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ABSTRACT

Microorganisms synthesize several monomeric chemical structures that are not
found elsewhere in nature, e.g. muramic acid (an amino sugar) and D-amino acids
(D-alanine and D-glutamic acid) are ubiquitous in bacterial peptidoglycan (PG).
Specific sugars (e.g. heptoses) and 3-hydroxylated fatty acids are found in the endo-
toxin (lipopolysaccharide, LPS) of gram-negative bacteria [42].

The best way to protect against environmental contamination is microbial
control. Methods in current use for monitoring of microorganisms mainly include
culturing and direct microscopy. However, several factors including samples collec-
tion, growth conditions, incubation temperature and interaction between different
organisms all affect culturing results.

Additionally, culturing based methods can detect only viable organisms and
they are also time consuming, sometimes taking days or weeks.

However, since both living and dead microorganisms express irritating and
toxic structures, they should all be taken into consideration [17].

Muramic acid (MuAc), an amino sugar, has been suggested for use as a chemi-
cal marker in gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) determination of
bacterial peptidoglycan in both clinical and environmental samples. Several deriva-
tives of MuAc have been applied, including the alditol acetate [1, 2], aldononitrile
[3], trifluoroacetyl [4] and trimethylsilyl [5], and methyl ester O-methyl acetate [6]
derivatives.

Both the alditol acetate and TMS derivatives have proven suitable for the use
with GC-ion-trap tandem MS [7].

The aim of our proposition is a trial of application of gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS) method as an alternative or complement to culturing, micro-
scopy and other assays for detection, characterization and monitoring of microbial
contamination of environment (e.g. water, air, air-conditioning systems), contami-
nation of biochemical and food production chain processes, packaging for food-
stuffs etc. by direct analysis of bacterial muramic acid as a biochemical marker.

A method is described for the quantitation of muramic acid, a marker of bacte-
rial peptidoglycan as trimethylsilyl (TMS) derivatives using GC/MS method.

The described methods are fast and simple, and can be applied for monitoring
of microbial contamination directly, without prior culturing, in complex environmen-
tal samples.

This method can also be applied for testing processes of cleaning and disinfec-
tion on packaging materials or on both packaging materials/foodstuffs in order to
decrease their microbial load and thus to ensure better shelf-life.

Keywords: muramic acid, peptidoglycan, gas chromatography-mass spectrometry
Stowa kluczowe: kwas muraminowy, peptydoglikan, chromatografia gazowa, spek-
trometria mas
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WSTEP

Powszechnos$¢ wystepowania bakterii w naturze oraz ogromna ich rola, sklonifa
naukowcéw do opracowania metod ich wykrywania i identyfikacji. Badanie struk-
tur chemicznych komorek bakteryjnych, poznanie ich funkcji zyciowych, pozwolito
lepiej zrozumie¢ zakres i znaczenie oddzialywania drobnoustrojéow na otaczajace
srodowisko.

Od dawna na przyklad wiadomo, ze wszystkie bakterie ostoniete s blong
komorkows. Komorki bakterii z wyjatkiem Mycoplasmatales i Archaebacterie oto-
czone s3 lezacg na zewnatrz blony, §ciang komdrkowa tworzacg szkielet zewnetrzny
decydujagcy m.in. o ksztalcie komdrki. Dodatkowo u wigkszoéci bakterii gram-
ujemnych wystepuje zewnetrzna ostona, ktorej brak u bakterii gram-dodatnich.

Sciana komérkowa odgrywa wazna role w funkcjach zyciowych bakterii. Ona
to wlasnie zawiera wiele unikalnych zwiazkéw chemicznych, bedacych sktadnikami
peptydoglikanu (PG, mureina, mukopeptyd), i lipopolisacharydu (LPS, endotok-
syna). Schemat struktury $cian komoérkowych bakterii pokazano na Rysunku 1.

lipopolisacharyd ~ O-antygen

tréjwymiarowa blona zewnetrznz
warstwa
peptydoglikanu
fosfolipid
lipoproteiria
biona blona
Cytoplazmatycma cytoplazmatyczna
fosfolipid A fosfolipid

(@) )

Rysunek 1. Schemat struktury $cian komoérkowych bakterii: gram-dodatnich (a) i gram-ujemnych (b) [8],
po modyfikacjach

