre que le rendement d’extraction des phénols est variable selon 

les conditions d’extraction utilisées. D’où l’intérêt de standardiser le protocole d’extraction 

des composés bioactifs des agro-ressources. 

Les écorces d’agrumes sont des matrices hautement valorisables vue leur disponibilité et 

leur richesse en ingrédients nutritionnels et fonctionnels (Kammoun et al., 2011). Ce 

coproduit industriel est surtout utilisé pour l’extraction des essences et des huiles essentielles 

(Tian et al., 2001 ; Virot et al., 2008 ; Chutia et al., 2009 ; Singh et al., 2010), l’extraction 

des fibres (Bicu et al., 2011 ; Wang et al., 2014), la formulation des produits alimentaires 

(bonbons, confitures, ..), et aussi en tant qu’aliment pour bétails (Bocco et al., 1998 ; 

Bampidis et Robinson, 2006 ; Ledesma-Escobar et Luque de Castro, 2014). 

Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé grâce au complexe Folin-Ciocalteu qui en 

présence des polyphénols change sa couleur du jaune au bleu, ce qui permet de mesurer 

l’intensité de la couleur à une longueur d’onde de 765 nm (Huang et al., 2005).  
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La teneur phénolique de tous les extraits variait de 18, 66 à 172, 66 mg / g. Les valeurs 

les plus élevées ont été trouvées dans l'extrait de méthanol à 70% (172, 66 mg / g) qui était 

significativement plus élevé que l'extrait d'éthanol 38 mg / g et l'extrait d'acétone qui 

représente le plus faible rendement avec 18, 66 mg / g. Le contenu total en flavonoïdes 

d'Ammi visnaga variait de 3, 3 à 22 mg EQ / g. L'extrait éthanolique a montré la valeur la plus 

élevée, tandis que la valeur la plus basse a été obtenue par l'extrait méthanolique pur (100%). 

En général, compte tenu de tous les solvants utilisés dans cette étude, nous avons trouvé que 

le méthanol aqueux à 70% était le solvant le plus efficace pour extraire les phénols totaux des 

plantes. Pour améliorer l'effet de la concentration du solvant d'extraction, nous avons utilisé 

un extrait aqueux (70%), pur (100%) de méthanol et d'eau. Nous avons également constaté 

que le rendement d'extraction des phénols totaux obtenus par le méthanol aqueux 70% était 

plus élevé (172, 66 mg / g) que le méthanol absolu et l'extrait aqueux avec 96 mg / g et 21, 66 

mg / g respectivement. 

L’analyse de ces résultats montre que les extraits des écorces de Citrus limon sont les plus 

riches en composés phénoliques par rapport à Citrus sinensis, et à la concentration 70% et 

pour les deux espèces végétales nous avons obtenu les teneurs en  polyphénols et flavonoïdes 

les plus élevées avec des valeurs de 33,5 mg EAG/g et 2,977 mg QE/g, respectivement pour 

Citrus limon, et 19,95 mg EAG/g et 1,33 mg QE/g, respectivement pour Citrus sinensis. 

La quantification de la teneur phénolique totale dans les extraits a montré que les mélanges 

aqueux à 70% de solvant et en comparaison avec des solvants pures étaient plus efficaces 

pour extraire les composés phénoliques. Des travaux précédents suggèrent que les extraits 

d'éthanol et de méthanol (70%) présentent des valeurs plus élevées de polyphénols totaux que 

les extraits aqueux (Lapornik et al., 2005 ; Rødtjer et al., 2006 ). De plus,  le méthanol et 

l’eau ainsi que leur mélange à différents ratios seraient les solvants les plus utilisés pour une 

haute récupération de composés phénoliques (Sahreen  et  al.,  2010 ;  Xia  et  al.,  2010 ;  

Bouzid  et  al.,  2011). 

La différence de teneur en phénols totaux obtenus à partir de différents extraits végétaux est 

principalement due à la différence de nature des composés phénoliques obtenus par chaque 

solvant utilisé (Ignat et al., 2011). De plus, Horax et al. (2005) ont souligné l'importance de 

l'effet des solvants qui a influencé de façon significative la quantité de composés phénoliques 

extraits. Suivant Ross et al. (2009), on peut obtenir un grand nombre de composés 

phénoliques par extraction au méthanol tels que des acides phénoliques, des flavanons, des 

flavanols, des anthocyanines, des catéchines et des procyanidines. Ces résultats soulignent 
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que la polarité du solvant d'extraction utilisé peut influencer le rendement des composés 

phénoliques extraits. Ce résultat est en ligne avec ceux obtenus par Zhao et al. (2006), la 

solubilité et le rendement d'extraction des constituants chimiques d'un échantillon peuvent 

être affectés par la différence de polarité du solvant utilisé pour l'extraction.  

D'autres études ont indiqué que les teneurs en flavonoïdes totaux des écorces 

d’agrumes peuvent varier d’une façon importante de 1,4 % (Goulas et al., 2012) à 80 % 

(Sultana et al., 2008) selon les variétés. Ces variations peuvent s’expliquer par le fait que le 

test de Folin-Ciocalteu surestime les teneurs en phénols totaux à cause des interférences avec 

d’autres composés comme les sucres (sucrose, fructose, glucose…) et les acides organiques 

(acide ascorbique, acide malonique, acide citrique) qui réduisent aussi le réactif de Folin (Li 

et al., 2006; Neveu et al., 2010). 

Par ailleurs, les variations des teneurs en ingrédients nutritifs des écorces des différentes 

variétés d’agrumes ou au sein de la même variété peuvent être attribuées à plusieurs facteurs 

tels que  les facteurs pédoclimatiques (le type de sol, l'exposition au soleil et les 

précipitations), génétiques (la variété) et agronomiques (la culture biologique, la production 

de fruits pararbre, l’état de maturation, la région de culture, la fertilisation, l’irrigation) 

(Dragovic-Uzelacet al., 2005 ; Causse et al., 2007). Le patrimoine génétique, la période de la 

récolte et le stade de développement de la plante (Miliauskas et al., 2004). 

La méthode d’extraction et la méthode de quantification peuvent également influencer 

l’estimation de la teneur des phénols totaux (Lee et al., 2009). Il a été prouvé que les teneurs 

des phénols totaux et des flavonoïdes sont élevées lorsque le milieu de vie de la plante n’est 

pas adéquat, dans ce cas la plante favorise la synthèse des métabolites secondaires afin de 

s’adapter et survivre (Tim et Andrew, 2005 ; Piquemal,  2008). 

6. Pouvoir antioxydant des extraits végétaux  

Les résultats de la capacité de piégeage des radicaux libres (essai DPPH) présentent des 

taux de 89, 21% pour l’extrait méthanolique 70% à une concentration de 3 mg/ ml, cette 

valeur était significativement différente de l'éthanol et d'acétone à la même concentration. Les 

extraits avec des concentrations de 70% de solvant utilisé présentaient une capacité de 

piégeage de radicaux DPPH supérieure à ceux avec leurs extraits absolus de méthanol et de 

l’eau. Les valeurs des IC50 obtenus, l'extrait méthanolique se révèle être de 1, 46 mg/ ml alors 

que l'extrait acétonique est de 3,1. Nous  avons constaté aussi que le pouvoir antiradicalaire de 
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Citrus limon est plus important à celui de Citrus sinensis, à 70 % et à 2,5 g nous avons obtenu 

un pourcentage de piégeage de 57,44 et 63,73 %, respectivement pour Citrus limon, et 50,03 

et 51,08 %, respectivement pour Citrus sinensis. Ces résultats indiquent que la capacité de 

piegeage  de l'extrait méthanolique d'Ammi visnaga sur le radical DPPH était forte en 

comparaison avec celui des écorces d’agrumes.  

Ces résultats concordent avec les résultats rapportés par Zhang et al. (2013). Le piégeage de 

DPPH est fortement influencé par le solvant utilisé pour l'extraction des polyphénols. Les 

composés phénoliques ont été étudiés comme étant des donneurs d'hydrogène puissants au 

radical DPPH (Von Gadow, Joubert et Hansmann, 1997). L'activité antioxydante de la 

majorité des plantes est principalement due à la présence de composés phénoliques. Il est 

connu comme les radicaux libres scavengers (Skerget et al., 2005). L'estimation de l'activité 

antioxydante et la capacité du solvant à dissoudre un groupe sélectionné de composés 

antioxydants peuvent être influencées par le changement de polarité du solvant (Zhou et Yu, 

2004). La corrélation entre l'activité antioxydante et la teneur totale en phénol a été largement 

étudiée dans différents produits alimentaires (Kiselova et al., 2006). 

Les résultats obtenus montrent que la capacité de réduction est  proportionnelle  à 

l’augmentation  de  la  concentration  des échantillons testés  (Ozturk  et  al., 2007 ; Su et al., 

2008 ; Liuk et al., 2009). L’activité antioxydante trouvée chez Ammi visnaga traduit la 

grande teneur de cette dernière en polyphénols, et ceci est confirmé par plusieurs travaux qui 

montrent la richesse de cette plante en coumarines, flavonoïdes et leurs dérivés (Lemmich et 

al., 1996 ). 

Des études antérieures ont également montré que le pouvoir réducteur d’un composé peut 

servir comme un indicateur significatif de son activité antioxydante potentielle (Jeong et al., 

2004). Par ailleurs, la plupart des activités antioxydantes non enzymatiques telles que le  

piégeage du radical libre et l’inhibition de la peroxydation est mis en place par la réaction 

redox (Zhu et al., 2002). Selon (Turkmen et al., 2007), les polyphénols semblent être des 

donateurs efficaces d'hydrogène au radical DPPH, en raison de leur chimie structurale idéale.  

Les autres composés phénoliques mineurs ne devraient pas être négligés, parce que la 

synergie entre les différents produits chimiques devrait être prise en considération dans 

l'activité biologique (Bourgou et al., 2008). 

De plus, l’activité antiradicalaire de ces extraits pourrait s’expliquer par la présence des tanins 

et des flavonoïdes qui sont détectés dans nos extraits (tests préliminaires, dosage). En effet les  

flavonoïdes et les tanins sont des piégeurs de radicaux libres (Diallo, 2005).  
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La capacité antiradicalaire des flavonoïdes dépond principalement de leurs structures 

(Marfak, 2003). Ainsi le pouvoir réducteur de nos extraits serait dû à leurs capacités à céder 

le proton pour neutraliser le radical DPPH. Cependant, cette activité reste significativement 

inférieure à celle du témoin positif.   

La valeur d’IC50 est inversement liée à la capacité antioxydante d’un composé, comme elle 

exprime la quantité de l’antioxydant nécessaire pour diminuer 50 % de la concentration du 

radical. Plus l’IC50 est faible plus l'activité antioxydante d'un composé est élevée (Villaño et 

al., 2007).  

Nos résultats d'activité antioxydante obtenus par le dosage de la puissance réductrice ont 

montré que l'extrait méthanolique avait les valeurs d'activité antioxydante les plus élevées à 

700 nm. Ce résultat était similaire à ceux obtenus à partir du rendement des composés 

phénoliques totaux. Les recherches et rapports antérieurs dans la littérature concordent avec 

nos résultats, les composés phénoliques sont les principaux composés phytochimiques 

responsables de la capacité antioxydante des extraits naturels (Cevallos-Casals et al., 2006), 

peut-être en raison de leurs propriétés redox qui leur permettent d'agir comme des agents 

réducteurs, des donneurs d'hydrogène et des désactivateurs d'oxygène singulet (Chang et al., 

2001). Les extraits bruts sont plus actifs, cela est due surement à la complexité de ces extraits 

en substance polyphénoliques et la synergie entre eux pour une meilleure activité 

antioxydante (Vermerris et Nicholson, 2006).  

Des études récentes ont mis en évidence que la polarité et l’hydrophobicité des agents 

antioxydants sont deux facteurs importants dans les systèmes de biomembranes. C’est la 

raison par laquelle beaucoup de chercheurs de l’activité antioxydante choisissent le test 

d’inhibition de l’oxydation de l’acide linoléique couplés à celle du β-carotène comme modèle 

mimétique de la peroxydation des lipides dans les membranes biologiques (Ferreria et al., 

2006). En effet, toute substance chimique qui retarde ou inhibe le blanchissement du β-

carotène peut être considérée comme antioxydant (Liyana-Pathirana et al., 2006).  

Un extrait qui retarde ou inhibe le blanchissement de la β-carotène peut être décrit comme 

piégeur des radicaux libres et comme un antioxydant primaire (Liyana-Pathirana et al., 

2006). Etant donné que ce test est basé sur un système d’émulsion des lipides  dans l’eau, 

Frankel et Meyer en 2000 ont proposé que les antioxydants apolaires exposent des propriétés 

antioxydantes plus importantes que les antioxydants polaires. Dans ce système, les 

antioxydants apolaires sont concentrés dans l’interface lipide-eau, permettant aussi de 
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prévenir la formation des radicaux lipidiques et par conséquent, l’oxydation du β-carotène. 

Alors que les antioxydants polaires restent dilués dans la phase aqueuse et sont, donc, moins 

efficaces (Frankel et Meyer, 2000). 

En générale, le potentiel réducteur des extraits végétaux est dû à la présence de molécules 

capables de donner des électrons qui peuvent réagir avec les radicaux libres et les convertir en 

produits stables, terminant de ce fait les réactions en chaines parmi lesquelles les polyphénols 

(Ferreria et al., 2006). L'efficacité de l'antioxydant (AH) augmente si la force de la liaison A-

H est faible et le radical (A) résultant doit être le plus stable possible, ce qui est le cas pour les 

composés phénoliques et flavonoïdes, ce sont des meilleurs donneurs d'électron ou 

d'hydrogène. Plusieurs études ont montré que les groupements hydroxyles dans les composés 

phénoliques et flavonoïdes sont responsables de leur pouvoir antioxydant (Heim et al, 2002). 

7. Activité antibactérienne des extraits végétaux 

L'effet antibactérien peut s'expliquer par la relation entre le nombre de groupes hydroxyle 

et leur position sur le groupe phénol et leur toxicité relative pour les microorganismes, 

l'augmentation de l'hydroxylation induisant une augmentation de l'activité antimicrobienne. 

(Marjorie, 1999). Les plantes contiennent de nombreux composés doués d’une action 

antimicrobienne, ces constituants comprennent les composés phénoliques, les flavonoïdes, les 

huiles essentielles et les triterpenoïdes (Rojas et al., 1992), le pouvoir antimicrobien des 

extraits de plantes est tributaire de leurs compositions chimiques. 

L'Ammi visnaga ou Noukha s'est révélé efficace contre les microorganismes (Abroush et al., 

2001). Jaradat et al. (2015) ont constaté que les extraits végétaux d'Ammi visnaga obtenus à 

l'aide de solvants organiques ont montré une forte activité antimicrobienne que l'extrait 

aqueux et que les variations entre les espèces étaient évidentes. Baydar et al., (2004) ont 

suggéré que l'activité antibactérienne des extraits végétaux est proportionnelle à la quantité de 

composés phénoliques dans la plante étudiée. En générale, la zone d’inhibition augmente 

considérablement avec la concentration des extraits (Dordevic et al., 2007). Comme cela a 

été rapporté dans la littérature, un extrait est considéré comme actif lorsqu’il induit une zone 

d’inhibition supérieure ou égale à 10  mm (Tekwu et al., 2012).  

