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

Abstrakt

Působením bakteriálních dekarboxylas na volné
aminokyseliny vznikají biogenní aminy. Biogenní aminy
jsou nízkomolekulární dusíkaté báze významné v nízkých
koncentracích pro fyziologické procesy ve všech živých
organismech. V nadlimitních koncentracích však mohou
mít na lidský organismus negativní vliv. Cílem práce bylo
charakterizovat dekarboxylasovou aktivitu Bacillus
licheniformis izolovaného ze vzorků mléka. Mikroor-
ganismy byly inokulovány do zkumavek s diagnostickým
médiem. Testovány byly tyto aminokyseliny: arginin, lysin,
ornithin, phenylalanin, histidin, tyrosin a tryptofan při
teplotách 6, 25, 30 a 37 °C. Inkubace mikroorganismů
probíhala po dobu 10 dnů, přičemž každý den byly vizuál-
ně zjišťovány výsledky jejich dekarboxylasové aktivity
pomocí barevné reakce. Všechny testované mikroorganis-
my vykázaly pozitivní dekarboxylasovou aktivitu
s tyrosinem, která byla regulována teplotou a ovlivněna
dobou kultivace.

Klíčová slova: Bacillus licheniformis, dekarboxylasová
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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Úvod

Působením dekarboxylas na volné aminokyseliny
vznikají biogenní aminy. Biogenní aminy jsou přítomny ve
všech živých organismech a jsou pro organismus nepostra-
datelné. V nadlimitních koncentracích však mohou mít na
organismus negativní vliv. V potravinách a krmivech před-
stavují biogenní aminy jedny z nežádoucích zplodin
konečného rozkladu bílkovin. Z hlediska potravin a výživy
je rozhodující cestou vzniku biogenních aminů dekarboxy-
lace přirozených aminokyselin působením enzymů někte-
rých bakterií. Mezi bakterie, které se mohou vyskytnout
v mléce a mléčných výrobcích, mohou produkovat dekar-
boxylasy a podílet se tak na jejich vzniku, patří např. druhy
rodu Bacillus, Citrobacter, Clostridium, Escherichia,
Klebsiella, Pseudomonas, Shigella, Salmonella, Lacto-
bacillus, Streptococcus a Enterococcus.1

Dekarboxylace je děj, kdy se odbourává karboxylová
skupina - COOH a vytváří se oxid uhličitý, účinný enzym
se pak nazývá dekarboxylasa.2 Tvorba biogenních aminů je
složitý proces závislý na mnoha faktorech, jejichž identi-
fikace je obtížná.3 Vznik a množství biogenních aminů
v potravinách nebo potravinářských surovinách lze tedy
ovlivnit omezením bakteriálního růstu nebo inhibicí aktivi-
ty příslušných enzymů působením řady faktorů. K nej-
významnějším patří teplota, aktivita vody, pH, doba
skladování, obsah solí, redox potenciál. Teplota prostředí
významně ovlivňuje enzymatickou aktivitu mikroorganis-
mů a tím samozřejmě i vznik biogenních aminů. Obecně
platí, že produkce biogenních aminů je úměrná teplotě
a době skladování. Teplota skladování může ovlivnit obsah
biogenních aminů v potravinách.4