Figure 1. Schematic structure of the bacterial cell wall: gram-positive (a) and gram-negative (b) [8], after
modifications

U bakterii gram-dodatnich PG jest wielowarstwowy, stanowiacy od 40% do
80% calkowitej masy komorki [9]. Natomiast cienki, jednowarstwowy peptydogli-
kan u bakterii gram-ujemnych jest dodatkowo otoczony zewnetrzng ostong zbudo-
wang z bialek oraz lipopolisacharydu (LPS). Strukture chemiczng jednej warstwy
peptydoglikanu przedstawiono na Rysunku 2.
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N-acetylo-D-glukozoamina kwas N-acetylo-D-muraminowy

CHzOH CHz0H
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Rysunek 2. Schemat struktury jednej warstwy peptydoglikanu. Gdzie: L-Ala, L-alanina; D-Glu-NH,,
D-glutamina; DAP, kwas diaminopimelinowy; D-Ala, D-alanina [10], po modyfikacjach

Figure 2. Schematic structure of one layer of peptidoglycan. Where: L-Ala, L-alanine; D-Glu-NH,,
D-glutamine, DAP, diaminepimelic acid, D-Ala, D-alanine [10], after modifications

Jest to polimer skladajacy sie z identycznych podjednostek, zawierajacy
pochodne dwoch aminocukréw: N-acetyloglukozoaminy i kwasu N-acetylomura-
minowego polaczonych ze sobg wigzaniami beta 1,4-glukozydowymi w tancuchy
kilkudziesiecioczlonowe [11]. Do grup karboksylowych kwasu N-acetylomu-
raminowego dolfaczone sg krotkie, liczgce po kilka aminokwaséw peptydy. Ich sktad
bywa rézny u roznych bakterii przy czym peptydy dwdch sgsiednich tancuchow
tacza sie ze soba z reguly poprzez kwas diaminopimelinowy (DAP) lub lizyne.

1. MARKERY CHEMICZNE BAKTERII

Zlozone makrostruktury $cian komorkowych bakterii zawierajg monome-
ryczne zwigzki chemiczne, czasem zupelnie unikalne i nie wystepujace nigdzie
indziej w naturze. W Tabeli 1 przedstawiono kilka przykladéw markeréw $cian
komorkowych bakterii.
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Tabela 1. Markery chemiczne bakterii
Table 1. Chemical markers of bacteria
Marker Struktura lub rodzaj drobnoustroju
Kwas muraminowy Sktadniki peptydoglikanu
Alanina

Kwas D-glutaminowy
Kwas diaminopimelinowy

Kwasy 3-hydroksyttuszczowe Lipopolisacharyd (LPS) bakterii gram-ujemnych
Heptoza
Kwas 2-keto-3-deoksyoktonowy

Drozdzaki z rodzaju Candida, np.

D-arabinitol
arabinito C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis

Zwiazki chemiczne wymienione w Tabeli 1, bedace unikalnymi dla niektérych
drobnoustrojow, nazywamy markerami chemicznymi bakterii. Niektdre z nich, jak
np. kwas muraminowy, moga wystepowa¢ w wielu grupach drobnoustrojow, inne
jak np. kwasy 3-hydroksyttuszczowe moga by¢ bardzo specyficzne dla okreslone;
grupy bakterii gram-ujemnych.

Kwas muraminowy (kwas [2-amino-3-O-(1-karboksyetylo)-2-deoksy-D-glu-
kozowy], nie spotykany nigdzie indziej w naturze, skfadnik peptydoglikanu prawie
wszystkich bakterii (wyjatkiem sg Archaebakterie posiadajace sztywna strukture
ostony zwang pseudomureing oraz Mycoplasmatales otoczone blong cytoplazma-
tyczng zawierajgcg m.in. cholesterol), moze stuzy¢ jako chemiczny marker wykry-
wania zanieczyszczen bakteryjnych w procesach biochemicznych [12], lub zakazen
w schorzeniach reumatycznych [13, 14]. Wykrywany byl on w kurzu $rodowiska
naturalnego [15-17], jak réwniez w tkankach ssakéw [18-20].