A partir de nos résultats, on peut globalement déduire un pouvoir antibactérien des extraits 

testés. Les polyphénols, tels que les tannins et les flavonoïdes comme l’épigallocatéchine, la 
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catéchine, la myricétine, la quercétine (Shan et al., 2007) et lutéoline (Askun et al., 2009) 

sont des substances antibactériennes importantes. 

Le mécanisme d’action des polyphénols sur ses agents pathogènes n’est pas bien connu, les 

études exploitées par de Domineco et al., (2005) ont mené à conclure que l’effet 

antimicrobien des produits polyphénoliques serait dû partiellement à une perturbation des 

fractions lipidiques de la membrane plasmique des microorganismes, qui en résulte une 

altération de la perméabilité de la membrane et la perte (fuite) de ses organites intracellulaires, 

en plus des caractéristiques physico-chimiques des composés polyphénoliques (la solubilité 

dans l’eau et la lipophilie) peuvent influencer cet effet antibactérien. 

L’action inhibitrice des flavonoïdes sur  la croissance bactérienne était étudiée par Balentine 

et al. (2006). Ils ont démontré que de nombreux composés flavoniques (apigenine, kaempferol 

et d’autres) sont doués d’un effet important sur différentes souches bactériennes à Gram 

négatif (Escherichia coli…) et Gram positif (Staphylococcus aureus…). 

L’hypersensibilité des souches B. cereus peut s’expliquer par la probabilité de la sensibilité 

des bactéries Gram (+) aux changements environnementaux externes, tels que la température, 

le pH, et les extraits naturels due à l'absence de la membrane externe (Balentine et al., 2006). 

Plusieurs travaux ont mis en évidence  la grande sensibilité des bactéries Gram (+) par rapport 

aux Gram (-). Ceci peut s’attribuer à la différence dans les couches externes des bactéries 

Gram (-) et Gram (+). Les bactéries Gram (-), indépendamment de la membrane des cellules, 

possèdent une couche additionnelle de la membrane externe, qui se compose de 

phospholipides, des protéines et des lipopolysaccharides, cette membrane est imperméable à 

la plupart des molécules. Cependant, l’inhibition de la croissance des bactéries Gram (-) a été 

rapporté, particulièrement en combinaison avec les facteurs qui peuvent déranger l’intégrité 

de la cellule et/ou la perméabilité de la membrane, telle que les basses valeurs du pH et 

concentrations accrus en NaCl (Koné et al., 2004 ; Turkmen et al., 2007 ; Fallah et al., 

2008). 

La concentration minimale inhibitrice est définie comme étant la concentration la plus basse 

rapportée pour donner une inhibition complète des bactéries testées après 48 heures 

d'incubation (Wan et al., 1998 ; Canillac et Mourey, 2001). 

Certains chercheurs ont suggéré que l'acide tannique et le tanin sont les principaux acides 

phénoliques qui peuvent arrêter la motilité d'essaimage de P. aeruginosa sans réduire leur 
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capacité de croissance (Omay et Tufenkji, 2011). Les protéines peuvent avoir un fort effet 

sur le mécanisme d'inhibition de la motilité en essaimage qui est probablement due à la liaison 

et la précipitation de composés phénoliques pour eux (Pratt et Kloter, 1998). 

Cinétique de formation de biofilm bactérien 

Les bactéries planctoniques libèrent des protons et des molécules signal dans leur 

environnement lors des déplacements dans le milieu. Les protons et molécules signal diffusent 

de façon radiale depuis la cellule si aucune surface n’est proche, donc la concentration en 

molécules signal sera plus importante sur le côté de la bactérie se trouvant à proximité d’une 

surface. Les bactéries établissent alors un contact avec la surface par ces mécanismes de 

signalisation et expriment par la suite des adhésines à leur surface (Wang et al., 2004 ; Thar 

et Khul, 2005). Cependant, les gènes codant pour les caractères de motilité (synthèse du 

flagelle, motilité, chimiotactisme, etc.) peuvent être inhibés une fois que les bactéries se sont 

fixées à la surface (Prigent-Combaret et Lejeune, 1999). 

La composition biochimique et l’architecture de la surface cellulaire (présence de protéines, 

de fimbriae, de flagelles, d’exopolymères, de peptidoglycane chez les bactéries à Gram 

positif, de lipopolysaccharides chez les bactéries à Gram négatif ou de phospho-

mannoprotéines chez les levures) contribuent à l’adhésion des microorganismes aux supports. 

Par exemple, les fimbriae contiennent une forte proportion d’acides aminés hydrophobes, ce 

qui conduit à l’établissement d’interactions hydrophobes avec le matériau (Donlan, 2002). 

Les flagelles permettent à la bactérie d’être mobile et semblent jouer un rôle important dans 

les premières étapes de l’adhésion en contrecarrant les forces de répulsion électrostatique 

(Pratt et Kolter, 1998). 

Dans la nature S. aureus et B. cereus existe rarement sous forme planctonique, libre, mais 

plutôt sous la forme de biofilm (Méar, 2014). En 2014, Saxena et al. Ont montré que sur 80 

souches des Staphylococcies, isolées à partir de poulet de chair, seulement 16 souches ont été 

de bonnes formatrices de biofilm par contre 47 ont donné une formation faible. Toutes les 

bactéries en générale tel que  S. aureus et B. cereus en particulier résident de manière 

prédominante sous la forme sessile (Nagant, 2013). Les études de Coban et al. (2016) ont 

montré également la capacité des isolats de B. cereus à produire des biofilms dont la détection 

a été basée sur la méthode de coloration au CV et avec des pourcentages significatifs. 
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L’adhésion à la surface réceptrice engendre chez le microorganisme une perception différente 

de son environnement (Ghigo, 2001). Des gènes spécifiques sont alors surexprimés ou sous-

exprimés selon les nouveaux besoins de la cellule. Ainsi, les gènes codant pour les flagelles 

sont inhibés, du fait de l’état sessile du microorganisme (Kuchma et O’Toole, 2005). Au 

contraire, l’expression des gènes impliqués dans la communication (« quorum sensing »), 

dans la production d’EPS, de protéines pariétales ou dans certaines voies métaboliques 

augmente (Prigent-Combaret et al., 1999 ; O’Toole et al., 1998).  

Des protéines de surface, fréquemment appelées « adhésines », sont également fortement 

impliquées dans l’adhésion aux supports (Flint et al., 1997). Ainsi, Cucarella et ses 

collaborateurs (2001) ont identifié chez S. aureus une protéine de paroi appelée BAP (« 

Biofilm Associated Protein »). Ils ont démontré que les bactéries produisant cette protéine 

adhéraient fortement à des surfaces plastiques (polystyrène, chlorure de polyvinyle), alors que 

des mutants déficients pour cette protéine adhéraient peu aux deux surfaces testées. D’autres 

polymères présents à la surface des bactéries, notamment les polysaccharides, sont eux aussi 

impliqués dans l’attachement initial (Atabek et Camesano, 2007). 

 

Inhibition des biofilms bactériens 

Dans la pathogenèse clinique et alimentaire, l'infection associée au biofilm est connue 

comme un déclencheur des maladies chroniques, la détérioration des aliments. Même les 

produits laitiers et la détérioration des aliments réfrigérés ont également été créés par le 

biofilm bactérien (Teh et al., 2014, Mizan et al., 2015). Certains travaux antérieurs ont révélé 

que l'activité enzymatique de la glucosyltransférase qui permet la colonisation des bactéries et 

leur adhérence peut être affectée par les composés phénoliques (Yanagida et al., 2000, 

Gregoire et al., 2007). La formation de biofilm peut être inhibée par l'action de phénoliques 

en raison du manque de fer, certains phénols ont une propriété intermédiaire de chélation de 

fer (Devoss et al., 1999). La capacité du peptide à couvrir soit la surface du biomatériau, soit 

la bactérie elle-même, réduit l'adhérence des microorganismes sur la surface et diminue la 

croissance du biofilm (Segev-Zarko et al., 2015) Des études développées montrent qu'il 

existe une raison biologique entre la détection du quorum et le biofilm qui fonctionnent de 

manière coordonnée et entraînent une détérioration (Bai et Vittal, 2014). Les AHL 

bactériennes peuvent être imités par des substances sécrétées par plusieurs plantes et affectent 
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respectivement les comportements réglementés des bactéries associées aux plantes qui 

détectent le quorum. (Teplitski et al., 2000). 

Ces communautés sont très résistantes aux traitements antimicrobiens et à la défense 

immunitaire de l’hôte, étant ainsi à la base de nombreuses infections persistantes, très 

difficiles à éradiquer. Cette résistance accrue est attribuée, entre autres, à la pénétration 

limitée des agents antimicrobiens dans la matrice exopolymérique, et à la survie d’une petite  

sous population des cellules dormantes, les persisteurs (persisters), qui recolonisent par la 

suite le biofilm (Fux et al., 2003; Lewis, 2007). Les biofilms constituent également une 

stratégie de prolifération, car leurs membres se multiplient plus efficacement comme 

communauté que individuellement (Caldwell et al., 1997).  

Ainsi, le temps d’incubation peut être connu comme le temps pour lequel les bactéries entrent 

en contact avec la surface. En effet, plus le temps de contact augmente plus les bactéries ont 

assez de temps pour se fixer et former un biofilm sur la surface du dispositif. Cette première 

période correspond à la dispersion du biofilm, avec une libération de cellules bactériennes 

dans le milieu de culture et la seconde à la formation de biofilm (Djeribi et al., 2012). 

Nos résultats démontrent que les deux enzymes testés la trypsine et la proteinase K ont 

des effets inhibiteurs sur la formation de biofilm. Le taux d’inhibition de la formation du 

biofilm par l’enzyme trypsine est plus élevé par rapport à l’enzyme protéinase K. D’après les 

résultats obtenus nous avons révélé que les souches de Staphylococcus aureus ont représenté 

une résistance élevée par rapport à Bacillus cereus. En comparant ces résultats avec ceux 

obtenus par les extraits végétaux, nous avons constaté que les taux d’inhibition de formation 

des biofilms bactériens obtenus par les enzymes et l’acide salicylique ont été moins élevés par 

rapport aux extraits végétaux.  

Protéinase K et la trypsine sont toutes deux des sérine-protéases ayant une activité endo-

protéolytique. Chacune dispose d'une large gamme de substrats : protéinase K clive des 

liaisons peptidiques amino aliphatique, aromatique ou hydrophobe les acides, et de la trypsine 

est spécifique pour les liaisons peptidiques de lysine et arginine (Chaignon et al., 2007).  

Les sérine-protéases de la proteinase K et de la trypsine ont souvent été utilisés comme 

efficaces agents d'élimination de biofilm qui empêchent l'adhérence des bactéries et la 

formation de biofilm (Chaignon et al., 2007 ; O'Neil et al., 2007), peut-être par la 

dégradation de la surface des structures (Boles et Horswill, 2008). 
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Les deux protéases efficacement enlevé biofilm formés par une certaine souche de S. aureus, 

mais dans d'autres, la protéinase K était plus efficace que trypsine. Boles & Horswill (2008) 

ont également montré que la protéinase K a inhibé la formation de biofilm en provoquant la 

dispersion des biofilms établies. Autres travaux ont étudiés le détachement du biofilm de S. 

aureus (Yarwood et al., 2004). 

La densité décroissante des biofilms bactériens observée avec l’augmentation de la 

concentration de l’acide salicylique est due à l’effet de ce dernier sur sa formation. Cette 

activité a été démontrée par plusieurs travaux réalisés, on site les travaux de Prithiviraj et al. 

en 2005,  Mei et al. en 2010 et Samuel et al. en 2011.  

Nos résultats suggèrent que des polymères à base d’acide salicylique ne peuvent pas affecter 

la fixation de surface, précédemment suggéré (Bryer et al., 2006), et que l’ acide salicylique 

réagit de manière irréversible avec des cellules bactériennes. 

Le pH du milieu environnant a une influence sur la croissance des cellules, mais également 

sur leurs propriétés physico-chimiques de surface. La valeur du pH a également un impact sur 

la charge de surface du support, notamment dans le cas des métaux comme l’acier inoxydable, 

pour lequel l’état d’oxydation dépend du pH (Palmer et al., 2007). 
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Le biofilm semble faciliter la survie des bactéries pathogènes dans l’environnement et 

chez leurs hôtes. Parce que les bactéries formant des biofilms ont des caractéristiques 

différentes des bactéries planctoniques, de nouveaux outils et de nouvelles approches pour la 

prévention, le traitement et le diagnostic de ces bactéries pathogènes sont requis. En effet, un 

grand nombre de plantes aromatiques et médicinales possède des propriétés biologiques très 

importantes qui trouvent de nombreuses applications dans divers domaines à savoir en 

médecine, pharmacie, cosmétologie et agriculture. 

Les polyphénols constituent les principes actifs de nombreuses plantes médicinales. 

En effet, les produits riches en polyphénols et principalement en flavonoïdes ont d’ailleurs 

montré qu’ils avaient des propriétés biologiques très importantes et très vastes. Ce sont 

notamment des antioxydants et antimicrobiens puissants. 

A cet effet, nous avons sélectionné les espèces végétales suivantes : la plante Ammi 

visnaga et les fruits Citurs limon et Citrus sinensis. Quelques propriétés phytochimiques, 

l’activité antioxydante, antimicrobienne et l’inhibition de biofilm des extraits bruts ont été 

définis. 

La caractérisation quantitative des différents extraits végétaux a été réalisée pour 

déterminer leur contenu en polyphénols et en flavonoïdes. Ainsi l’extrait méthanolique 

d’Ammi visnaga représente la teneur en polyphénols la plus élevée de l’ordre de 172, 66 mg/g, 

par rapport à Citrus limon et Citrus sinensis qui ont représentés des taux de 33,5 mg/g et 

19,95 mg /g respectivement. Il semble également que le méthanol soit le meilleur solvant pour 

extraire les polyphénols à partir de nos échantillons végétaux. Les teneurs en flavonoïdes des 

extraits d’Ammi visnaga, de Citrus limon et de Citrus sinensis sont de 22 mg /g, 2,977 mg /g 

et 1,33 mg /g, respectivement. Ces résultats indiquent un contenu en flavonoïdes moins 

important par rapport à celui des polyphénols. L’extrait méthanolique d’Ammi visnaga s’est 

révélé le plus riche en polyphénols et en flavonoïdes.  

Les résultats des analyses effectuées sur les extraits méthanoliques par HPLC 

indiquent que tous les extraits comportent des métabolites secondaires, les plus détectées sont 

des flavonoides. 

Différentes méthodes chimiques comparatives ont été utilisées pour l’évaluation de 

l’activité antioxydante. Le test DPPH étant basé sur la réduction du radical libre 2,2-diphényl-

1-picrylhydrazyle, indépendamment de la polarité du substrat. Les résultats obtenus montrent 
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que les fractions méthanoliques renferment de puissants composés actifs capables de réduire 

ce radical libre, puisqu’ils agissent à de faibles concentrations. Les valeurs d’IC50 

représentées sont extrêmement diverses. L'extrait méthanolique d’Ammi visnaga semble 

posséder le pouvoir antiradicalaire le plus élevé (1, 46 mg /ml), par rapport à Citrus limon et 

Citrus sinensis. Ces résultats ont été confirmés par la technique de réduction du fer FRAP, et 

le blanchissement de la β-carotène. 