Bacillus licheniformis je fakultativně anaerobní, Gram-
pozitivní, pohyblivá, sporulující tyčinka 0,6-0,8 x 1,5-3,0 µm
velká, vyskytující se jednotlivě v párech nebo řetízcích.
Teplota růstu se pohybuje v rozmezí od 15 °C do 50-55 °C
(u izolátů z geotermálního prostředí až 68 °C). Optimální
pH růstu je mezi 5,7 až 6,8. Roste i při 7 % NaCl. Je obvyk-
le arginindihydrolasa pozitivní, fenylalanin nedeaminuje,
lysin ani ornitin nedekarboxyluje.5 B. licheniformis patří
mezi bacily s menší proteolytickou aktivitou.6 Spolu
s B. cereus, B. subtilis a dalšími druhy je B. licheniformis
častým kontaminantem syrového i tepelně ošetřeného
mléka a mléčných výrobků.7, 8 B. licheniformis může být
původcem enterotoxikos a septických stavů.9 Průmyslově
může být využit k produkci antibiotik.10
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Stanovení dekarboxylasové aktivity mikroorganismů lze
provádět různými způsoby. V průběhu času byla k tomuto
účelu vytvořena řada postupů a médií. Jde o poměrně
jednoduché metody využívající ke stanovení tvorby bio-
genních aminů média obsahující pH indikátor např.
bromkresolpurpur.11,12,13 Při dekarboxylaci aminokyselin
odštěpí příslušná dekarboxylasa z karboxylové skupiny
aminokyseliny CO2 za vzniku alkalického aminu a pozi-
tivní výsledek se projeví změnou zbarvení indikátoru, což
je způsobeno změnou pH.14 Rychlé screeningové metody
mohou být omezené citlivostí v detekci produkce biogen-
ních aminů, která vede k protikladným výsledkům.
Nezanedbatelná je přítomnost falešně pozitivních a falešně
negativních kmenů. Z těchto důvodů musí být produkce
biogenních aminů potvrzena analytickými kvantitativními
metodami. Navíc záporné nebo pozitivní odpovědi ve
screeningových médiích nutně neznamenají podobné
chování v potravinách.13 I přes zřejmé nevýhody je metoda
testování dekarboxylasové aktivity pomocí barevných
změn vhodná pro relativně rychlé a levné zjištění schop-
nosti mikroorganismů tvořit biogenní aminy. 

Cílem práce bylo charakterizovat dekarboxylasovou
aktivitu u Bacillus licheniformis izolovaných z mléka.

Materiál a metody

Princip: při dekarboxylaci aminokyseliny obsažené
v diagnostickém médiu odštěpí příslušná dekarboxylasa
z karboxylové skupiny aminokyseliny CO2 za vzniku alka-
lického aminu. Pozitivní výsledek se pak projeví změnou
zbarvení indikátoru způsobené změnou pH. 

Postup: pro izolaci B. licheniformis byl použit MYP
Agar doplněný Egg Yolk emulzí a Polymyxin B sulfatem
(HiMedia). Kultivace probíhala při 30 °C. Izolované
kolonie byly vyočkovány na PCA with skimmed milk
(Biokar Diagnostics) a inkubovány při 30 °C 24 hodin.
Sterilní zkumavky 80 x 10 mm byly plněny 1 ml diagnos-
tické půdy 14, zality 0,5 ml parafinového oleje a sterili-
zovány 15 min. při 121 °C. Do takto připravených
zkumavek byla očkovací kličkou inokulována 24 hodinová
mikrobiální kultura. Testováno bylo 20 izolátů B. licheni-
formis získaných z mléka z Výzkumného ústavu pro chov
skotu, s.r.o., Rapotín (viz Tab. 1). Inkubace zkumavek
probíhala při 6, 25, 30 a 37 °C po dobu 10 dnů, v jejichž
průběhu byly hodnoceny barevné změny v důsledku tvorby
alkalického aminu. Pro testování bylo použito 7 aminoky-
selin: lysin (LYS), arginin (ARG), ornithin (ORN), pheny-
lalanin (PHE), histidin (HIS), tyrosin (TYR) a tryptofan
(TRP).

Výsledky a diskuse

V průběhu 10 dnů bylo při teplotách 6, 25, 30 a 37 °C
testováno 20 izolátů Bacillus licheniformis získaných
z mléka (viz Tab.1). Po 10 dnech inkubace byly zjištěny
následující výsledky (Tab. 2, 3, 4). Kultivací při 6 °C neby-
la ani u jednoho z testovaných izolátů zjištěna dekarboxy-

lasová aktivita. S ohledem na možnou produkci biogenních
aminů lze tedy tuto teplotu považovat za vyhovující pro
uchovávání mléka a mléčných výrobků. Dekarboxylasová
aktivita byla prokázána při kultivaci ve 25 °C u 13 izolátů
(tyrosin), ve 30 °C u 18 izolátů pro tyrosin, 4 pro ornitin,
2 pro phenylalanin, a 1 pro arginin a ve 37 °C u 20 izolátů
pro tyrosin, 6 pro tryptofan, 5 pro ornitin, 4 pro phenyla-
lanin a 1 izolátu pro lysin, přičemž první pozitivní reakce
byly zaznamenány již po 48 h kultivace. Z výsledků je zřej-
mé, že dekarboxylasová aktivita rostla přímo úměrně
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izolát č. Ra- izolace měsíc původ druh 
č. potín bakterie
1Bl 296 mléko květen Trnov kravín B. licheniformis