Strukture chemiczng tego zwiazku pokazano na Rysunku 3.
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Rysunek 3. Wzér strukturalny kwasu muraminowego
Figure 3. The structural formula of muramic acid

Kwas ten posiadabardzo ztozona budowe chemiczng, zawiera trzy rézne, polarne
grupy funkcyjne (-OH, -COOH oraz -NH,). Wystepuje on wylacznie w drobno-
ustrojach i dlatego tez wykrycie tego zwigzku w badanej probce pozwala jedno-
znacznie stwierdzi¢ skazenie bakteriami. Ma to ogromne znaczenie praktyczne.
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Poza wyzej wymienionymi, réwniez inne markery chemiczne zostaly ziden-
tyfikowane w strukturach peptydoglikanu, lipopolisacharydach i fosfolipidach. Sa
to m.in. kwasy tltuszczowe, weglowodany, aminokwasy, a takze lotne metabolity jak
alkohole i krétko fancuchowe kwasy ttuszczowe [21-30]. Krétko fancuchowe kwasy
tluszczowe sa stosowane do wykrywania i réznicowania bakterii [31-33].

Drugorzedowe, dilugofanicuchowe alkohole s3 charakterystycznymi marke-
rami bakterii z rodzaju Mycobacterium [34-36], np. 2-eikozanol dla Mycobacterium
avium [37].

Kwas 27-hydroksy-oktakozanowy, zawierajacy 28 atomow wegla w czasteczce,
jest typowym skladnikiem lipidu A [38].

1.1 WYKRYWANIE SKAZEN MIKROBIOLOGICZNYCH SRODOWISKA

Kontrole skazen mikrobiologicznych szeroko rozumianego $rodowiska natu-
ralnego mozna prowadzi¢ metodami klasycznymi, takimi jak np. LAL (ang. Limu-
lus Amebocyte Lysate Test) [39, 40], immunologicznymi [radioimmunologicznymi
(RIA), immunofluorescencyjnymi (IF), immunoenzymatycznymi (ang. Enzyme
Linked Immunosorbent Assay, ELISA] [41], genetycznymi, polegajacymi na identy-
fikacji $cisle dobranego fragmentu materialu genetycznego z uzyciem techniki PCR
(ang. Polymerase Chain Reaction) lub przez hodowle drobnoustrojow na odpowied-
nich podlozach (np. agarowych).

Alternatywna do metod klasycznych moze by¢ zastosowanie chromatografii
gazowej i spektrometrii mas (GC-MS), chromatografii cieczowej i spektrometrii mas
(HPLC/MS/MS) do monitorowania unikalnych markeréw, zwigzkéw chemicznych
bakterii, nie wystepujacych nigdzie indziej w naturze, a tym samym do wykrywania
skazen mikrobiologicznych nie tylko w szeroko rozumianym $rodowisku natural-
nym (np. w kurzu, powietrzu, wodzie), ale réwniez np. w materialach opakowanio-
wych i opakowaniach przeznaczonych do kontaktu z Zywnoscia.

Chromatografia gazowa (GC), sprzezona najczeéciej ze spektometria mas
(MS) jest szczegolnie uzyteczng metoda do wykrywania i oznaczania ilo$ciowego
markeréw chemicznych bakterii. Wysoka czuto$¢ i specyficznos¢ tego ukladu ana-
litycznego umozliwia oznaczenie markeréw bezposrednio w prébkach klinicznych
i srodowiskowych, bez uprzedniej, czesto diugiej hodowli metoda ptytkowa [42].

Oznaczanie markeréw metodg chromatografii i spektrometrii mas (GC/MS)
jest bardzo przydatne w wykrywaniu i identyfikacji niewielkiej liczby drobnoustro-
jow znajdujacych sie w prébee [43, 44].

Metode te zastosowano miedzy innymi do szybkiego wykrywania Mycobacte-
rium xenopi w wodzie pitnej, poprzez oznaczanie zawartosci 2-dokozanolu, dru-
gorzedowego alkoholu tluszczowego, markera charakterystycznego dla tej bakterii
[45]. Znajduje ona réwniez zastosowanie w mikrobiologicznej diagnostyce klinicz-
nej [46-57]. Pozwala ona wykrywaé zanieczyszczenia bakteriami w tak skompli-
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kowanych probkach jak np. kurz z powietrza [5, 58, 59], w probkach materialow
klinicznych, czy tez w glebie [60-62].

