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Decarhoxylase activity of Bacillus licheniformis
and her influenced by temperature and
duration of cultivation

Abstrakt

Pasobenim bakterialnich dekarboxylas na volné
aminokyseliny vznikaji biogenni aminy. Biogenni aminy
jsou nizkomolekularni dusikaté baze vyznamné v nizkych
koncentracich pro fyziologické procesy ve vSech Zivych
organismech. V nadlimitnich koncentracich vSak mohou
mit na lidsky organismus negativni vliv. Cilem prace bylo
charakterizovat dekarboxylasovou aktivitu Bacillus
licheniformis izolovaného ze vzorkG mléka. Mikroor-
ganismy byly inokulovany do zkumavek s diagnostickym
médiem. Testovany byly tyto aminokyseliny: arginin, lysin,
ornithin, phenylalanin, histidin, tyrosin a tryptofan pfi
teplotach 6, 25, 30 a 37 °C. Inkubace mikroorganismt
probihala po dobu 10 dnti, pficemz kazdy den byly vizual-
né zjiSfovany vysledky jejich dekarboxylasové aktivity
pomoci barevné reakce. VSechny testované mikroorganis-
my vykéazaly pozitivni dekarboxylasovou aktivitu
s tyrosinem, kterd byla regulovana teplotou a ovlivnéna
dobou kultivace.

Klicova slova: Bacillus licheniformis, dekarboxylasova
aktivita

Abstract

The activity of decarboxylase with amino-acids leads
to the formation of biogenic amines. Biogenic amines,
i.e. nitrogenous low-molecular organic bases are impor-
tant in low concentration for physiological processes in
all live organisms. However, they may have toxicological
effects on humans when consumed in food in high
amounts. The purpose of our experiments was to
determine decarboxylase activity (DA) of Bacillus
licheniformis isolated from milk. Microorganisms were
inoculated in test-tubes with diagnostic medium. Tested

amino-acids were arginine, lysine, ornithine, phenylal-
nine, histidine, tyrosine, tryptophane at the temperature
of 6, 25, 30 a 37 °C. Incubation of microorganisms was
carried out of 10 days and each day the results of the
decarboxylase activity were visually detected using the
color reaction. All of tested microorganisms showed sig-
nificant activity of decarboxylase with tyrosine which
was regulated by temperature and influenced by duration
of cultivation.
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Uvod

Pisobenim dekarboxylas na volné aminokyseliny
vznikaji biogenni aminy. Biogenni aminy jsou pfitomny ve
vSech Zivych organismech a jsou pro organismus nepostra-
datelné. V nadlimitnich koncentracich v§ak mohou mit na
organismus negativni vliv. V potravinach a krmivech pred-
stavuji biogenni aminy jedny z neZzadoucich zplodin
konec¢ného rozkladu bilkovin. Z hlediska potravin a vyzivy
je rozhodujici cestou vzniku biogennich aminti dekarboxy-
lace prirozenych aminokyselin ptisobenim enzymi nékte-
rych bakterii. Mezi bakterie, které se mohou vyskytnout
v mléce a mléénych vyrobcich, mohou produkovat dekar-
boxylasy a podilet se tak na jejich vzniku, patii napt. druhy
rodu Bacillus, Citrobacter, Clostridium, Escherichia,
Klebsiella, Pseudomonas, Shigella, Salmonella, Lacto-
bacillus, Streptococcus a Enterococcus.'

Dekarboxylace je déj, kdy se odbourdvd karboxylova
skupina - COOH a vytvifi se oxid uhlicity, i¢inny enzym
se pak nazyva dekarboxylasa.” Tvorba biogennich amint je
slozity proces zavisly na mnoha faktorech, jejichz identi-
fikace je obtizna.” Vznik a mnozstvi biogennich amind
v potravinach nebo potravinarskych surovinich lze tedy
ovlivnit omezenim bakterialniho rtistu nebo inhibici aktivi-
ty pfislusnych enzymi pusobenim fady faktorti. K nej-
vyznamnéjSim patii teplota, aktivita vody, pH, doba
skladovéni, obsah soli, redox potencidl. Teplota prostiedi
vyznamné ovliviiuje enzymatickou aktivitu mikroorganis-
mu a tim samozfejmé i vznik biogennich amind. Obecné
plati, Ze produkce biogennich aminl je umérna teploté
a dobé skladovani. Teplota skladovani mtiZe ovlivnit obsah
biogennich amint v potravinach.*