Les différents isolats de Bacillus cereus et de Staphylococcus aureus testées dans cette 

étude, ont été isolés à partir des denrées alimentaires commercialisées et à partir des plats 

cuisinés. 156 isolats B. cereus ont été obtenus par isolement à partir de différents échantillons 

de produits alimentaires, 24 isolats ont été sélectionnés après le screening de leur capacité de 

résistance à la pénicilline G et à d'autres antibiotiques. Concernant les souches de 

Staphylococcus, 147 isolats ont été obtenus, 46 parmi eux ont été choisis après leur profil de 

résistance aux antibiotiques. 

L’activité antimicrobienne a été déterminée sur dix souches bactériennes retenues. 

Selon la méthode des puits, les extraits végétaux possèdent une activité antimicrobienne sur 

toutes les souches testées et le diamètre d’inhibition se diffère d’une souche à une autre selon 

la nature et la concentration de l’extrait utilisé. La plante Ammi visnaga a donnée l’effet 

antimicrobien le plus important avec des zones d’inhibition allant jusqu’à 22 ,66 mm. 

Par ailleurs, nous avons constaté que tous les extraits étudiés semblent exercer un effet 

inhibiteur sur la croissance et l’adhérence de toutes les souches bactériennes testées. De plus 

une étude comparative nous a permis de montrer que les deux enzymes protéinase K et la 

trypsine ont la capacité d’inhiber les biofilms bactériens, sauf deux souches qui ont été 

résistantes aux deux traitements utilisées. Il ressort également une action inhibitrice de l’acide 

salicylique contre la formation de biofilm par les cinq isolats des S. aureus et  des B. cereus  

testés  avec une Concentration Minimale Inhibitrice  (CMI) situés autour de 2,76 mM.  

Une prolongation de ce travail à l'avenir est souhaitable pour déterminer les fractions 

les plus actives présents dans l’Ammi visnaga et éventuellement de caractériser les molécules 

responsables de ses activités, et par la suite il serait intéressant de rechercher le mode d’action 

de l’activité antibactérienne et antioxydante, il serait donc nécessaire de comprendre 

l’interaction entre l’activité antibactérienne et antioxydante et la structure chimique du 

composé phénolique dans les extraits examinés. De plus des techniques biotechnologiques 

dans le domaine des métabolites secondaires pourraient être envisagées afin de caractériser le 

maximum de ces biomolécules actives utiles dans les domaines alimentaire, pharmacologique 

et cosmétologique. 
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Annexe I : Composition des milieux de culture  

Composition de Gélose Nutritive GN (1L) 

Peptone   ……...…………………………………………………………………………….10 g 

Extrait de levure ……………………………………………………………….…………….3 g 

Extrait de viande ……………………………………………………………….………........5 g 

NaCl        ………………………………………………………………………….…………5 g 

Agar ………………………………………………………………………….……………..15 g 

pH = 7 

Composition de bouillon nutritif BN (1L) 

Peptone   ……………………………………………………………………………...…… 10 g 

Extrait de levure ……………………………………………...………………….…………  3 g 

NaCl…………………………………………………………………….........…………...… 5 g 

pH = 7 

Composition de Gélose Mueller-Hinton MH (1L) 

Infusion de viande de bœuf…………………………………………………………...….300 ml 

Peptone de caséine..............................................................................................................17,5 g 

Amidon de maïs………………………………………………………………….………...1,5 g 

Agar…….............................................................................................................................17,0 g 

  pH  = 7,4 

Composition de Gélose Baird Parker (1L) 

Peptone pancréatique de caséine………………………………………………………........10 g 

Extrait de levure…………………….......................................................................................1 g 

Extrait de viande ………………….........................................................................................5 g 

Pyruvate de sodium....……….……………………………………………………………...10 g 

Chlorure de lithium………………..........................................................................................5 g 

Glycine…………………………..………………………………………………………….12 g 

Gélose…………………………….........................................................................................20 g 

Tellurite de potassium…………............................................................................................5 ml 
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Emulsion de jaune d’œuf  

15 ml jaune d’œuf dans 100 ml solution ranger ou eau distillée. 

Composition de Gélose Mannitol Egg Yolk Polymyxine B MYP (1L) 

Tryptone……………………….............................................................................................10 g 

Mannitol……………………….............................................................................................10 g 

Extrait de viande………………..............................................................................................1 g 

NaCl………………………………………………………………………………………...10 g 

Rouge de phénol………………………………………………………………………….25 mg 

Emulsion de jaune d’œuf………………………………………………………………..100 ml 

pH=7,2 

Composition de Gélose Lauria Bertani LB (1L) 

Peptone……………………………………………………………………………………...10 g 

Extrait de levure…………………………………………………………………………...…5 g 

NaCl………………………………………………………………………………………...10 g 

Agar………………………………………………………………………………………....20 g 

pH= 7,2 

Composition de Gélose Chapman (1L) 

Tryptone…………………………………………………………………………………...…5 g 

Peptone pepsique de viande……………………………….…………………………………5 g 

Extrait de viande…………………………………………………………………………....10 g 

NaCl………………………………………………………………………………………...75 g 

Rouge de phénol………………………………………………………………………….25 mg 

Agar……………………………............................................................................................20 g 

pH=7,2 
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Annexe II : Dosage des polyphénols totaux et des flavonoïdes  

1. Dosage des polyphénols 

  Préparation de 20ml de 7,5 % de NaCO3 

7,5 g NaCO3 100ml (eau distillée) 

  X’ g            20 ml 

X’ = 20*7,5/ 100   X =1,5 g 

 

La courbe étalon de l’acide gallique 

2 . Dosage des flavonoïdes   

Préparation de 20ml de Nitrate de sodium (NaNO3) 

0,5g NaNO3  100ml (eau.d) 

X’’ g   20 ml 

X’’ = 20*0,5 / 100     X’’ =0,1g 

Préparation de 20ml de 10% AlCl3 

0,5g AlCl3  100ml (eau.d) 

  Y g            20 ml 

 Y = 20*10 / 100     Y = 2 g 
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Préparation de 20ml d’une mole d’Hydroxyde de sodium (NaOH) 

On a: M NaOH =40 g/ mol 

 40 g NaOH  1 mol (100 ml) 

              Y’ g                      20 ml 

Y’ = 20*10 / 100                 Y = 2 g 

 

 

La courbe étalon de la quercetine 
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Annexe III : L’ensemble des résultats du pouvoir antioxydant des trois méthodes  

Test de l’effet antioxydant : 

I. Test DPPH : 

Préparation de 1Mm de DPPH  

     0,04                                   100 ml 

        X    10 ml 

X = 10*0,04 / 100       X = 0,004 g 

 

La DO de piégeage et le pourcentage de réduction du radical libre DPPH de l’extrait 

éthanolique d’Ammi visnaga  

                                  
La DO de piégeage et le pourcentage de réduction du radical libre DPPH de l’extrait 

méthanolique à 70%  d’Ammi visnaga  
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La DO de piégeage et le pourcentage de réduction du radical libre DPPH de l’extrait 

acétonique d’Ammi visnaga  

 

 

La DO de piégeage et le pourcentage de réduction du radical libre DPPH de l’extrait 

méthanolique 100% d’Ammi visnaga  
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La DO de piégeage et le pourcentage de réduction du radical libre DPPH de l’extrait 

aqueux d’Ammi visnaga  

 

 

II. Test FRAP : 

Préparation de 50 ml de K3 [Fe(CN)6] a 1% 

1 g K3 [Fe (CN)6]                           100 ml (eau distillée) 

Y’’ g                             50 ml 

Y’’ = 50*1 / 100     X’’ = 0, 5 g 

Préparation de 20ml de Nitrate de sodium (NaNO3) 

10 g  TCA                           100 ml (eau distillée) 

Z g                             10 ml 

Z = 10*10 / 100     Z = 1 g 
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III. Test de blanchissement du β carotène 

 

1. Ammi visnaga 

490nm 0min 20min 40min 60min 80min 100min 120min 

ACN70% 0,456 0,403 0,367 0,321 0,287 0,232 0,157 

ETH70% 0,543 0,531 0,522 0,512 0,498 0,488 0,478 

MeOH70% 0,645 0,632 0,621 0,612 0,601 0,593 0,589 

MeOH100% 0,522 0,512 0,421 0,401 0,376 0,350 0,323 

Aqueux 0,412 0,401 0,350 0,323 0 ,280 0,264 0,223 

VIT C 0,956 0,932 0,913 0,904 0,866 0,848 0,814 

 

2. Citrus limon 

490nm 0min 20min 40min 60min 80min 100min 120min 

20% 0,356 0,303 0,243 0,221 0,207 0,187 0,147 

50% 0,567 0,523 0,501 0,465 0,377 0,322 0,298 

70% 0,564 0,545 0,533 0,512 0,501 0,477 0,455 

1g 0,365 0,323 0,301 0,277 0,245 0,223 0,212 

1,5g 0,465 0,443 0,423 0,411 0,375 0,358 0,332 

2g 0,528 0,515 0,510 0,502 0,487 0,577 0,565 

2,5g 0,675 0,668 0,647 0,632 0,612 0,604 0,585 

VIT C 0,956 0,932 0,913 0,904 0,866 0,848 0,814 

 

3. Citrus sinensis 

490nm 0min 20min 40min 60min 80min 100min 120min 

20% 0,416 0,387 0,347 0,311 0,267 0,212 0,137 

50% 0,456 0,423 0,402 0,377 0,343 0,312 0,265 

70% 0,597 0,573 0,551 0,535 0,477 0,422 0,398 

1g 0,343 0,303 0,276 0,254 0,214 0,201 0,176 

1,5g 0,488 0,467 0,423 0,402 0,343 0,323 0,302 

2g 0,543 0,531 0,512 0,502 0,467 0,442 0,412 

2,5g 0,687 0,656 0,612 0,567 0,533 0,513 0,445 

VIT C 0,956 0,932 0,913 0,904 0,866 0,848 0,814 
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Annexe IV : Test de l’activité antibactérienne  

 

 

Effet antibactérien de l’extrait méthanolique de C. limon 

 

 

  

Effet antibactérien de l’extrait méthanolique de C. sinensis 

 

 

Effet antibactérien de l’extrait méthanolique d’Ammi visnaga 

 

SVLY3 BFMG17 

BFMG17 SVLY3 
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Annexe V : inhibition de la croissance des biofilms bactériens par les enzymes 

Evaluation de l’influence des enzymes sur la croissance  bactérienne de Bacillus cereus 

et Staphylococcus aureus : 

Tableau 1: Inhibition de la formation du biofilm de Bacillus cereus et Staphylococcus 

aureus  par l’enzyme protéinase K 

 Cont 25 µL 50 µL 100 µL 150 µL 200 µL 

BFMG17 0,775±0,01 0,832±0,01 0,956±0,01 1,092±0,01 1,261±0,01 1,384±0,01 

BLP2 1,876±0,01 1,604±0,01 1,182±0,01 1,132±0,01 0,997±0,01 0,922±0,01 

BPTS1 1,232±0,01 1,096±0,01 0,987±0,01 0,876±0,01 0,704±0,01 0,455±0,01 

BRIS3 1,431±0,01 1,222±0,01 1,098±0,01 0,904±0,01 0,765±0,01 0,432±0,01 

BCSV1 1,321±0,01 1,112±0,01 0,987±0,01 0,762±0,06 0,543±0,01 0,324±0,01 

SVLY3 0,112±0,01 0,243±0,01 0,653±0,01 0,917±0,01 0,981±0,01 1,054±0,01 

SPTS2R 1,402±0,02 1,36±0,04 1,297±0,01 1,236±0,01 0,932±0,05 0,624±0,01 

SFMG5BP 1,238±0,01 1,111±0,01 1,098±0,01 0,987±0,01 0,876±0,01 0,765±0,01 

SLGM1 1,432±0,01 1,321±0,01 1,109±0,01 0,987±0,01 0,716±0,01 0,504±0,01 

SSEM4 1,523±0,01 1,412±0,01 1,111±0,01 0,987±0,01 0,876±0,01 0,712±0,01 

Tableau 2: pH d’enzyme proteinase k 

 Cont 25 µL 50 µL 100 µL 150 µL 200 µL 

BFMG17 8,03±0,06 7,337±0,06 7,4±0,06 7,413±0,06 7,46±0,01 7,503±0,06 

BLP2 8,03±0,06 7,37±0, 06 7,23±0, 06 7,23±0, 12 7,24±0, 09 6,96±0,01 

BPTS1 8,047±0,06 7,583±0,05 7,473±0,06 7,41±0,01 7,323±0,02 7,22±0,01 

BRIS3 8,003±0,06 7,767±0,05 7,333±0,05 7±0,06 6,867±0,05 5,867±0,05 

BCSV1 8,033±0,02 7,867±0,05 7,567±0,05 7,033±0,05 6,833±0,05 6,267±0,05 

SVLY3 8,1±0,1 7,123±0,02 7,2±0,02 7,23±0,07 7,373±0,05 7,563±0,02 

SPTS2R 8,033±0,08 7,563±0,05 7,443±0,01 7,4±0,06 7,363±0,01 7,07±0,02 

SFMG5BP 8,033±0,05 7,59±0,05 7,523±0,01 7,453±0,01 7,38±0,05 7,307±0,06 

SLGM1 8,033±0,05 7,59±0,05 7,523±0,01 7,453±0,01 7,38±0,058 7,307±0,06 

SSEM4 8,1±0,1 7,767±0,05 7,367±0,05 7,033±0,05 6,833±0,05 6,467±0,05 

Tableau 3: Inhibition de la formation du biofilm de Bacillus cereus et Staphylococcus aureus  

par l’enzyme trypsine 

 Cont 25 µL 50 µL 100 µL 150 µL 200 µL 

BFMG17 0,875±0,01 0,973±0,01 1,074±0,02 1,274±0,01 1,418±0,01 1,577±0,01 

BLP2 0,706±0,01 0,598±0,01 0,536±0,01 0,526±0,07 0,369±0,09 0,302±0,01 

BPTS1 0,987±0,01 0,815±0,01 0,784±0,02 0,667±0,04 0,515±0,03 0,471±0,03 

BRIS3 1,112±0,01 1,098±0,01 0,973±0,05 0,807±0,01 0,691±0,06 0,498±0,01 

BCSV1 1,243±0,01 1,112±0,01 1,098±0,01 0,976±0,01 0,711±0,01 0,503±0,01 

SVLY3 1,232±0,02 1,078±0,01 1,277±0,02 1,349±0,03 1,448±0,03 1,522±0,01 

SPTS2R 0,987±0,01 0,606±0,01 0,543±0,01 0,503±0,02 0,443±0,01 0,415±0,02 

SFMG5BP 1,111±0,01 0,923±0,02 0,903±0,02 0,87±0,03 0,785±0,02 0,625±0,01 

SLGM1 1,432±0,01 1,312±0,01 1,202±0,01 1,098±0,01 0,876±0,01 0,565±0,01 

SSEM4 1,103±0,01 0,987±0,01 0,855±0,01 0,712±0,01 0,644±0,01 0,511±0,01 
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Tableau 4: pH enzyme trypsine 