2Bl 299 mléko květen Rychlý Pavel B. licheniformis

3Bl 300 mléko květen Újezd dojírna I B. licheniformis

4Bl 306 mléko květen cisterna Bohemilk B. licheniformis

5Bl 311 mléko květen Bureš Jan Pisty B. licheniformis

6Bl 313 mléko květen Medvědice B. licheniformis

7Bl 314 mléko květen firma Klapý B. licheniformis

8Bl 315 mléko květen Brejcha Václav B. licheniformis

9Bl 316 mléko květen linka 2 B. licheniformis

10Bl 318 mléko květen linka 4 B. licheniformis

11Bl 320 mléko květen Přemysl Brodský B. licheniformis

12Bl 326 mléko květen Šedivec II B. licheniformis

13Bl 327 mléko květen kravín Dolní Sloupnice B. licheniformis

14Bl 334 mléko květen Opatovec B. licheniformis

15Bl 335 mléko květen cisterna 9 B. licheniformis

16Bl 346 mléko květen cisterna 2 B. licheniformis

17Bl 353 mléko květen Hostice II B. licheniformis

18Bl 354 mléko květen Hostice IV B. licheniformis

19Bl 355 mléko květen Ing. Divišová Blažena B. licheniformis

20Bl 374 mléko květen Fa. Chlumek B. licheniformis

Tab. 1 Testované izoláty

izolát č. LYS ARG ORN PHE HIS TYR TRP
1Bl 0 0 0 0 0 1 0
2Bl 0 0 0 0 0 1 0
3Bl 0 0 0 0 0 1 0
4Bl 0 0 0 0 0 1 0
5Bl 0 0 0 0 0 2 0
6Bl 0 0 0 0 0 1 0
7Bl 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
10Bl 0 0 0 0 0 2 0
11Bl 0 0 0 0 0 1 0
12Bl 0 0 0 0 0 1,5 0
13Bl 0 0 0 0 0 0,5 0
14Bl 0 0 0 0 0 0 0
15Bl 0 0 0 0 0 0 0
16Bl 0 0 0 0 0 0 0
17Bl 0 0 0 0 0 0 0
18Bl 0 0 0 0 0 0 0
19Bl 0 0 0 0 0 0 0
20Bl 0 0 0 0 0 0 0

Tab. 2 Intenzita reakcí 10. den při 25 °C

Vysvětlivky: LYS - lysin, ARG - arginin, ORN - ornithin, PHE - fenylalanin, HIS - histidin,
TYR - tyrosin, TRP - tryptofan, 0 - 3 intenzita reakce
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s růstem teploty kultivace. Kupříkladu Bacillus macerans
izolovaný z italského sýra byl schopen produkovat histamin
při 43, 37, 30, 22 a 4 °C, ale nejvyšší produkce bylo
dosaženo při maximálním růstu bakterií za 30 °C.15 V mo-
delovém případu při skladování trvanlivého polotučného
mléka ve 4 °C nebyla u B. licheniformis zaznamenána pro-
teolýza, při skladování ve 24 °C byl po třech týdnech
zjištěn pokles obsahu bílkovin a zvýšení množství volného
tyrosinu.16 Zvětšující se počet izolátů B. licheniformis
vykazující dekarboxylasovou aktivitu tedy odpovídá teplot-
ním nárokům. Ze sedmi testovaných aminokyselin bylo
nejvíce pozitivních reakcí zjištěno u tyrosinu. 10. den kul-
tivace byla dekarboxylasová aktivita pro tuto aminoky-
selinu zjištěna u 13 izolátů kultivovaných při 25 °C,
18 izolátů při 30 °C a 20 izolátů při 37 °C, při této teplotě
byly reakce až na výjimky nejintenzivnější (Obr. 1). První
pozitivní reakce u některých izolátů byly zjištěny již po
48 h kultivace. Intenzita reakcí se s dobou kultivace zvyšo-
vala jak je patrné například u izolátu 11Bl (Obr. 2).