Chlorowcowanie hydroksykwasow, cukrow, aminokwaséw, czy tez alkoholi
pozwala na zastosowanie czulych i specyficznych metod detekeji jakimi sg techniki
ECD lub GC/MS/CI [63, 64].

Rozwdj innych, nowych technik analitycznych jak wysokosprawna chromato-
grafia cieczowa (HPLC) sprzezona ze spektrometrig mas (MS) umozliwia wykry-
wanie bardziej ztozonych struktur komorki bakteryjnej jak fosfolipidy i triglicerydy
[65]. Jednak najbardziej uniwersalng technika w zastosowaniu do wykrywania
i ilo$ciowego oznaczania markerow bakterii okazala sie by¢ chromatografia gazowa
w polgczeniu ze spektrometrig mas.

2. CHROMATOGRAFIA GAZOWA SPRZEZONA ZE SPEKTROMETRIA
MAS (GC/MS) W BADANIU MARKEROW CHEMICZNYCH SCIAN
KOMORKOWYCH BAKTERII

Chromatografia gazowa (GC) wprowadzona do laboratoriéw kilkadziesiagt
lat temu jest obecnie najbardziej wszechstronnie wykorzystywang technika anali-
tyczng w réznych dziedzinach nauki dla rozdzielania zwigzkéw chemicznych. Przy
czym stosuje si¢ szereg detektoréw (np. FID, ECD, NPD itp.), charakteryzujacych
sie czesto wysokg selektywnoscia i czuloécia. Jesli zamiast klasycznych detektoréw,
wymienionych wyzej, w chromatografie gazowym uzyjemy spektrometr mas, otrzy-
mamy znacznie czulszy ukltad GC/MS dostarczajacy wiecej informacji o analizowa-
nej probce, tacznie z absolutna identyfikacja obecnych w niej zwiazkow.

Zwigzki opuszczajgce kolumne chromatografu gazowego sa wprowadzane, do
utrzymywanej w wysokiej prozni (ok.107° Tora) komory, gdzie zachodzi ich joniza-
cja. Jony mogg powstawaé w rozny sposob w zalezno$ci od wymagan analitycznych
oraz posiadanego sprzetu. Najczesciej stosowany jest sposob zderzania analizowa-
nych zwigzkow ze strumieniem elektronéw (,,electron impact’, EI*), wytwarzanych
przez wtokno renowe.

Jony sg rozdzielane w analizatorze mas w zaleznos$ci od stosunku ich masy do
fadunku (m/z), a naste¢pnie rejestrowane za pomocg powielacza elektronéw. Typo-
wym analizatorem jest kwadrupol, cho¢ w przypadku markeréw bakterii czesto sto-
sowana jest putapka jonowa [66] ze wzgledu na swoja bardzo wysoka czultos¢ [6].
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3. PRZYGOTOWANIE PROBEK KWASU MURAMINOWEGO DO
ANALIZY METODA GC/MS - OTRZYMYWANIE POCHODNYCH
TRIMETYLOSILILOWYCH (TMS)

Prébki (np. bakterii, kurzu i innych matryc) do badan metoda GC/MS przy-
gotowywano wedlug procedury opisanej w pracy Mielniczuka i Pogorzelskiej [17].
Otrzymane pochodne TMS sa trwale w czasie diugiego przechowywania (ponad
miesigc w temperaturze 4°C). Podobnie postepowano z wzorcem kwasu murami-
nowego (w zakresie stezen 25-1000 ng).

Reakcja tworzenia pochodnej TMS kwasu muraminowego ma dos¢ nieoczeki-
wany przebieg, gdyz zachodzi z cyklizacjg i utworzeniem dodatkowego pierscienia
laktamowego wg mechanizmu pokazanego na Rysunku 4 [6, 67].

CH,OH
0

HO

MeCCOOH NH,
H
kwas muraminowy
OTMS

TMSO
BSTFA / pirydyna > TNVS

gdzie: BSTFA = N,O-bis(trimetylosililo)trifluoroacetamid

Rysunek 4.  Mechanizm powstawania pochodnej TMS kwasu muraminowego
Figure 4. The mechanism of muramic acid TMS derivatisation