 Cont 25 µL 50 µL 100 µL 150 µL 200 µL 

BFMG17 8,03±0,05 7,337±0,06 7,4±0,05 7,413±0,06 7,46±0,1 7,503±0,06 

BLP2 8,003±0,06 7,317±0,06 7,273±0,06 7,223±0,01 7,243±0,09 6,96±0,01 

BPTS1 8,047±0,06 7,583±0,06 7,473±0,06 7,41±0,01 7,323±0,02 7,22±0,01 

BRIS3 8,003±0,06 7,767±0,05 7,333±0,05 7±0,05 6,867±0,05 5,867±0,05 

BCSV1 8,033±0,02 7,867±0,05 7,567±0,05 7,033±0,05 6,833±0,05 6,267±0,05 

SVLY3 8,1±0,1 7,123±0,02 7,2±0,02 7,23±0,07 7,373±0,05 7,563±0,02 

SPTS2R 8,033±0,05 7,563±0,06 7,443±0,02 7,4±0,05 7,363±0,01 7,07±0,02 

SFMG5BP 8,033±0,05 7,59±0,05 7,523±0,01 7,453±0,02 7,38±0,01 7,307±0,06 

SLGM1 8,033±0,05 7,59±0,05 7,523±0,01 7,453±0,02 7,38±0,01 7,307±0,06 

SSEM4 8,1±0,1 7,767±0,05 7,367±0,05 7,033±0,05 6,833±0,05 6,467±0,05 

Evaluation de l’effet des enzymes sur l’adhérence bactérienne de Bacillus cereus et 

Staphylococcus aureus par la méthode cristal violet  

Tableau 1:% d’inhibition de Bacillus cereus et Staphylococcus aureus par l’enzyme 

protéinase K 

 25µL 50µL 100µL 150µL 200µL 

BFMG17 -5,49 ±0,17 -7,18 ±0,17 -8,61±0,57 -17,07±0,57 -23,82±0,56 

BLP2 35,50±0,37 42,99±0,57 54,81±1,57 66,73±1,84 71,52±2,84 

BPTS1 9,73±0,26 17,59±0,57 34,24±1,57 50,83±1,57 62,27±1,88 

BRIS3 16,52±0,37 17,54±0,57 34,21±1,57 47,03±1,57 62,22±1,88 

BCSV1 8,77±0,27 17,12±0,57 23,41±1,51 31,09±1,84 46,33±1,84 

SVLY3 -2,11±0,07 -6,55±0,57 -8,05±0,57 -25,69±0,57 -37,15±0,57 

SPTS2R 49,52±0,7 53,59±0,57 56,37±1,58 60,90±1,89 64,37±1,88 

SFMG5BP 15,79±0,47 16,95±0,57 33,68±1,57 42,11±1,85 54,20±1,85 

SLGM1 9,63±0,47 10,83±0,57 19,82±1,57 32,35±1,81 42,21±1,84 

SSEM4 2,13±0,47 12,95±0,57 21,87±1,57 36,43±1,82 51,56±1,85 

 

Tableau 2:% d’inhibition de Bacillus cereus et Staphylococcus aureus par l’enzyme trypsine 

 25µL 50µL 100µL 150µL 200µL 

BFMG17 -4,15±0,07 -16,61±0,07 -17,74±0,05 -23,04±0,05 -28,72±0,07 

BLP2 23,60±0,57 46,70±1,57 57,21±2,84 65,41±2,84 76,52±2,84 

PBTS1 24,54±0,57 35,13±1,57 40,15±1,57 57,63±2,84 66,84±2,84 

BRIS3 16,61±0,57 27,88±1,57 29,37±1,57 36,02±1,57 51,78±2,84 

BCSV1 11,47±0,57 26,11±1,57 38,13±1,57 40,90±1,57 55,68±2,84 

SVLY3 -37,71±0,07 -51,56±0,07 -75,43±0,05 -84,62±0,05 -91,37±0,07 

SPRE2R 10,24±0,57 16,94±0,57 18,05±0,57 39,73±1,57 52,68±2,84 

SFMG5BP 30,76±0,57 48,99±1,57 57,23±2,84 60,86±2,84 72,58±2,84 

SLGM1 1,318±0,07 21,18±0,57 35,06±1,57 45,04±1,57 61,19±2,84 

SSEM4 11,21±0,57 22,43±0,57 37,93±1,57 39,39±1,57 56,25±2,84 
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Inhibition de la croissance planctonique de Bacillus cereus par l’enzyme protéinase K. 
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Inhibition de la croissance planctonique de Staphylococcus aureus par l’enzyme 

protéinase K 
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Inhibition de la croissance planctonique de Bacillus cereus par l’enzyme trypsine. 
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Inhibition de la croissance planctonique de Staphylococcus aureus par l’enzyme 

trypsine. 
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Annexe VI : Rapport détaillé de l’analyse statistique : analyse de variance 

Méthode DPPH des extraits des écorces d’agrumes et l’acide ascorbique (Concentration 

du solvant) 

 

 Sources de 

variation  

Sommes des 

carrées moyens  

DDL Carrés moyens Test de 

Fisher 

Extrait        1368,528 2 684,264 10089890** 

concentration      2139,747 2 1069,874 15775930** 

Extrait* 

concentration        

547,884 4 136,971 2019718** 

Erreurs 0,001 18 0  

 

Méthode FRAP des extraits des écorces d’agrumes et l’acide ascorbique (Concentration 

du solvant) 

 

Sources de  

variation  

Sommes des 

carrées 

moyens  

DDL Carrés moyens Test de Fisher 

Extrait        1,425 26 0,136 19,078** 

concentration      0,886 2 0,713 11,856** 

Extrait* 

concentration        

0,563 2 0,443 3,769* 

Erreurs 0,672 18 0,037  

 
Méthode DPPH des extraits des écorces d’agrumes et l’acide ascorbique (Quantité de 

poudre) 

 

Sources de  

variation  

Sommes des 

carrées 

moyens  

DDL Carrés moyens Test de Fisher 

Extrait        1641,875 2 820,938 2241707** 

concentration      9588,351 3 3196,117 8727530** 

Extrait* 

concentration        

1417,672 6 236,279 645198,2** 

Erreurs 0,009 24 0   

 
Méthode FRAP des extraits des écorces d’agrumes et l’acide ascorbique (Quantité de 

poudre) 

 

Sources de  

variation  

Sommes des 

carrées moyens  

DDL Carrés moyens Test de Fisher 

Extrait        0,287 2 0,144 1111,12** 

concentration      0,12 3 0,04 308,309** 

Extrait* concentration        0,001 6 0 1,486 NS 

Erreurs 0,003 24 0   

 



I.BELKACEM (2017) Lutte contre les biofilms bactériens responsables d’intoxications alimentaires : polyphénols naturels. Thèse de Doctorat en science. Univ Mostaganem  

 

 Annexes 

Inhibition des biofilms matures de Bacillus cereus par les extraits des écorces d’agrumes  

(Quantité de poudre de C. limon) 
 

Sources de  

variation  

Sommes des 

carrées 

moyens  

DDL Carrés moyens Test de Fisher 

Extrait        0,006 4 0,002 232,82** 

concentration      0,175 4 0,044 6661,502** 

Extrait* 

concentration        

0,006 16 0 56,254** 

Erreurs 0 50 0   

 

Inhibition des biofilms matures de Bacillus cereus par les extraits des écorces d’agrumes  

(Quantité de poudre de C. sinensis) 

 
Sources de  

variation  

Sommes des 

carrées 

moyens  

DDL Carrés moyens Test de Fisher 

Extrait        0,017 4 0,004 1277,944** 

concentration      0,089 4 0,022 6849,219** 

Extrait* 

concentration        

0,001 16 0 20,871** 

Erreurs 0 50 0   

 

Inhibition des biofilms matures de Bacillus cereus par les extraits des écorces de C. 

limon (concentration du solvant) 

 

Sources de  

variation  

Sommes des 

carrées 

moyens  

DDL Carrés moyens Test de Fisher 

Extrait        0,003 4 0,001 97,512** 

concentration      0,125 3 0,042 6215,231** 

Extrait* 

concentration        

0,005 12 0 56,664** 

Erreurs 0 40 0   
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Inhibition des biofilms matures de Bacillus cereus par les extraits des écorces de C. 

sinensis (concentration du solvant) 

 

Sources de  

variation  

Sommes des 

carrées 

moyens  

 DDL Carrés moyens Test de Fisher 

Extrait        0,05  4 0,012 1,313 NS 

concentration      0,078  3 0,026 2,752 NS 

Extrait* 

concentration        

0,113  12 0,009 0,99 NS 

Erreurs 0,38  40 0,009   

 

Inhibition des biofilms matures de Staphylococcus aureus par les extraits des écorces 

d’agrumes  (Quantité de poudre de C. limon) 

 
Sources de  

variation  

Sommes des 

carrées 

moyens  

DDL Carrés moyens Test de Fisher 

Extrait        0,015 4 0,004 691,785** 

concentration      0,211 4 0,053 9601,592** 

Extrait* 

concentration        

0,024 16 0,002 274,723** 

Erreurs 0 50 0   

 
Inhibition des biofilms matures de Staphylococcus aureus par les extraits des écorces 

d’agrumes  (Quantité de poudre de C. sinensis) 

 

Sources de  

variation  

Sommes des 

carrées 

moyens  

DDL Carrés moyens Test de Fisher 

Extrait        0,018 4 0,004 2493,454** 

concentration      0,062 4 0,016 8748,867** 

Extrait* 

concentration        

0,008 16 0,001 298,885** 

Erreurs 0 50 0   

 
Inhibition des biofilms matures de Bacillus cereus par les extraits des écorces de C. 

sinensis (concentration du solvant) 

 

Sources de  

variation  

Sommes des 

carrées 

moyens  

DDL Carrés moyens Test de Fisher 

Extrait        0,064 4 0,016 2715,852** 

concentration      0,075 3 0,025 4244,62** 

Extrait* 

concentration        

0,016 12 0,001 231,541** 

Erreurs 0 40 0   
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Inhibition des biofilms matures de Bacillus cereus par les extraits des écorces de C. 

limon (concentration du solvant) 

 

Sources de  

variation  

Sommes des 

carrées 

moyens  

DDL Carrés moyens Test de Fisher 

Extrait        0,014 4 0,003 535,864** 

concentration      0,15 3 0,05 7775,148** 

Extrait* 

concentration        

0,025 12 0,002 327,534** 

Erreurs 0 40 0   

 
Inhibition des biofilms matures de Bacillus cereus par l’extrait éthanolique d’Ammi 

visnaga  

 

Sources de  

variation  

Sommes des 

carrées 

moyens  

DDL Carrés moyens Test de Fisher 

Extrait        0,024 4 0,006 826,56** 

concentration      0,239 4 0,06 8316,028** 

Extrait* 

concentration        

0,049 16 0,003 423,478** 

Erreurs 0 50 0   

 

Inhibition des biofilms matures de Bacillus cereus par l’extrait acétonique d’Ammi 

visnaga  

 

Sources de  

variation  

Sommes des 

carrées 

moyens  

DDL Carrés moyens Test de Fisher 

Extrait        0,022 4 0,006 2,672* 

concentration      0,185 4 0,046 22,136* 

Extrait* 

concentration        

0,082 16 0,005 2,464* 

Erreurs 0,104 50 0,002   

 
Inhibition des biofilms matures de Staphylococcus aureus par l’extrait éthanolique 

d’Ammi visnaga  

 

Sources de  

variation  

Sommes des 

carrées 

moyens  

DDL Carrés moyens Test de Fisher 

Extrait        0,01 4 0,003 439,15** 

concentration      0,237 4 0,059 10208,88** 

Extrait* 

concentration        

0,015 16 0,001 156,602** 

Erreurs 0 50 0   
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Inhibition des biofilms matures de Staphylococcus aureus par l’extrait acétonique 

d’Ammi visnaga  

 

Sources de  

variation  

Sommes des 

carrées 

moyens  

DDL Carrés moyens Test de Fisher 

Extrait        0,006 4 0,002 247,758** 

concentration      0,191 4 0,048 7743,291** 

Extrait* 

concentration        

0,018 16 0,001 187,483** 

Erreurs 0 50 0   

 
Inhibition des biofilms matures de Staphylococcus aureus par l’extrait méthanolique 

d’Ammi visnaga  

 

Sources de  

variation  

Sommes des 

carrées 

moyens  

DDL Carrés moyens Test de Fisher 

Extrait        0,004 4 0,001 196,619** 

concentration      0,288 4 0,072 12644,06** 

Extrait* 

concentration        

0,016 16 0,001 178,605** 

Erreurs 0 50 0   

 
Cinétique de croissance bactérienne de Bacillus cereus 

 

Sources de  

variation  

Sommes des 

carrées 

moyens  

DDL Carrés moyens Test de Fisher 

Extrait        1,061 4 0,265 19827,24** 

concentration      11,007 7 1,572 117562,3** 

Extrait* 

concentration        

0,244 28 0,009 651,375** 

Erreurs 0,001 80 0   

 
Quantification de la biomasse bactérienne adhérée de Bacillus cereus (Méthode cristal 

violet) 

 
Sources de  

variation  

Sommes des 

carrées 

moyens  

DDL Carrés moyens Test de Fisher 

Extrait        0,719 4 0,18 2193,713** 

concentration      9,364 7 1,338 16322,55** 

Extrait* 

concentration        

0,167 28 0,006 72,664** 

Erreurs 0,007 80 0   
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Cinétique d’Inhibition de la croissance planctonique de Staphylococcus aureus par 

l’acide salicylique 

 

Sources de  

variation  

Sommes des 

carrées 

moyens  

DDL Carrés moyens Test de Fisher 

Extrait        0,147 4 0,037 2749,448** 

concentration      9,663 7 1,38 103209,5** 

Extrait* 

concentration        

0,095 28 0,003 254,001** 

Erreurs 0,001 80 0   

 
Quantification de la biomasse bactérienne adhérée de Staphylococcus aureus par l’acide 

salicylique 

 

Sources de  

variation  

Sommes des 

carrées 

moyens  

DDL Carrés moyens Test de Fisher 

Extrait        0,977 4 0,244 5715,203** 

concentration      5,752 7 0,822 19225,54** 

Extrait* 

concentration        

0,171 28 0,006 142,779** 

Erreurs 0,003 80 0   

 
Cinétique d’Inhibition de la croissance planctonique par l’enzyme protéinase K  

 

Sources de  

variation  

Sommes des 

carrées 

moyens  

DDL Carrés moyens Test de Fisher 

Extrait        4,826 9 0,536 13825,53** 

concentration      5,175 5 1,035 26688,62** 

Extrait* 

concentration        

10,496 45 0,233 6013,974** 

Erreurs 0,005 120 0   

 
Valeurs du  pH de l’enzyme protéinase K 

 

Sources de  

variation  

Sommes des 

carrées 

moyens  

DDL Carrés moyens Test de Fisher 

Extrait        3,366 9 0,374 118,028** 

concentration      20,704 5 4,141 1306,677** 

Extrait* 

concentration        

9,875 45 0,219 69,249** 

Erreurs 0,38 120 0,003   
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Quantification de la biomasse bactérienne adhérée lors du traitement par l’enzyme 

protéinase K 

 

Sources de  

variation  

Sommes des 

carrées 

moyens  

DDL Carrés moyens Test de Fisher 

Extrait        16,283 9 1,809 92693,03** 

concentration      3,275 5 0,655 33559,82** 

Extrait* 

concentration        

5,349 45 0,119 6089,757** 

Erreurs 0,002 120 0   

 
Cinétique d’Inhibition de la croissance planctonique par l’enzyme trypsine 

 