Dekarboxylasová aktivita byla dále zjištěna u tryptofanu,
ale pouze u 6 izolátů kultivovaných při 37 °C. Schopnost
dekarboxylovat aminokyseliny byla zjištěna rovněž u něko-
lika málo izolátů pro fenylalanin (6) a ornithin (9) - kulti-
vace při 30 a 37 °C, jedna slabá pozitivní reakce pro arginin
byla zjištěna u izolátu 8Bl (při 30 °C) a u izolátu 13Bl pro
lysin (při 37 °C). Protože B. licheniformis lysin ani ornithin
nedekarboxyluje5, může se v případech, kdy byla u těchto
aminokyselin zaznamenána pozitivní reakce jednat
o reakce falešně pozitivní, které se mohou někdy vyskyt-
nout.13 Ve většině námi zjištěných případů šlo o slabé
reakce. U histidinu nebyla dekarboxylasová aktivita zjiště-
na u žádného izolátu. Podobné výsledky byly rovněž
zjištěny u 7 testovaných izolátů Bacillus licheniformis.17

Teplota prostředí tedy významně ovlivňuje enzymatickou
aktivitu mikroorganismů a tím samozřejmě i vznik biogen-
ních aminů. Obecně platí, že produkce biogenních aminů je
úměrná teplotě a době skladování.

Z výsledků testování vyplývá, že pokud by mléko nebo
mléčné výrobky byly kontaminovány testovanými izoláty
B. licheniformis, mohly by se tyto bakterie podílet na tvor-
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izolát č. LYS ARG ORN PHE HIS TYR TRP
1Bl 0 0 0,5 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
5Bl 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 0,5 0 0 2 0
9Bl 0 0 0 0 0 2 0

10Bl 0 0 1 0 0 2 0
11Bl 0 0 0 0 0 2,5 0
12Bl 0 0 0 0 0 2 0
13Bl 0 0 0,5 0,5 0 3 0
14Bl 0 0 0 0 0 0,5 0
15Bl 0 0 0 0 0 0,5 0
16Bl 0 0 0 0 0 1 0
17Bl 0 0 0 0 0 0 0
18Bl 0 0 0 0 0 0,5 0
19Bl 0 0 0 0 0 0 0
20Bl 0 0 0 0 0 0,5 0

Tab. 3 Intenzita reakcí 10. den při 30 °C

Obr. 1 Intenzita reakcí dekarboxylace tyrosinu 10. den při
teplotách 6, 25, 30 a 37 °C

Obr. 2 Průběh dekarboxylace tyrosinu u izolátu 11Bl

izolát č. 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
5Bl 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
10Bl 0 0 0 0 0 2,5 0
11Bl 0 0 0 0 0 3 0
12Bl 0 0 0 0 0 3 0
13Bl 1 0 1 0,5 0 2,5 0,5
14Bl 0 0 0 0 0 2 0
15Bl 0 0 0 0 0 2,5 1
16Bl 0 0 0 0 0 2 3
17Bl 0 0 0,5 1 0 1 2
18Bl 0 0 0 0 0 1 0
19Bl 0 0 0 1,5 0 2 2
20Bl 0 0 0 0 0 1 2

Tab. 4 Intenzita reakcí 10. den při 37 °C

Vysvětlivky: LYS - lysin, ARG - arginin, ORN - ornithin, PHE - fenylalanin, HIS - histidin, TYR - tyrosin, TRP - tryptofan, 0 - 3 intenzita reakce
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bě biogenních aminů a to především na tvorbě tyraminu.
Koncentrace biogenních aminů včetně tyraminu nebývají
v čerstvém mléce a nefermentovaných mléčných výrobcích
vysoké (méně jak 1 mg/kg).18 U sýrů může být naopak
množství biogenních aminů, především tyraminu a hista-
minu, vysoké. 19, 20

Závěr

Z výsledků testování lze vyvodit následující závěry.
U testovaných izolátů Bacillus licheniformis byla prokázá-
na dekarboxylasová aktivita a to především pro tyrosin. Na
dekarboxylasovou aktivitu má významný vliv teplota
a doba kultivace. Se vzrůstající teplotou a délkou kultivace
se dekarboxylasová aktivita a tedy i možná produkce bio-
genních aminů zvyšuje. Rychlé screeningové metody
mohou být omezené citlivostí v detekci produkce biogen-
ních aminů, která vede k protikladným výsledkům.
Nezanedbatelná je přítomnost falešně pozitivních a falešně
negativních výsledků. Z těchto důvodů by měla být
produkce biogenních aminů potvrzena analytickými kvan-
titativními metodami. Otázkou zůstává, zda se tato labora-
torně stanovená aktivita projeví i v podmínkách výroby
potravin, kde jsou mikroorganismy ovlivňovány mnoha
faktory.
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