Bacillus licheniformis je fakultativné anaerobni, Gram-
pozitivni, pohybliva, sporulujici ty¢inka 0,6-0,8 x 1,5-3,0 um
velka, vyskytujici se jednotlivé v parech nebo fetizcich.
Teplota rustu se pohybuje v rozmezi od 15 °C do 50-55 °C
(u izolath z geotermalniho prostredi az 68 °C). Optimalni
pH rtstu je mezi 5,7 az 6,8. Roste i pii 7 % NaCl. Je obvyk-
le arginindihydrolasa pozitivni, fenylalanin nedeaminuje,
lysin ani ornitin nedekarboxyluje.” B. licheniformis patii
mezi bacily s menS$i proteolytickou aktivitou.® Spolu
S B. cereus, B. subtilis a dalSimi druhy je B. licheniformis
castym kontaminantem syrového i tepelné oSetfeného
mléka a mlécnych vyrobkl.”® B. licheniformis mize byt
puvodcem enterotoxikos a septickych stavi.” Primyslové
muze byt vyuZit k produkei antibiotik."
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Stanoveni dekarboxylasové aktivity mikroorganismu lze
provadét riznymi zptsoby. V prubéhu casu byla k tomuto
ucelu vytvorena tada postupti a médii. Jde o pomérné
jednoduché metody vyuzivajici ke stanoveni tvorby bio-
gennich aminl média obsahujici pH indikator napft.
bromkresolpurpur.'->** Pfi dekarboxylaci aminokyselin
odstépi prislusna dekarboxylasa z karboxylové skupiny
aminokyseliny CO, za vzniku alkalického aminu a pozi-
tivni vysledek se projevi zménou zbarveni indikatoru, coz
je zpusobeno zménou pH." Rychlé screeningové metody
mohou byt omezené citlivosti v detekci produkce biogen-
nich amind, kterd vede k protikladnym vysledkim.
Nezanedbatelna je pfitomnost faleSné pozitivnich a falesSné
negativnich kmenti. Z téchto divodi musi byt produkce
biogennich amind potvrzena analytickymi kvantitativnimi
metodami. Navic zdporné nebo pozitivni odpoveédi ve
screeningovych médiich nutné neznamenaji podobné
chovani v potravinach.” I pres zfejmé nevyhody je metoda
testovani dekarboxylasové aktivity pomoci barevnych
zmén vhodna pro relativné rychlé a levné zjisténi schop-
nosti mikroorganisma tvorit biogenni aminy.

Cilem prace bylo charakterizovat dekarboxylasovou
aktivitu u Bacillus licheniformis izolovanych z mléka.

Material a metody

Princip: pii dekarboxylaci aminokyseliny obsazené
v diagnostickém médiu odstépi pfislusna dekarboxylasa
z karboxylové skupiny aminokyseliny CO, za vzniku alka-
lického aminu. Pozitivni vysledek se pak projevi zménou
zbarveni indikatoru zpisobené zménou pH.