Sources de  

variation  

Sommes des 

carrées 

moyens  

DDL Carrés moyens Test de Fisher 

Extrait        10,824 9 1,203 14227,49** 

concentration      2,612 5 0,522 6179,336** 

Extrait* 

concentration        

5,11 45 0,114 1343,431** 

Erreurs 0,01 120 0   

 

Quantification de la biomasse bactérienne adhérée lors du traitement par l’enzyme 

trypsine 

 

Sources de  

variation  

Sommes des 

carrées 

moyens  

DDL Carrés moyens Test de Fisher 

Extrait        5,227 9 0,581 11777,14** 

concentration      5,125 5 1,025 20784,47** 

Extrait* 

concentration        

2,846 45 0,063 1282,487** 

Erreurs 0,006 120 0   

 

Valeurs du  pH de l’enzyme trypsine 

 

Sources de  

variation  

Sommes des 

carrées 

moyens  

DDL Carrés moyens Test de Fisher 

Extrait        3,366 9 0,374 118,028** 

concentration      20,704 5 4,141 1306,677** 

Extrait* 

concentration        

9,875 45 0,219 69,249** 

Erreurs 0,38 120 0,003   

*Significatif                   ** Hautemenent significatif                 NF : Non significatif 
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Abstract 

   
Ammi visnaga (L) is a species from Apiaceae family (Umbelliferae), it is widely used in Algeria. It is supposed to 

be an interesting source of phenolic compounds which can be used against biofilm growth of bacteria. Bacillus 

cereus, a crucial pathogenic bacterium that causes food poisoning, is known as a producer of gastrointestinal 

diseases. In the present work we used water, acetone, ethanol and methanol to extract phenolic compound from 

the plant Ammi visnaga (L). The extracts were evaluated for their antioxidant activity and their effects on 

planktonic cells, swarming motility and biofilm growth of Bacillus cereus isolates. The results indicate that 70% 

methanolic extract represent the highest amount of total phenols (176mg GAE/g), and the lowest amount was 

obtained with acetone extract (18, 66mg GAE/g). Flavonoids extractability was found to be highest with 

ethanolic extract (22mg QE/g). Among all the extracts of A. visnaga (L), methanolic extract 70% showed the 

most potent radical scavenging ability (IC 50: 1, 46mg/ml) and the highest reducing power values from 1,129 to 

1,974 at 700nm. DPPH assay of plant extracts was well correlated with FRAP assay (R2=0, 7018) and a good 

correlation was found between antioxidant activity (IC 50) and polyphenols content of different extracts (R2=0, 

8153). No correlation was found between total polyphenol and flavonoids contents (R2=0, 4267). The obtained 

results show that A. visnaga (L) extracts might possess high antimicrobial activities and methanolic extract at 

10mg/ml was more effective to swarming motility and biofilm formation in Bacillus cereus strains.  
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Introduction 

The ability of many pathogenic bacteria to adhere to 

surfaces and to form biofilms has major implications 

in a variety of industries including the food industry, 

where biofilms create a persistent source of 

contamination causing food spoilage. Microbial 

adhesion to surfaces and consequent biofilm 

formation is a survival strategy that has been studied 

and documented in recent decades (Watnick and 

Kolter, 2000). Plant secondary metabolites 

(phytochemicals) have demonstrated promising 

antimicrobial properties when applied against 

planktonic cells and biofilms. Natural antimicrobial 

products can be attractive to the food industry in that 

they control natural spoilage microorganisms 

(Tajkarimi et al., 2010).  

 

Therefore, new antimicrobial products need to be 

identified and their antimicrobial action against 

bacterial biofilms must be assessed. Previous studies 

(Cushnie and Lamb, 2005; Vaquero et al., 2007; 

Simões et al., 2009a) have demonstrated that 

phenolic substances, including simple phenols and 

phenolic acids, are a major class of phytochemicals 

that have already demonstrated significant 

antimicrobial properties. Phenolics of higher plants 

are ubiquitous low molecular compounds. They are 

the most widespread molecules among secondary 

plants metabolites, and are of high significance in 

plant development (Curir et al., 1990).  

 

A great number of medicinal plants containing 

flavonoids have been reported their antibacterial 

activity. The plant Ammi visnaga (L) Lam. khown as 

Noukha (in Algeria) or Khella (in some parts of North 

Africa) is classified under the Apiaceae (Umbelliferae) 

family. It is found growing widely in North Africa, 

Asia and Europe (Hegnauer, 1973), were it is used in 

traditional medicines to treat gastrointestinal cramps. 

In Algeria Ammi visnaga (L) is largely used in 

traditional treatment of digestive diseases and 

culinary but not very well studied scientifically. The 

major components of the plant Ammi visnaga (L) are 

furanochromones and coumarins. Khellin and 

visnagin are the most biologically active of them. 

(Benigni et al., 1962; Hegnauer, 1973). 

 

Furthermore, Bacillus cereus is a spore former 

bacteria, responsible for the spoilage of different food 

products. It is widespread in nature and in many raw 

and processed foods. It can survive during the 

cooking process, resist to pasteurization and produce 

emetic toxins. (Granum and Lund, 1997; Finlay et al., 

2002).  

 

The cooked food products when stored at room 

temperature, the spores can germinate, proliferate, 

and produce emetic and diarrhoeal toxins leading to 

poisoning. The adhesion of B. cereus to surfaces is 

mainly due to its high hydrophobicity, to spores 

surface charges, and to the long appendages covering 

its surfaces. (Andersson et al., 1995). B. cereus cells 

can attach on stainless steel surfaces and form a 

biofilm which cause problems in several processes of 

food industry (Peng et al., 2002). The bacterial 

biofilms are generally formed by cells clusters 

gathered with an extra-cellular material to colonize 

surfaces.  

 

The plant Ammi visnaga (L) is widely used in 

Algerian culinary, but it has been rarely used for 

improving their antioxidant and antimicrobial effects. 

The main purpose of this study was to investigate the 

antioxidant activity and to evaluate the phenolic and 

flavonoids content of A. visnaga phenolic extracts, as 

well as their effects on planktonic cells and biofilms of 

Bacillus cereus isolates causing foodborne spoilage. 

 

Materials and methods 

Isolation of Bacillus cereus strains from different 

Food Sources 

Several Samples from local commercial supermarket 

and home-made foods were collected. The used foods 

are mainly: fresh and raw ground meats, poultry, fish, 

dairy products and some cooked dishes. All food 

samples were transported in sterile plastic boxes. The 

isolation of Bacillus species was performed according 

to the conventional procedure by serial dilution in 

sterile phosphate buffered saline. 10g of food sample 

was added in 90 mL of phosphate buffered saline; the 

different solutions were heated at 85 C° for 10 min.  
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100µl from the appropriate dilutions were surface 

plated on LB agar, and on Mannitol egg-yolk 

polymyxin B (MYP) agar plates (Vanderzant and 

Splittstoesser, 1992). Incubation was carried at 30 °C 

for 48h. The characterization of the isolates was 

performed by studying colonies morphology, Gram 

stain, cell forms and biochemical tests, using API 20 

E system and Bergey’s Manual of Systematic 

Bacteriology. (Cappuccino and Sherman, 2004).  

 

Screening of Bacillus cereus toxicity 

Lecithinase activity: plates were prepared by adding 

egg yolk emulsion up to 5% (v/v) to nutritive agar. 

Each isolate was spotted on the medium and the 

plates were incubated at 30°C. Opaque zones around 

the colonies, caused by hydrolysis of lecithin 

indicated lecithinase production. (Guttmann and 

Ellar, 2000). 

 

Hemolytic activity: The hemolytic activity was 

determined at 33°C on 5% sheep blood agar plates by 

surface inoculation as described by Pruss et al. 

(1999). The isolates were spotted on blooded nutritive 

agar medium. (Collins et al., 2001). The strains were 

classified as α (partial), β (total), or non-hemolytic.  

Amylase activity: The ability to hydrolyze starch was 

tested by inoculating on the starch agar medium; the 

zones were detected by adding lugol to the plate’s 

surfaces. (Collins et al., 2001).  

 

Caseinase activity: Caseinase was identified 

according to the method of Gudmudsdo (1996) on 

milk agar medium. The isolated bacteria were 

streaked on the appropriate medium for 24 h at 37°C. 

A transparent zone around the colonies indicated 

caseinase activity. 

 

Antibiogram pattern of the isolated strains  

To select Bacillus cereus showing resistance to 

antibiotics, all isolates were tested for their sensitivity 

to antibiotics using following antibiotics: Penicillin G, 

Doxycycline (30µg), Erythromycin (15µg), 

Norfloxacine (10µg), Amoxicillin (30µg), Ampicillin 

(10µg), Cephalothin (30µg), Carbenicillin (100µg), 

Oxacillin (1µg), Piperacillin (30µg), 

Trimethoprim-Sulfamethoxazole (25µg), Tobramycin 

(30µg), Rifampin (5µg) and polymyxin B (30µg). The 

antibiogram was realized on Mueller– Hinton agar, 

using disc diffusion method as described by Bauer et 

al., (1966). The Inocula were set to 0.5 McFarland or 

(OD= 0.08 to 0.1) at 620 nm, which corresponds to 

108 CFU/ mL. The plates were incubated at 37°C for 

24h. The inhibition zones around the disc was 

measured and interpreted as sensitive, moderate or 

resistant.  

 

Plant material 

The plant Ammi visnaga (L) was studied following its 

large use in Algerian culinary and its potential 

medicinal uses. The plant was collected during spring 

season from the region of Sidilakhdar (Mostaganem, 

Algeria), and identified by Microbiology and vegetal 

biology Laboratory at Mostaganem University. The 

plant was washed with distilled water and dried at 

room temperature under shade. The dried aerial parts 

were powdered by a blender and stored away from 

light for further studies.  

 

Determination of moisture content  

10 g of powdered aerial parts of Ammi visnaga (L) 

was weighed and put in an oven (70°C) until dryness. 

Moisture lost was determined by the difference 

between initial fresh weight and constant weight after 

drying. All samples were analyzed in triplicate and the 

result was expressed by percentage of moisture of the 

sample studied. 

 

Extraction procedure 

An absolute methanol, water and three 70% (v/v) 

organic solvents (Methanol, Acetone and ethanol) 

were used to extract phenolic compounds. 10% w/v of 

powdered plant material was extracted by 100ml of 

each solvent. The extraction was performed during 30 

min. Centrifugation was done at 3000 rpm/ 20min, 

and vacuum filtration was used to separate the liquid 

extract. The filtrates were collected and the solvent 

was evaporated at 40°C using a rotary vacuum 

evaporator. The aqueous extract was obtained by 

soaked 10 g of powdered plant in 100 ml sterile water 

for 5 mi, the mixtures were centrifuged at 3000 rpm 

for 20 min. The supernatant was used for the 

determination of total phenolic content and 

antioxidant activity. (Oboh et al., 2009).  
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Total phenolic content 

Ammi visnaga (L) extracts phenolic content was 

determined by adding 5 ml of Folin-ciocalteau 

reagent (1:10) and 4 ml of 7.5% aqueous sodium 

carbonate to 0.5 ml of different extracts. The mixtures 

were kept in obscurity at room temperature for 15 

min. The optical density was then measured at 765 

nm using UV spectrophotometer. (Singleton and 

Rossi, 1965). The results were reported as Gallic acid 

equivalent (GAE) per gram of dry weight. Gallic acid 

concentrations were prepared as standard in 

methanol.  

 

Flavonoid content 

To determine the flavonoid content (TFC), the 

aluminum chloride colorimetric assay was used as 

described by Liu et al. (2008). A volume of 2 ml of 

diluted extract was allowed to 200µl of 0. 5% sodium 

nitrite and incubated for 5 min. Then, 200µl of 

aluminum chloride 10% was added to the mixture. 2 

ml of sodium hydroxide 1M was added to the mixture 

after 6 min, and the absorbance wasreaded at 510 nm. 

Quercetin was used for the calibration curve. The 

results of flavonoids content were expressed as mg 

quercetin equivalents (QE) per g. All the samples 

were analyzed in tryplicate.  

 

Antioxidant activity of Ammi visnaga (L) extracts 

Free radical scavenging assay (DPPH): to determine 

the ability of scavenging of phenolic extracts on 1,1-

diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) free-radicals the 

method of Shimada et al., (1992) was used. 2ml of 

each plant extracts at different concentrations was 

added to 0.5 ml of 1 mM DPPH prepared in methanol. 

After shaking, the mixture was left at room 

temperature to stand for 30 min in the dark. The 

absorbance was measured at 517 nm against an 

aliquot blank. Methanol was used as a control. 

Scavenging ability (%) = [A0–A1/A0] ×100. The 

higher values explain greater antioxidant activity of 

the tested sample, but higher IC 50 value indicates a 

weaker capacity to scavenge DPPH radicals. 

 

Ferric reducing power (FRAP): The reducing power 

was determined by adding 1 mL of varying 

concentration of sample extracts to 2.5 mL phosphate 

buffer (0.2 M, pH 6.6), then the solution was mixed 

with 2.5 mL of  potassium ferricyanide 1%. 

After incubation at 50°C for 20 min, 2.5 mL of 10% 

acid trichloroacetic (w/v) was added to the mixture. 

After centrifugation at 3000 rpm for 10 min, the 

upper layer (2.5 mL) was mixed with 2.5 mL of 

deionized water. Finaly, 0.5 mL of 0.1% ferric 

chloride was added. The absorbance was measured at 

700 nm. Disilled water was used as negative control. 

The assay was done in triplicate. (Oyaizu, 1986). 

 

Antimicrobial activity of Ammi visnaga (L) extracts 

Agar-well diffusion assay: The antibacterial activity 

of the different plant extracts was evaluated against 

five isolates of food spoilage Bacillus cereus and a 

reference strain Bacillus cereus ATCC 14579. The 

turbidity of the bacterial suspensions was adjusted to 

an equivalent to 0.5 McFarland. The agar-well 

diffusion assay was performed according to the 

recommended method of Valgas et al. (2007). A 

standardized bacterial inoculum was uniformly 

surface spread on a Mueller-Hinton agar. Next, 80 μL 

of each plant extract dissolved in distilled water 

(10mg /ml) was added into the wells of 6 mm in 

diameter, the plates were incubated at 30°C for 24h 

and the measure of the diameter of inhibition zones 

was done. The Ampicillin (30 μg) and well containing 

the solvent only were used as controls. All tests were 

done in triplicate. 

 

Swarming behaviour assay: The effect of methanolic 

extract on swarming migration of Bacillus cereus food 

spoilage isolates was realized according to the method 

cited by  Liaw et al., (2000), bacterial suspensions 

were grown in Brain-Heart Infusion (BHI) broth and 

incubated overnight at 37 °C. After incubation, the 

cultures were adjusted to an OD =1 ± 0.05 at 620 nm. 

5 μl of an overnight bacterial culture was spotted 

centrally onto the surface of dry PPGAS (phosphate-

limited peptone–glucose– ammonium salt) agar 

plates (KCl 20 mM, NH4Cl 20 mM, MgSO4 1.6 mM, 

Tris–HCl (pH 7.2) 120 mM, peptone 1.0%, glucose 

0.5%) without or with 0, 5; 1, 5 or 10 mg/ ml of 

phenolic compounds, then incubated at 37ºC for 24h. 