Postup: pro izolaci B. licheniformis byl pouzit MYP
Agar doplnény Egg Yolk emulzi a Polymyxin B sulfatem
(HiMedia). Kultivace probihala pfi 30 °C. Izolované
kolonie byly vyockovany na PCA with skimmed milk
(Biokar Diagnostics) a inkubovany pii 30 °C 24 hodin.
Sterilni zkumavky 80 x 10 mm byly plnény 1 ml diagnos-
tické pudy ", zality 0,5 ml parafinového oleje a sterili-
zovany 15 min. pfi 121 °C. Do takto pfipravenych
zkumavek byla ockovaci klickou inokulovana 24 hodinova
mikrobidlni kultura. Testovano bylo 20 izolath B. licheni-
formis ziskanych z mléka z Vyzkumného tstavu pro chov
skotu, s.r.o., Rapotin (viz Tab. 1). Inkubace zkumavek
probihala pfi 6, 25, 30 a 37 °C po dobu 10 dnt, v jejichz
pribéhu byly hodnoceny barevné zmény v disledku tvorby
alkalického aminu. Pro testovani bylo pouzito 7 aminoky-
selin: lysin (LYS), arginin (ARG), ornithin (ORN), pheny-
lalanin (PHE), histidin (HIS), tyrosin (TYR) a tryptofan
(TRP).

Vysledky a diskuse

V pribéhu 10 dnt bylo pfi teplotach 6, 25, 30 a 37 °C
testovano 20 izolath Bacillus licheniformis ziskanych
z mléka (viz Tab.1). Po 10 dnech inkubace byly zjistény
nasledujici vysledky (Tab. 2, 3, 4). Kultivaci pfi 6 °C neby-
la ani u jednoho z testovanych izolath zjisténa dekarboxy-

Tab. 1 Testované izolaty

izolat ¢. Ra- izolace druh
bakterie

B. licheniformis
B. licheniformis
B. licheniformis
B. licheniformis
B. licheniformis

€.  potin
1Bl 296 miéko | kvéten
2Bl 299 migko | kvéten

Trnov kravin
Rychly Pavel
Ujezd dojirna |
cisterna Bohemilk
Bure$ Jan Pisty

3BI 300 mléko | kvéten
4BI 306 mléko | kvéten
5BI 311 miéko | kvéten

6BI 313 miéko | kvéten Medvédice B. licheniformis
78I 314 miéko | kvéten firma Klapy B. licheniformis
8Bl 315 miéko | kvéten Brejcha Véaclav | B. licheniformis
98BI 316 miéko | kvéten linka 2 B. licheniformis
10BI 318 miéko | kvéten linka 4 B. licheniformis

11BI 320 miéko | kvéten | Premysl Brodsky | B. licheniformis
12BI 326 miéko | kvéten Sedivec Il B. licheniformis
13BI 327 miéko | kvéten |kravin Dolni Sloupnice| B. licheniformis

14BI 334 miéko | kvéten Opatovec B. licheniformis
15BI 335 miéko | kvéten cisterna 9 B. licheniformis
168l 346 miéko | kvéten cisterna 2 B. licheniformis
178I 353 miéko | kvéten Hostice Il B. licheniformis
18BI 354 miéko | kvéten Hostice IV B. licheniformis

19BI 355 miéko | kvéten | Ing. DiviSova BlaZena | B. licheniformis
208l 374 miéko | kvéten Fa. Chlumek B. licheniformis

lasova aktivita. S ohledem na moZnou produkci biogennich
aminu lze tedy tuto teplotu povazovat za vyhovujici pro
uchovavani mléka a mléénych vyrobki. Dekarboxylasova
aktivita byla prokazéana pfi kultivaci ve 25 °C u 13 izolat
(tyrosin), ve 30 °C u 18 izolatil pro tyrosin, 4 pro ornitin,
2 pro phenylalanin, a 1 pro arginin a ve 37 °C u 20 izolat
pro tyrosin, 6 pro tryptofan, 5 pro ornitin, 4 pro phenyla-
lanin a 1 izolatu pro lysin, pfiemZ prvni pozitivni reakce
byly zaznamenany jiz po 48 h kultivace. Z vysledk je ziej-
mé, Ze dekarboxylasova aktivita rostla pfimo umérné