For monitoring swarming motility, glutamate 0.05% 

was used instead of NH4Cl.  
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Crystal violet biofilm assay: Cell suspensions were 

prepared by inoculating 3 ml of TSB (tryptic soy 

broth) with bacterial Bacillus cereus strains and were 

cultured overnight at 37°C and then diluted in fresh 

media to an OD =0,06 at 620nm. The biofilm growth 

inhibition performed adopting method of biofilm 

inhibition spectrophotometric assay in 96 well 

microplates as described by Regev-Shoshani et al., 

(2010). 100 μl of each prepared bacterial suspension 

of the tested isolates was added into 96 well 

microplates and 100µl of different concentration of 

methanolic extract of Ammi visnaga (L)was added 

and incubated at 37º C for 48h, 200 μl of 1% w/v 

aqueous solution of crystal violet was added after 

removing  the liquid suspension. After 30 minutes, 

the wells were washed thoroughly after removing the 

dye and 200µl of ethanol at 95% was added and 

incubated for 15 minutes. The reaction solution was 

read in an ELISA reader at 595 nm. The TSB was used 

as a blank. After incubation, the MIC was defined as 

the lowest concentration of A.visnaga (L) extract that 

exhibit an inhibition of visible growth. 

Reduction of biofilm biomass was calculated as 

following: % inhibition =OD in control-OD in 

treatment/OD in control* 100.  

 

Statistical analysis 

All the experiments were carried out in triplicate. The 

data were analyzed by ANOVA. The IC50 values were 

calculated from linear regression analysis. 

Correlations between variables were established by 

excel. 

 

Results 

Isolation and identification of the isolated Bacillus 

cereus strains 

46 isolates were obtained by isolation from different 

food samples, 24 isolates were selected after 

screening of their ability of resistance to penicillin G 

and other antibiotics (Fig. 1). The Colonies of isolated 

bacteria were big waxy white or gray, surrounded by 

an opacity zone. 19 of them were unable to catabolize 

mannitol when cultured on MYP agar.  

 

Table 1. Identification of isolates of food spoilage Bacillus cereus. 

Isolate name Gram-endospore Catalase Oxydase Mobilité 50°C Indole VP Citrate Urease Nitrate  OF 7%NaCl Man 

 BCSV1 + + + + - - + + - + + + - 

BLGM18 + + + + - - + + - + - + + 

BVLY31 + + + + - - + + - + + + - 

BVLY16 + + + + - - + + - + + + - 

BVLY12 + + + + - - + + - + + + - 

LLVC2 + + + + - - + + - + - + + 

BVDE17 + + + + - - + + - + + + - 

BRIS7 + + + + - - + + - + + + - 

BYLG5 + + + + - - + + - + + + - 

LLVB1 + + + + - - + + - + + + - 

BPTS1 + + + + - - + + - + + + - 

BCSV2 + + + + - - + + - + - + + 

BPTS2 + + + + - - + + - + + + - 

BVLY22 + + + + - - + + - + + + - 

BLLP2 + + + + - - + + - + + + - 

BYDN3 + + + + - - + + - + + + - 

BEPC1 + + + + - - + + - + - + + 

BSEM1 + + + + - - + + - + - + + 

BLVC3 + + + + - - + + - + + + - 

BFMG16 + + + + - - + + - + + + - 

BSEM4 + + + + - - + + - + + + - 

BRIS3 + + + + - - + + - + + + - 

BFMG11 + + + + - - + + - + + + - 

BFMG17 + + + + - - + + - + + + - 

(+) : Positive  result 

(-) : Nigative result 
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The isolates were gram positive rods. Motile, and 

grow positively in 7% NaCl but could not grow at 

50°C. Following results shown in table (1), 19 isolates 

were belonged to Bacillus cereus and 5 to Bacillus 

subtilis. The identification of the above species was  

confirmed by API 20E system as recommended by 

bergy’s manual. All Bacillus cereus stains were beta-

haemolytic producing phospholipase C, amylase and 

caseinase. The obtained results indicate that the 

studied Bacillus cereus strains are currying a level of 

toxicity and virulence.  

 

Table 2. Antimicrobial activity of Ammi visnaga (L) extracts against isolates of Bacillus cereus. 

Plant extracts (solvent) BVDE17 BPTS3 BCSV1 BRIS3 BSEM4 ATCC 14579 

Acetone 70% 6+0,81 9+0,91 8+0,03 7+0,02 9+0,05 8,33+0,057 

AQ (water) 8,33+0,85 9,33+1,07 11,33+0,037 9,33+0,025 9,33+0,057 9,33+0,057 

MeOH 70% 21+1,05 15,33+1,15 15,66+0,05 15,33+0,057 15,33+1 12,66+0,057 

MeOH 100% 14+1 12,66+1,09 13+0,047 12,66+0,047 12,66+0,047 11,33+0,057 

EtOH 70% 11,33+0,87 12,66+1,09 12,33+0,057 11+0,037 11,66+0,87 10,33+0,057 

 

Antibiotic sensitivity  

The profile of antibiotic resistance of the tested 

strains to different antibiotics was performed. All 

Bacillus cereus strains showed high resistance 

towards Penicilline G (100%), but found variably 

resistant to the other antibiotics tested (Fig. 1). All the 

strains showed high sensitivity towards Norfloxacine 

(89, 13%), Doxycycline (84, 78%), Erythromycin (78, 

26%), but were found less sensitive to Amoxicillin (21, 

73%) Oxacillin (8, 69%) and Ampicillin (4, 34%).  

 

Among the sample studied, the aerial part of the plant 

Ammi visnaga (L) showed high moisture content 

which showed a value of 90.46 ± 0.09%.  

 

Effect of concentration and solvent type on total 

phenols yield  

The results in figure (2) show the extraction yield of 

total phenols and flavonoids using different solvents. 

The phenolic content of all extracts ranged from 18, 

66 to 172, 66 mg/g. The highest values was found in 

the aqueous methanol extract (172, 66 mg/g) which 

was significantly higher than ethanol extract 38 mg/g 

and acetone extract which represent the lowest yield 

with 18, 66 mg/g. The total flavonoid contents in 

Ammi visnaga (L) ranged from 3, 3 to 22 mg EQ/g. 

Ethanolic extract showed the highest value, while the 

lowest value was obtained by the pure (100%) 

methanol extract. (Fig.2). In general, considering all 

the solvents used in this study, 

aqueous methanol at 70% was found to be the most 

effective solvent to extract total phenols from plants. 

To improve the effect of the concentration of 

extraction solvent, we have used absolute, aqueous 

methanol and water extract. We also found that the 

yield of extraction of total phenols obtained by 

aqueous methanol was higher (172, 66 mg/g) than 

absolute methanol and water extract with 96 mg/g 

and 21, 66 mg/g respectively. 

 

DPPH radical scavenging activity assay  

In terms of antioxidant activities, and in comparison 

with ascorbic acid (AA) as positive control, it was 

found that methanolic extracts represented the 

highest DPPH scavenging activity (89, 21%) at 

concentration of 3mg/ ml, this value was significantly 

different from ethanol and  acetone extracts at the 

same concentration. (Fig. 3). These values were lower 

than those obtained by ascorbic acid (positive 

control) which represent 91, 79%. Regardless the type 

of solvent, extracts with concentrations 70% of 

solvent used presented higher DPPH radical 

scavenging capability than those with their respective 

absolute methanol and water extracts. This result was 

similar to thus observed by total polyphenol content. 

The Figure 4 represents the IC 50 values obtained for 

the investigated Ammi visnaga (L) extracts. 

Methanolic extract was found to be 1, 46 mg/ml while 

the acetonic extract was 3,1. The results indicate that 

the scavenging ability of methanolic extract of Ammi 

visnaga (L) on DPPH radical was strong. 
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Figure 5 represent the results of correlation between 

antioxidant activities (DPPH and FRAP methods) and 

correlation between total polyphenol and flavonoid 

content.  

 

 

Free Reducing power  

The results of the reducing power of Ammi visnaga 

(L) extracts at different concentration used showed a 

range of absorbance values from 0.4 to 2.57 at 700 

nm (Fig. 6). It was also found that high concentration 

of each extract increase the reducing power.

Table 3. Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and % biofilm inhibition by Ammi visnaga (L) methanolic 

extract for Bacillus cereus isolates.  

MIC 

mg/ml 

BRIS3 BVDE17 BPTS2 BSEM4 BCSV1 

OD595nm %Inhibition OD595nm %Inhibition OD595nm %Inhibition OD595nm %Inhibition OD595nm %Inhibition 

C 0,18+0,01B 0 0,19+0,01A 0 0,11+0,02J 0 0,15+0,01E 0 0,17+0,01C 0 

0,5 0,15+0,02D 15,78 0,112+0,01J 41,05  0,091+0,01N 17,27 0,139+0,01F 7,33 0,123+0,01H 27,64 

1 0,11+0,01 I 38,88 0,097+0,02L 48,94 0,086+0,01O 21,81 0,126+0,01G 16 0,104+0,01K 38,82 

5 0,096+0,01L 46,66 0,058+0,01S 69,47 0,063+0,01R 42,72 0,095+0,01M 36,66 0,076+0,01P 55,29 

10 0,066+0,01Q 63,33 0,04+ 0,01U 78,94 0,028+0,01W 74,54 0,055+0,01T 63,33 0,032+0,01V 81,17 

 

Absolute and aqueous methanolic extracts exhibited a 

high reducing power in comparison with the other 

plant extracts. Methanolic extract at 70% represent 

the highest value of 1.974±0.14 at 3mg/ml that might 

attribute to the collective antioxidant effects of 

phenolics and flavonoids.  

 

Antimicrobial activities of Ammi visnaga (L) extracts 

Agar-well diffusion assay: The results of 

antibacterial activity against strains of Bacillus cereus 

are illustrated in table 2. 

The inhibition zones of bacterial strains obtained by 

the methanolic extract were in the range of 12, 66 ± 

0.5 to 21 ± 1 mm, which was significantly different 

from those obtained by ethanolic extract and acetonic 

extract with 10,33+0,05 to 12,66+0,05 and 7+0,05 to 

9+0,05, respectively. It can be observed that the 

extracts of A. visnaga (L) possessed an inhibitory 

effect on all tested strains, depending on solvent of 

extraction and amounts of phenolic compounds.  

 

Fig. 1. Bacillus cereus isolates sensitivity towards antibiotics studied. 

Swarming motility assay: The obtained results of 

motility revealed that methanolic extract possess a 

significant effect on swarming motility of strains 

tested.  

The diameter of swarming zones was highly 

correlated to the increasing of phenolic 

concentrations and the highest zone diameter was  

obtained by the concentration of 10 mg/ml. (Fig. 7).  
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Biofilm inhibition assay: In biofilm quantification  

assay, a significant decrease was observed when 

bacterial strains grown in the presence of the 

methanolic extract. The apppropriate concentrations 

of methanolic extract (0, 5; 1; 5 and 10 mg/ml) 

provides a decrease in biofilm growth. The reduction 

in biofilm biomass of the isolates tested range from 

63, 33 to 81, 17%. (Table 3). 

The biomass of biofilm formed by the different strains 

of Bacillus cereus decrease with the increase of the 

concentration of the methanolic extract and this 

reduction differ from stain to another. These results 

supposed that the methanolic extract of A. visnaga 

(L) has a strong effect against biofilm of Bacillus 

cereus due to their total phenolic content. 

 

Fig. 2. Polyphenol and flavonoids content of Ammi visnaga (L) extracts. 

Discussion 

Although, substantial amount of data are available 

about the incidence of B. cereus in various types of 

food and food poisoning cases worldwide. (Stenfors et 

al., 2008). Currently, the selective MYP plating 

medium is recommended by food authorities as 

standards for the detection of B. cereus.  

 

The main identification feature of this medium is the 

lecithinase activity, resulting in opaque precipitation 

zones around suspect colonies. (Szabo et al., 1984). 

The opaque zone might be due to the fact that the egg 

yolk tellurite emulsion used is a lipoprotein basically 

composed of lecithin, and lecithinase breaks down 

lecithin to produce an insoluble precipitate, resulting 

in opaque zones around the colonies. (Hussain et al., 

2011).  

 

The obtained results designate that the studied 

Bacillus cereus strains are currying a level of toxicity 

and virulence, as cited by Oh (2006), Kashid and  

 

Ghosh (2010) which reported that the major features 

of B. cereus on plating media, produced caseinase, 

lecithinase with hemolytic activity. In this regard, 

Awny et al. (2010) reported that haemolysin, 

lecithinase and caseinase of B. cereus and 

Staphylococcus aureus from food samples are 

considered as virulence and toxicity factors. Our 

results are supported by the broad picture of 

antibiotic susceptibility patterns of B. cereus as 

shown by Fenselau et al. (2008).  

 

Precedent works showed that antimicrobial 

susceptibility of Bacillus cereus was highly 

susceptible to Erythromycin, Ciprofloxacin, 

Streptomycin, Chloramphenicol, and less sensitive to 

Ampicillin, Cloxacillin, Ampiclox, and Cotrimazole, 

(Umar et al., 2006). Our finding can prove that 

actually antibiotics are widely used in foods, 

consequently they can be an important factor to 

transfer resistant antibiotic foodborne pathogens 

which can be very harmful to human health. (Khan et 

al., 2000).  
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Fig. 3. Scavenging ability of different extracts of Ammi visnaga (L). 

The difference in the yield of total phenols obtained 

from different plant extracts was mainly due to the 

difference in the nature of phenolic compounds 

obtained by each solvent used. (Ignat et al., 2011). In 

addition, Horax et al. (2005) highlighted the 

importance of solvents effect that significantly 

influenced the quantity of phenolic compounds 

extracted. Following Ross et al. (2009), a great 

number of phenolic compounds can be obtained by 

methanol extraction 

such as phenolic acids, flavanons, flavanols, 

anthocyanins, catechins, and procyanidins. These 

results highlight that the polarity of the extraction 

solvent used can influence the yield of extracted 

phenolic compounds. This result is in line with those 

obtained by Zhao et al. (2006), the solubility and the 

extraction yield of chemical constituents of a sample 

can be affected by the difference in polarity of the 

solvent used for extraction. 
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The quantification of the total phenolic content in the 

extracts showed that the aqueous mixtures at 70% 

solvent and in comparison with pure solvents, were 

more effective to extract the phenolic compounds. 

(Rødtjer et al. 2006) Lapornik et al. (2005) suggest 

that ethanol and methanol extracts (70%) represent 

higher values of total polyphenols than water extracts.  

 

The results of free radical scavenging ability (DPPH 

assay) agreed with the results reported by Zhang et al. 

(2013). DPPH scavenging is significantly influenced 

by solvents used for extraction of polyphenols. 

Phenolic compounds have been investigated to be a 

strong hydrogen donators to the DPPH radical. (Von 

Gadow, Joubert, &Hansmann, 1997).  

 

Fig. 4. IC 50 of different extracts of Ammi visnaga (L). 

The antioxidant activity of the majority of plants is 

mostly due to the presence of phenolic compounds. It 

is known as free radical scavengers. (Skerget et al., 

2005). The antioxidant activity estimation and the 

ability of solvent to dissolve a selected group of 

antioxidant compounds can be influenced by the 

change in solvent polarity. (Zhou & Yu, 2004). The 

correlation between antioxidant activity and total 

phenol contents has been largely studied in different 

food products. (Kiselova et al., 2006). 