Tab. 2 Intenzita reakci 10. den pfi 25 °C

izolaté. LYS ARG ORN PHE HIS TYR TRP
1B 0 0 0 0 0 1 0
2Bl 0 0 0 0 0 1 0
3B 0 0 0 0 0 1 0
4Bl 0 0 0 0 0 1 0
5Bl 0 0 0 0 0 2 0
6BI 0 0 0 0 0 1 0
Bl 0 0 0 0 0 2,5 0
8Bl 0 0 0 0 0 1,5 0
9Bl 0 0 0 0 0 2 0
10BI 0 0 0 0 0 2 0
118l 0 0 0 0 0 1 0
128l 0 0 0 0 0 1,5 0
138l 0 0 0 0 0 05 0
14BI 0 0 0 0 0 0 0
158l 0 0 0 0 0 0 0
16BI 0 0 0 0 0 0 0
178BI 0 0 0 0 0 0 0
188l 0 0 0 0 0 0 0
198l 0 0 0 0 0 0 0
208l 0 0 0 0 0 0 0

Vysvétlivky: LYS - lysin, ARG - arginin, ORN - ornithin, PHE - fenylalanin, HIS - histidin,
TYR - tyrosin, TRP - tryptofan, 0 - 3 intenzita reakce
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Tab. 3 Intenzita reakci 10. den pfi 30 °C

izolaté. LYS ARG ORN PHE HIS TYR TRP
1Bl 0 0 05 0 0 1 0
2Bl 0 0 0 0,5 0 2 0
3Bl 0 0 0 0 0 0,5 0
4Bl 0 0 0 0 0 2 0
5BI 0 0 0 0 0 2 0
6Bl 0 0 0 0 0 2 0
7Bl 0 0 0 0 0 1 0
8Bl 0 1 05 0 0 2 0
9Bl 0 0 0 0 0 2 0
108l 0 0 1 0 0 2 0
118l 0 0 0 0 0 2,5 0
128l 0 0 0 0 0 2 0
138l 0 0 05 05 0 3 0
148l 0 0 0 0 0 05 0
158l 0 0 0 0 0 0,5 0
16BI 0 0 0 0 0 1 0
178l 0 0 0 0 0 0 0
188l 0 0 0 0 0 0,5 0
198l 0 0 0 0 0 0 0
208l 0 0 0 0 0 05 0

Tab. 4 Intenzita reakci 10. den pfi 37 °C
izolaté. LYS ARG ORN PHE HIS TYR TRP

1Bl 0 0 0 0 0 3 0
2Bl 0 0 0,5 0 0 2,5 0
3Bl 0 0 0 0 0 3 0
4Bl 0 0 0 0 0 2,5 0
5BI 0 0 0 0 0 1 0
6Bl 0 0 0 0 0 3 0
7Bl 0 0 3 1 0 3 0
8Bl 0 0 1 0 0 3 0
9Bl 0 0 0 0 0 2 0
108l 0 0 0 0 0 2,5 0
118l 0 0 0 0 0 3 0
128l 0 0 0 0 0 3 0
138l 1 0 1 05 0 2,5 05
148l 0 0 0 0 0 2 0
158l 0 0 0 0 0 2,5 1
168l 0 0 0 0 0 2 3
178l 0 0 05 1 0 1 2
188l 0 0 0 0 0 1 0
198l 0 0 0 1,5 0 2 2
208l 0 0 0 0 0 1 2

Vysvétlivky: LYS - lysin, ARG - arginin, ORN - ornithin, PHE - fenylalanin, HIS - histidin, TYR - tyrosin, TRP - tryptofan, 0 - 3 intenzita reakce