 

Our results of antioxidant activity obtained by the 

reducing power assay showed that the methanolic 

extract had the highest antioxidant activity values at 

700 nm, this result was similar to those obtained 

from the yield of total phenolic compounds. Previous 

researches and reports in the literature agree with our 

results, phenolic compounds are the major 

phytochemicals responsible for the antioxidant 

capacity of natural extracts (Cevallos-Casals et al., 

2006), maybe due to their redox properties, which 

permit them to act as reducing agents, hydrogen 

donors, and singlet oxygen quenchers. (Chang et al., 

2001). 

The antibacterial effect can be explained by the 

relationship between the number of hydroxyl groups 

and their position on the phenol group and their 

relative toxicity to microorganisms, the increase in 

hydroxylation induce an increase of antimicrobial 

activity. (Marjorie, 1999). The Ammi visnaga (L) or 

Noukha has been shown to be effective against 

microorganisms. (Abroush et al., 2001). Jaradat et al. 

(2015) found that the plant extracts of Ammi visnaga 

(L) obtained by using organic solvents have shown a 

strong antimicrobial activity than the aqueous extract 

and variations among species were obvious. Baydar et 

al., (2004) have suggest that the antibacterial activity 

of plant extracts is proportional to the amount of 

phenolic compounds in investigated plant. 

 

Some researchers suggested that tannic acid and 

tannin are the main phenolic acids which can stopped 

P. aeruginosa swarming motility without reducing 

their growth capacity (Omay and Tufenkji, 2011). 

Proteins can have a strong effect on the mechanism of 

inhibition of swarming motility that is propably due 

to binding and precipitation of phenolic compounds 

to them. (Pratt and Kloter, 1998).  
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Fig. 5. Correlation between polyphenol and flavonoid content (a) and between antioxidant activity (IC 50) and 

polyphenol content of extracts of Ammi visnaga (L) (b). (c) Represent correlation between IC 50 and flavonoid 

content, and (d) correlation between antioxidant activities DPPH and FRAP methods. 

 

In clinical and foodborne pathogenesis biofilm 

associated infection is known as a trigger to chronic 

diseases, food spoilage. Even dairy and refrigerated 

food spoilage was also created by the bacterial 

biofilm. (Teh et al., 2014; Mizan et al., 2015). Some 

previous works revealed that the enzymatic activity of 

glucosyltransferase which permit the colonization of 

bacteria and their adherence can be affected by the 

phenolic compounds. (Yanagida et al., 2000, 

Gregoire et al., 2007). Biofilm formation can be 

inhibited by the action of phenolics due to lack of 

iron, some phenolics have intermediate property of 

iron chelating. (Devosset al., 1999). 

 

Fig. 6. Reducing power of Ammi visnaga (L) extracts. 
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The peptide’s capability to cover either the surface of 

biomaterial or the bacterium itself, reduce the 

adherence of microorganisms on surface and decrease 

the biofilm growth. (Segev-Zarko et al., 2015) 

Developed studies are demonstrating that there is a 

biological rationale between quorum sensing and 

biofilm which work on a coordinate manner leading 

to spoilage. (Bai and Vittal, 2014).) Bacterial AHLs 

can be imitate by substances secreted by several 

plants and affect the regulated behaviors of quorum-

sensing plant-associated bacteria, respectively. 

(Teplitski et al., 2000).  

 

Fig. 7. Effect of Ammi visnaga (L) methanolic extract on swarming motility of Bacillus cereus. 

Conclusion 

In conclusion, the extracts of Ammi visnaga (L) 

obtained by using solvents with less polarity were 

strong radical scavengers than those obtained with 

high polarity solvents. The selection of the 

appropriate solvent is a important step to optimize 

the extraction of total polyphenol, flavonoid and 

antioxidant activities of the investigated plant 

extracts. Methanol was recommended as the best 

solvent for the production of antioxidant compounds 

from the aerial parts of the plant of A. visnaga (L). It 

also possess a strong antibacterial and antibiofilm 

activity against Bacillus cereus strains responsible for 

food spoilage. For this, it can be used in food 

industries as a natural preservative. However, further 

studies are needed to explore the individual or major 

polyphenolic groups and other bioactive compounds 

in the extracts of A. visnaga (L) and their 

contribution to health care and biotherapy. In 

addition, in vivo assay of antioxidant are 

recommended to confirm the strong potentiel of 

Ammi visnaga (L) to treat diseases caused by food  

spoilage.  
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A b s t r a c t
Artemisia, one of the larger genera in the family Asteraceae, comprises from 200 to more than
500 taxa at the specific or subspecific level. Artemisia herba
Africa and certain parts of Asia and Middle East. It is one of 
Algerian folk medicine. The antioxidant and free radical scavenging activities of
extracted materials were tested together with their antibacterial effects against
bacterial strains causing food po
phenolic and flavonoid content (161, 64 mg/g and 16,83mg/g, respectively) in
T. capitatus L which represent a phenolic content of 131, 48 mg/g and 14, 96
content. The res
antioxidant (DPPH, FRAP assays) and antibacterial activities, which
ethnopharmacological use and A. herba alba represent the highest values (IC
and OD 1, 13 at 700nm). Our results show the interest of A. herba
L, among other medicinal plants, in search of new chemo
and planktonic growth of food spoilage pathogens. Further studies are
most interesting molecules responsible for these activities. It is
from Artemisia herba alba Asso, exert strong antioxidant
polyphenol contents. These findings demons
valuable source of Natural antioxidants.
Keywords:
 

 
Introduction 

Foodborne illness is a major problem with enormous associated 
costs. Foodborne pathogens occur widely in nature and it is difficult 
to prevent them from entering raw foods. Staphylococcus aureus is 
a Gram-positive bacterium and is considered one of the most
prevalent causes of gastroenteritis worldwide [1], with milk and 
dairy products and meat products (particularly cooked and 
fermented) being some of the most frequently involved
Bacillus cereus belongs to a genus of Gram-positive, endospore
forming bacteria, which is involved in foodborne outbreaks with 
variable incidence from country to country [2].
primary and secondary metabolite constituents have a long history 
of use in old and modern medicines and in certain systems of 
traditional medicines, and are considered the sources of important 
medications such as vincristine, codeine, quinine, morphine, 
digoxin, atropine and others1. In Algeria Artemesia herba
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Effect of phenolic extracts of Algerian medicinal plants on the bacterial 

adherence of Staphylococcus aureus and Bacillus
pathogens responsible of food poisoning.

Belkacem Imane*1, Rebai Ouafa1, Djibaoui Rachid1 

A b s t r a c t  
Artemisia, one of the larger genera in the family Asteraceae, comprises from 200 to more than
500 taxa at the specific or subspecific level. Artemisia herba-alba Asso (Shih) is grown in
Africa and certain parts of Asia and Middle East. It is one of the most widely used
Algerian folk medicine. The antioxidant and free radical scavenging activities of
extracted materials were tested together with their antibacterial effects against
bacterial strains causing food poisoning. In summary, A. herba
phenolic and flavonoid content (161, 64 mg/g and 16,83mg/g, respectively) in
T. capitatus L which represent a phenolic content of 131, 48 mg/g and 14, 96
content. The results shows also that the methanolic extracts of the two plants
antioxidant (DPPH, FRAP assays) and antibacterial activities, which
ethnopharmacological use and A. herba alba represent the highest values (IC

nd OD 1, 13 at 700nm). Our results show the interest of A. herba
L, among other medicinal plants, in search of new chemo-preventive agents
and planktonic growth of food spoilage pathogens. Further studies are
most interesting molecules responsible for these activities. It is concluded that organic extracts 
from Artemisia herba alba Asso, exert strong antioxidant activities which are related to their 
polyphenol contents. These findings demonstrate the remarkable potential of these plants as 
valuable source of Natural antioxidants.  
Keywords: food poisoning, S. aueus, B. cereus, A. herba alba, T. capitatus, Antioxydant.
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Staphylococcus aureus is 
positive bacterium and is considered one of the most 

gastroenteritis worldwide [1], with milk and 
products (particularly cooked and 

fermented) being some of the most frequently involved foods. 
positive, endospore- 

nvolved in foodborne outbreaks with 
variable incidence from country to country [2]. Medicinal plants 
primary and secondary metabolite constituents have a long history 

old and modern medicines and in certain systems of 
the sources of important 

medications such as vincristine, codeine, quinine, morphine, 
atropine and others1. In Algeria Artemesia herba-alba, and 

thyme (T. capitatus) are largely used in traditional treatment of 
digestive diseases and culinary but not very well studied
scientifically. Artemesia herba-alba and thyme (T. capitatus) are 
aromatic plants naturally grown in mountain areas of Algeria. A. 
herba-alba is used for treatment of gastric
diarrhea, abdominal pain and for healing external wounds. It is also 
used as remedy for gastritis and inflammation of the 
gastrointestinal tract [3]. The thyme has
considered as an anthelmintic, antispasmodic, carminative, 
emmenagogue, expectorant, rubefactien
tonic. The plant has been used as a folk
arteriosclerosis, colic, bronchitis, coughs and diarrhea [4]. On the
other hand, phenolic compounds, in addition to their antimicrobial 
properties, are known to have antioxidant ability
role as free radical scavengers. Their antioxidant
on the number and arrangement of the hydroxyl groups and the 
extent of structure conjugation [5]. A reagent with a triple function 
as flavoring, antioxidant (preventing the chemical spoilage of food) 
and antimicrobial (against pathogenic and spoilage
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microorganisms) would be of interest to the food industry, because 
it would enable the total amount of additives used in foods to be 
reduced.  

Materials and Methods 
 
Isolation of Bacillus cereus strains from different Food 
Sources 
 
Several Samples from local commercial supermarket and home-
made foods were collected. The used foods are mainly: fresh and 
raw ground meats, poultry, fish, dairy products and some cooked 
dishes. All food samples were transported in sterile plastic boxes. 
The isolation of Bacillus species was performed according to the 
conventional procedure by serial dilution in sterile phosphate 
buffered saline. 10 g of food sample was added in 90 mL of 
phosphate buffered saline; the different solutions were heated at 85 
C° for 10 min. 100µl from the appropriate dilutions were surface 
plated on LB agar, and on Mannitol egg-yolk polymyxin B (MYP) 
agar plates [6]. The islation of S. aureus was done by the method 
described previously using Baird parker agar, after a 10-fold serial 
dilution, a volume from each dilution was spread onto plate 
containing Baird Parker (BP) agar with 20% egg yolk telluride 
emulsion by drop plating technique. Plates were incubated 
aerobically at 37°C for 24 - 48 h. [7,8]. The characterization of the 
isolates was performed by studying colonies morphology, Gram 
stain, licithinase, hemolysis on blood agar, coagulase production 
and biochemical tests, using API 20 E, API Staph system and 
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology. [9].  

 
Screening of Bacillus cereus and Staphylococcus 
aureus virulence 
 
The hemolytic activity was assessed on blood agar medium (The 
isolates were spotted on blooded nutritive agar medium. [10]. After 
incubation at 33°C for 18 h. The strains were classified as α (partial), 
β (total), or non-hemolytic. The production of phospholipase-C was 
measured by adding egg yolk emulsion up to 5% (v/v) to nutritive 
agar. Each isolate was spotted on the medium and the plates were 
incubated at 30°C. Opaque zones around the colonies, caused by 
hydrolysis of lecithin indicated lecithinase production. [11]. 
Caseinase activity was identified according to the method of 
Gudmudsdo [12] on milk agar medium. The isolated bacteria were 
streaked on the appropriate medium for 24 h at 37°C. A transparent 
zone around the colonies indicated caseinase activity. The ability to 
hydrolyse starch was tested by inoculating on the starch agar 
medium; the zones were detected by adding lugol to the plate’s 
surfaces. [10]. 

 
Coagulase test tube 

Confirmation of the genus, Staphylococcus was done by Gram 
staining and various biochemical tests, while the species, S. aureus 
was confirmed by Coagulase test as described by Monica [13]. 
 

Original CRA (CRAori) test 
 
S. aureus strains were cultivated on BHIA (Difco) with 0.08 % (w/v) 
Congo red (Sigma- Aldrich, Germany) supplemented with 5% (w/v) 
sucrose. The strains were inoculated in streaks and incubated at 35 
C under aerobic conditions for 24 and 48 h. The staphylococci bio 
film producer strains formed black colonies, while the non-bio film 
producer strains formed red colonies. The stains were incubated at 
35 °C under microaerophilic conditions and were evaluated after 24 
and 48 h [14]. 

 
Plant material 
 
The plant materials were studied following its large use in Algerian 
culinary and its potential medicinal uses. The plant used in this 
study consisted by Thymus capitatus, collected during spring 
season from the region of Safsaf (Mostaganem, Algeria), 
Artemisisa herba alba (Asso) from the region of Saida, Algeria. The 
identification of the different plant studied was done at Microbiology 
and vegetal biology Laboratory at Mostaganem University. The 
plants were washed with distilled water and dried at room 
temperature under shade. The dried aerial parts were powdered by 
a blender and stored away from light for further studies.  

 
Extraction procedure 
  
70% methanol (v/v), was used to extract phenolic compounds. 10% 
w/v of powdered plant material was extracted by 100 ml of solvent. 
The extraction of both plants A. herba alba and T. capitatus was 
done under reflux using methanol as solvent. The extraction was 
performed during 30 min. Centrifugation was done at 3000 rpm/ 
20min, and vacuum filtration was used to separate the liquid 
extract. The filtrates were collected and the solvent was evaporated 
at 40°C using a rotary vacuum evaporator. 

 
Total phenolic and Flavonoid content 
 
Phenolic content of the obtained extracts was determined by the 
method of Singleton and Rossi, [15]. Gallic acid concentrations 
were prepared as standard in methanol. To determine the flavonoid 
content (TFC), the aluminum chloride colorimetric assay was used 
as described by Liu et al. [16]. Quercetin was used for the 
calibration curve. The results of flavonoids content were expressed 
as mg quercetin equivalents (QE) per g. All the samples were 
analyzed in triplicate. 
 

Measurement of radical-scavenging activities 
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The antioxidant activity of the phenolic compounds used as 
antimicrobials was determined according to two procedures: 1) the 
scavenging of DPPH radical, 2) the FRAP method. The scavenging 
of DPPH radical was carried out as described by Shimada et al., 
[17]. The FRAP method (procedure 2) was conducted according to 
the procedure of Oyaizu [18]. All data were expressed from three 
assay methods. 

 
Antimicrobial activity of plant extracts 
 
Agar-well diffusion assay: The antibacterial activity of the different 
plant extracts was evaluated against five isolates of food spoilage 
Bacillus cereus and five of Staphylococcus aureus. The turbidity of 
the bacterial suspensions was adjusted to an equivalent to 0.5 
McFarland. The agar-well diffusion assay was performed according 
to the recommended method of Valgas et al. [19]. A standardized 
bacterial inoculum was uniformly surface spread on a Mueller-
Hinton agar. Next, 80 μL of each plant extract dissolved in distilled 
water (10mg /ml) was added into the wells of 6 mm in diameter, the 
plates were incubated at 30°C for 24h and the measure of the 
diameter of inhibition zones was done. Well containing the solvent 
and water only were used as controls. All tests were done in 
triplicate. 
 

Effect of plant extracts on the adherence and plank 
tonic growth of B. cereus and S. aureus 
 
This test was used to detect the ability of bacteria to adhere to 
smooth surface (glass tubes), and to evaluate the effect of A. herba 
alba and T. capitatus extracts on the adherence and planktonic 
growth of the tested strains. The test was done by cultivation the 
tested bacteria in glass tubes containing (2ml) of Trypticase soy 
broth (TSB) with 200µl of the different concentrations of plant 
extracts (10µL-200µL) obtained after dilution of a solution stock 
(2mg/ml) of each plant extract. The control tube contains (2ml) of 
TSB without extracts. All the tubes were incubated for 24 h at 
37°C. After incubation, the absorbance of the bacterial 
suspensions was read at 600 nm. After that, the contents of tubes 
were removed and tubes were stained by adding (2 ml) of 0.1% 
crystal violet for 30 minutes, then the effect of plant extracts on 
adhering bacteria was seen. Slime production was visible through a 

film that occurred on tube walls. After 30 minutes, the dye was 
removed and the wells were washed thoroughly, 2 ml of 95% 
ethanol was added and incubated for 15 minutes. The reaction 
mixture was read at 595 nm. [20]. 
 

Statistical analysis 
 
All the experiments were carried out in triplicate. The data were 
analysed by ANOVA. The IC50 values were calculated from linear 
regression analysis. Correlations between variables were 
established by excel. 

 
Results 
 

Isolation and identification of the isolated Bacillus 
cereus and S. aureus strains 
 
24 isolates of B. cereus and 18 of S. aureus were selected after 
screening of their ability of resistance to penicillin G and other 
antibiotics (data not shown). 5 isolates of each genus showing high 
resistance to the different antibiotics were selected for this study. 
The colonies of isolated B. cereus bacteria were big waxy white or 
gray, surrounded by an opacity zone. Unable to catabolize mannitol 
when cultured on MYP agar. The isolates were gram positive rods. 
Motile, and grow positively in 7% NaCl but could not grow at 50°C. 
(Table 1). While, the colonies of S. aureus isolates were black with 
an opacity zone, all Staphylococcus aureus isolates were found 
able to ferment mannitol sugar and positive to coagulase, and 12 
strains (66,66%) of S. aureus were able to form biofilm when were 
cultivated on CRA agar. The isolates were gram positive cocci not 
motile and were able to grow in 7, 5 % NaCl (Chapman agar). The 
presence of S. aureus in these samples was determined by plating 
on BP agar, followed by confirmation via biochemical tests. (Table 
2). The identification of the above species was confirmed by API 20 
E and API Staph system as recommended by bergy’s manual. All 
Bacillus cereus and S. aureus stains were beta-hemolytic 
producing phospholipase C, amylase and caseinase. The obtained 
results indicate that the studied Bacillus cereus and S. aureus 
strains are currying a level of toxicity and virulence. 
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Table 1: Identification of isolates of food spoilage Bacillus cereus 

 
 

Table 2: Identification of isolates of food spoilage Staphylococcus aureus 

 

Total phenolic and Flavonoid content 
 
The results in figure (1) show the extraction yield of total phenols 
and flavonoid from the different plant extracts. This yield increase  

 
with the increase of the concentration of the extracts used in this 
study and A. herba alba represents the highest content of 
polyphenols and flavonoids (161, 64 mg/g and 16,83mg /g) 
followed by T. capitatus (131, 48 mg/g and 14,96). 
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Figure 1.Total phenolic content (a) and flavonoid content (b) of T. capitatus and A. herba alba’ extracts. 

 

Measurement of radical-scavenging activities 
 
To evaluate the antioxidant activity, two methods were used DPPH 
and FRAP. For the first method and in comparison with ascorbic 
acid (AA) as positive control, it was found that methanolic extract of 
A. herba alba represented the highest DPPH scavenging activity 
(91, 65% +0,001), this value was significantly different from T. 
capitatus extracts which represent 80,13%+ 0,027. (Figure. 
2).These values were lower than those obtained by ascorbic acid 
(positive control) which represent 91, 79%. IC 50 values obtained 

for the investigated plant extracts, methanolic extract of A. herba 
alba was found to be 2, 35 mg/ml while T. capitatus extracts was 
13,62 mg/ml and ascorbic acid represent a value of 12,21 mg/ml. 
The results indicate that the scavenging ability of methanolic 
extract of A. herba alba (Asso) on DPPH radical was strong. The 
results of FRAP method confirmed those obtained by DPPH assay 
and the extract of A. herba alba (Asso) represented the highest 
values of DO (0, 16-1, 13) at 700 nm (Figure 3). These results were 
correlated with the results of phenolic contents. 

 

 
 

Figure 2.Scavenging ability of different plant extracts. 
 

 
Figure 3.Reducing power of plant extracts. 
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Antimicrobial activity of plant extracts (Agar-well 
diffusion assay) 
 
The results of antibacterial activity against strains of Bacillus cereus 
and S. aureus are illustrated in figure 4. The inhibition zones of 

bacterial strains obtained by the A. herba alba extract were in the 
range of 10,33+0,05 to 12,66+0,05 ± 1 mm, which was significantly 
different from those obtained by a T. capitatus extracts with 7+0,05 
to 9+0,05, respectively. It can be observed that the extracts studied 
possessed an inhibitory effect on all tested strains, depending on 
plant extracts and amounts of phenolic compounds. 
 

 
 
Figure 4. Antimicrobial activity of T. capitatus (a) and Artemesia herba alba(b) extracts against isolates of Bacillus cereus  and Staphylococcus 
aureus. 
 

Effect of plant extracts on the adherence and planktonic 
growth of B. cereus and S. aureus 
 
According to the obtained results we found that both methanolic 
extracts Thymus capitatus and Artemesia herba-alba inhibited 
bacterial growth of different isolates of the two species studied. The 
results presented in the figure (5 and 6) showed that in the case of 
low concentrations (0.5 mg / ml) of the tested extracts, a small 
decrease in bacterial growth of Bacillus cereus and Staphylococcus 
aureus strains (OD 1.12 to 1.09) and (OD of 1.54 to 0.75), 
respectively, was observed by the Thymus capitatus extract. About 
Artemisia herba- alba the OD values obtained are 1.21 to 1.12 for 
Bacillus cereus, and 1.09 to 0.75 for Staphylococcus aureus. A 
significant reduction in bacterial biomass formed by the two strains 
studied was observed in the presence of methanol extracts of 
Thymus capitatus and Artemisia herba alba at a concentration of 2 
mg/ ml. From the results obtained in the inhibition of bacterial 
growth of Staphylococcus aureus and B. cereus by the two plant 
extracts, we found that these inhibition differ from strain to another. 
The results presented in the figures 7 and 8 have shown that 
biofilm formation decreases with the increase of the concentration 
of methanolic extracts of Thymus capitatus and Artemesia herba-
alba, except for BFMG16, BPTS1, SVLY3 and SSEM4 strains that 
the bacterial biofilm grew in the presence of plant extracts studied, 
which explains that these strains are resistant to our extracts 
tested. The antibiofilm activity of Artemisia herba-alba extract was 

higher on both bacterial species than the extract of Thymus 
capitatus. We tested by the method of crystal violet the capacity of 
ten (10) different strains of our cohort belonging to Bacillus cereus 
and Staphylococcus aureus to form in vitro bacterial bio films in the 
presence of extracts from Thymus capitatus and Artemisia herba-
alba. For inhibiting biofilm formation most of the tested bacterial 
strains was lower in the case of the concentration (0.5 mg / ml) 
and for Bacillus cereus strains, the percentage inhibition obtained 
for the extract Thymus capitatus was 7.19 up to 22.48% for the 
Artemisia herba-alba was 23.41 to 40.10%. The percentage of 
biofilm formation inhibition obtained with the extract of the plant 
Thymus capitatus against the growth of Staphylococcus aureus is 
10, 20% to 56.75% for the extract of Artemisia herba-alba the 
values obtained are 1.13% up to 34.59%. At high concentrations (2 
mg/ ml), the percent of inhibition of biofilm formation was raised to 
extract Thymus capitatus was 26, 02% up to 50.33%, while the 
Artemisia herba-alba represented a percentage of inhibition of 
38.82% to 59.42% vis-a- vis the various Bacillus cereus isolates. 
On Staphylococcus aureus strains were less sensitive to different 
concentrations of both methanolic extracts tested. The percentage 
inhibition obtained with the extract of Thymus capitatus was 
21.12% to 67.07%, and 13.59% up to 47.53% were obtained by the 
extract of Artemisia herba-alba. All these results showed that the 
percentage of inhibition of biofilm formation by both extracts of the 
test plants, increases with increasing the concentration of the 
methanol extract of each plant extract of Artemisia herba-alba was 
more effective at inhibiting biofilm formation than Thymus capitatus. 
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Figure 5.Inhibition of planktonic growth of Bacillus cereus by methanolic extract of Artemisia herba-alba and Thymus capitatus. 

 

 
Figure 6. Inhibition of planktonic growth of Staphylococcus aureus by methanolic extract of Artemisia herba alba and Thymus capitatus. 
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Figure 7. % Inhibition of mature bio films of Staphylococcus aureus(a) and Bacillus cereus(b) by the methanolic extract of Thymus capitatus. 

 

 
Figure 8. % Inhibition of mature bio films of Staphylococcus aureus(a) and Bacillus cereus(b) by the methanolic extract of Artemisia herba-alba. 

 

Discussion 
 
Spices are important vectors for various microorganisms 
implicating possible health problems for consumers as well as 
quality and shelf-life problems for foods. Studies on the 
microbiological quality of spices demonstrated profiles of micro-
organisms, including total heterotrophs, Bacillus cereus, 
Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 
Salmonella and Shigella [21, 22]. Meat and milk products are found 
to be among the most frequently involved matrices during 
outbreaks of food poisoning [23, 24]. 13 staph enterotoxins foods 
that have been frequently incriminated in staphylococcal 
intoxication include meat and meat products, poultry and egg 
products, milk and dairy products, bakery products, particularly 
cream filled pastries and cakes salads, , and sandwich fillings [25, 
26]. B. cereus is an important underestimated foodborne pathogen 
that is ubiquitous in the environment [27]. The contamination of milk 
and other dairy products with B. cereus is a common problem due 
to its effect on the quality of the products and the potential health 
hazards of the presence of toxigenic strains [28]. The pathogenicity 
of foodborne S. aureus is associated with the ability of some strains 
to produce enterotoxins [23]. The resistance to antimicrobials, 
particularly to b-lactam antibiotics, has also raised high concern as 

an emerging problem in the food environment [29]. According to the 
results of the present study, most B. cereus group strains produced 
extracellular enzymes, such as protease, lipase, lecithinase, 
gelatinase and amylase. In Italy, Cosentino et al. [30] reported that 
nearly all strains with their origin in dairy products origin showed a 
strong enzymatic activity by hydrolyzing casein, gelatin, starch, and 
olive oil. In addition, Molva et al. [31] noted that most of B. cereus 
and B. thuringiensis strains from cheese samples were found to 
produce lecithinase, gelatinase, lipase and protease. In another 
survey, De Jonghe et al. [32] investigated the production of the 
spoilage enzymes that adversely affect milk quality among the 
Bacillus species. Bacillus strains were strongly proteolytic and 
lipolytic, but lecithinase activity seems to be the less abundant trait 
Pathogenic staphylococci are commonly identified by their ability to 
produce coagulase, and thus clot blood [33]. Following Ross et al. 
[35], a great number of phenolic compounds can be obtained by 
methanol extraction such as phenolic acids, flavanons, flavanols, 
anthocyanins, catechins, and procyanidins. The quantification of 
the total phenolic content in the extracts showed that the aqueous 
mixtures at 70% solvent and in comparison with pure solvents, 
were more effective to extract the phenolic compounds. [36]. In 
fact, recent studies showed that many flavonoids and related 
polyphenols contribute significantly to the total antioxidant activity 
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of many medicinal plants [37]. Thus, our data support conclusions 
of others who attributed antioxidant activities to the presence of 
phenolic compounds in thyme [38, 39]. Recent studies showed that 
natural antioxidants such as polyphenols are often added to foods 
to stabilize them and prevent off-flavour development and 
considerable interest for their potential role as functional foods or 
nutraceuticals [40]. In fact, it has been found that antioxidant 
molecules such as polyphenols, flavonoids, and tannins reduce and 
discolour DPPH due to their hydrogen donating ability [41]. These 
results may be due to hydroxyl groups existing in the chemical 
structure of phenolic compounds from T. capitatus extracts that can 
provide the necessary component as a radical scavenger [42, 43, 
44]. Thymol is a natural phenolic monoterpene, known for its 
antioxidant [45] and anti- inflammatory [46] properties. It also has a 
significant effect against several pathogens such as bacteria [47]. 
Phenolic compounds were reported to be very strong antioxidants 
[48]. The correlation between antioxidant activity and total phenol 
contents has been largely studied in different food products. [49]. It 
has been reported that amount of total phenolic compounds in 
Aseteraceae varieties is higher than in other families. Indeed, 
amounts of total phenolic compounds in extracts of plants we 
tested were higher compared to what was reported in other plants 
[34]. Interestingly, the amounts of total phenolics and flavonoids in 
A. herba-alba extract were higher compared to what was found 
elsewhere [50]. Al Mustafa and Al Thunibat [51] found a phenolic 
amount in methanolic extracts from A. herba-alba shoots fourfold 
lower that what we measured. These differences may be due to 
variability of phenolic metabolism in different A. herba-alba organs, 
but also to differences in climate conditions (hot temperature, high 
solar exposure, dryness, short growing season) between Central 
Tunisia and other countries. It was reported that Artemisia herba-
alba has a weaker antibacterial activity than the related species of 
Artemisia [52, 53]. Antibacterial activities of flavonoids were 
described previously [54]. Various plant products, particularly 
spices and extracts of various herbal plants were widely utilized as 
natural antimicrobials and antioxidants [55]. The demand of these 
herbal products is increasing because of their antimicrobial activity 
against many human as well as animal pathogens [56]. In clinical 
and foodborne pathogenesis bio film associated infection is known 

as a trigger to chronic diseases, food spoilage. Even dairy and 
refrigerated food spoilage was also created by the bacterial bio film. 
[57, 58]. Developed studies are demonstrating that there is a 
biological rationale between quorum sensing and bio film which 
work on a coordinate manner leading to spoilage. [59]. Adhesion 
and bio film formation are also important virulence factors in S. 
aureus since they promote the colonization of food environments 
[60]. In fact, bio films formed on food processing surfaces enhance 
the tolerance to disinfectants, thereby increasing the risk of cross-
contamination of food. Of note, bio film formation by S. aureus can 
be enhanced by some processing conditions used in the food 
industry, such as a suboptimal growth temperature or the combined 
presence of salt and glucose [61]. 
 

Conclusion 
 
The contamination level of food contact surfaces with S. aureus 
suggests that the handling of livestock as well as cleaning and 
disinfection of food industry facilities must be improved. In this 
respect, it must be pointed out that all isolates showed the potential 
ability to form bio films, which may allow them to adhere to different 
food contact surfaces. These bio films could be a potential source 
of food contamination, likely due to an unsatisfactory application of 
disinfectants against bio film-associated cells. In addition, food 
industry surfaces seemed to be a reservoir for other food 
pathogenic bacteria as well as for some food spoilage 
microorganisms coexisting with S. aureus. In turn, the presence of 
S. aureus in mixed-species bio films could also enhance the 
colonization and persistence of this bacterium in the food 
environment. These results therefore point toward the need to 
improve hygiene conditions during the production of food. 
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