s rastem teploty kultivace. Kuptikladu Bacillus macerans
izolovany z italského syra byl schopen produkovat histamin
pii 43, 37, 30, 22 a 4 °C, ale nejvyssi produkce bylo
dosazeno pfi maximalnim ristu bakterii za 30 °C."” V mo-
delovém piipadu pii skladovani trvanlivého polotu¢ného
mléka ve 4 °C nebyla u B. licheniformis zaznamenana pro-
teolyza, pfi skladovani ve 24 °C byl po tfech tydnech
zjiStén pokles obsahu bilkovin a zvySeni mnozstvi volného
tyrosinu.'® Zvétsujici se pocet izolata B. licheniformis
vykazujici dekarboxylasovou aktivitu tedy odpovida teplot-
nim narokiim. Ze sedmi testovanych aminokyselin bylo
nejvice pozitivnich reakci zjisténo u tyrosinu. 10. den kul-
tivace byla dekarboxylasova aktivita pro tuto aminoky-
selinu zjisténa u 13 izolatd kultivovanych pri 25 °C,
18 izolati pii 30 °C a 20 izolata pti 37 °C, pri této teploté
byly reakce azZ na vyjimky nejintenzivnéjsi (Obr. 1). Prvni
pozitivni reakce u nékterych izolatd byly zjiSt€ny jiZz po
48 h kultivace. Intenzita reakci se s dobou kultivace zvySo-
vala jak je patrné napiiklad u izolatu 11Bl (Obr. 2).

Obr. 1 Intenzita reakci dekarboxylace tyrosinu 10. den pfi
teplotdch 6, 25, 30 a 37 °C

Obr. 2 Pribéh dekarboxylace tyrosinu u izolégtu 11BI
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Dekarboxylasova aktivita byla dale zjisténa u tryptofanu,
ale pouze u 6 izolati kultivovanych pii 37 °C. Schopnost
dekarboxylovat aminokyseliny byla zjiSt€na rovnéz u néko-
lika malo izolat pro fenylalanin (6) a ornithin (9) - kulti-
vace pii 30 a 37 °C, jedna slaba pozitivni reakce pro arginin
byla zjiSténa u izolatu 8BI (pfi 30 °C) a u izolatu 13BI pro
lysin (pfi 37 °C). ProtoZe B. licheniformis lysin ani ornithin
nedekarboxyluje’, mize se v ptipadech, kdy byla u téchto
aminokyselin zaznamendna pozitivni reakce jednat
o reakce faleSné pozitivni, které se mohou nékdy vyskyt-
nout.” Ve vétSiné nami zjiSténych piipadd §lo o slabé
reakce. U histidinu nebyla dekarboxylasova aktivita zjisté-
na u zadného izoldtu. Podobné vysledky byly rovnéz
zjistény u 7 testovanych izolatd Bacillus licheniformis."”
Teplota prostredi tedy vyznamné ovliviluje enzymatickou
aktivitu mikroorganismi a tim samozfejmé i vznik biogen-
nich amintl. Obecné plati, Ze produkce biogennich amind je
umérnd teploté a dobé skladovani.

Z vysledki testovani vyplyva, Ze pokud by mléko nebo
mlééné vyrobky byly kontaminovany testovanymi izolaty
B. licheniformis, mohly by se tyto bakterie podilet na tvor-
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bé biogennich amint a to pfedev§im na tvorbé tyraminu.
Koncentrace biogennich amint vcéetné tyraminu nebyvaji
v Cerstvém mléce a nefermentovanych mlécnych vyrobcich
vysoké (méné jak 1 mg/kg)." U syri mize byt naopak
mnoZstvi biogennich amintl, pfedevSim tyraminu a hista-
minu, vysoké.

Zaver

Z vysledku testovani lze vyvodit néasledujici zavery.
U testovanych izolatd Bacillus licheniformis byla prokaza-
na dekarboxylasova aktivita a to pfedevsim pro tyrosin. Na
dekarboxylasovou aktivitu ma vyznamny vliv teplota
a doba kultivace. Se vzrustajici teplotou a délkou kultivace
se dekarboxylasové aktivita a tedy i moZzna produkce bio-
gennich amind zvySuje. Rychlé screeningové metody
mohou byt omezené citlivosti v detekci produkce biogen-
nich amind, kterd vede k protikladnym vysledkim.
Nezanedbatelnd je pritomnost faleSné pozitivnich a faleSné
negativnich vysledki. Z téchto divodd by méla byt
produkce biogennich amint potvrzena analytickymi kvan-
titativnimi metodami. Otazkou zustava, zda se tato labora-
torné stanovend aktivita projevi i v podminkach vyroby
potravin, kde jsou mikroorganismy ovliviioviny mnoha
faktory.
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