Probki wzorca kwasu muraminowego do wykreslenia krzywych kalibracyjnych
jak i pobrane z otoczenia analizowano za pomocg chromatografu gazowego wypo-
sazonego w detektor mas (MSD). Zwiazki byly analizowane metoda EI w trybie
monitorowania pojedynczych jonéw (ang. single ion monitoring, SIM). Pochodna
TMS kwasu muraminowego wystepuje na chromatogramie (Rys. 5) w postaci dwdch
dobrze rozdzielonych zwiazkow o czasach retencji 7,75 i 7,94 min. (na dolnym chro-
matogramie znajduje si¢ pik wzorca wewnetrznego — TMS pochodnej estru mety-
lowego kwasu 3-hydroksytridekanowego). Oznaczenia ilosciowe pochodnych TMS
kwasu muraminowego przeprowadza si¢ monitorujac jon m/z = 185 [5, 17].
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Rysunek 5. Chromatogram jonowy pochodnej trimetylosililowej kwasu muraminowego
Figure 5. Ton chromatogram of muramic acid trimethylsilyl derivative

Oba piki sg prawdopodobnie anomerami tworzgcymi si¢ na skutek obecnosci
wegla anomerycznego C, i maja one strukture laktamu [6]. Wystepowanie kwasu
muraminowego jako laktamu zostalo opisane wczeéniej [68-70]. Jest to réwniez
potwierdzone obecno$cig molekularnego jonu (M) m/z = 521 i jonu m/z = 506,
ktory jest zwigzany z utrata przez TMS grupy metylowej (M-15). Oba zwiazki maja
bardzo podobne widma mas charakteryzujace si¢ silnym jonem m/z = 185 (Rys. 6),
powstajacym prawdopodobnie przez oderwanie m.in. dwdch grup -O(CH,),Si,
i jednej grupy ~-CH,O(CH,),Si. Struktura tego jonu (Rys. 7) zostala okreslona przez
Balaiin. [71].

Dominujagcym jonem w rejonie niskich mas jest charakterystyczny jon
o m/z = 73 zwigzany z obecnoscia grupy —(CH,),Si.
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Rysunek 6. ' Widma mas pochodnych trimetylosililowych dwéch anomeréw kwasu muraminowego

Figure 6. Mass spectra of two anomers of muramic acid trimethylsilyl derivatives
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Rysunek 7. Mechanizm powstawania jonu m/z = 185 z pochodnej TMS kwasu muraminowego
Figure 7. The mechanism of ion m/z = 185 muramic acid TMS derivative formation
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3.1. OBLICZANIE ILOSCI KOMOREK BAKTERII NA PODSTAWIE ZAWARTOSCI
PEPTYDOGLIKANU

W celu wykreslenia krzywej kalibracyjnej monitorowano jony: m/z = 301, dla
pochodnej metylosililowej wzorca wewngtrznego 3-OH C13:0 (3-OTMS-C13-
COOCH, ) oraz m/z = 185, dla pochodne;j sililowej (TMS) kwasu muraminowego.

Krzywa kalibracyjna dla obliczen ilosciowych kwasu muraminowego (MuAc)
jest liniowa w badanym zakresie stezen 25-1000 ng (Rys. 8).

5.0

IR SERERNI RREUETI SRR FRE

MuAc/1S

REER ISR FRERET | ANRANE T

141

0.0 240.0 480.0 ) 720.0 960.0 1200.0
ng of muramic acid

Rysunek 8. Krzywa kalibracyjna dla obliczen ilosciowych kwasu muraminowego
Figure 8. Calibration curve for quantitative calculations of the muramic acid concentration

Charakteryzuje si¢ ona rbwnaniem regresji:

y = 0,003x + 0,160,

gdzie:

x = stezenie MuAc w badanej probee (ng),

y = stosunek pola jonu m/z 185 dla MuAc do pola jonu m/z 301 dla IS.

Znajac stezenie kwasu muraminowego w badanej probce, mozliwe jest wyli-
czenie zawartodci bakteryjnego peptydoglikanu (PG), wagi komdrek bakteryjnych
(MuAc stanowi okoto 7,7% wagi PG i okolo 0,5 % suchej masy komdrek bakteryj-
nych [4]), jak réwniez ilo$ci komorek ($rednia waga komorki bakteryjnej wynosi
okoto 3,55 x 1072 g [2]).
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W tabeli ponizej podano przyklady zawartosci MuAc, peptydoglikanu (PG),
wage komorek bakteryjnych (WBC) oraz ich ilos¢ (QBC) w 1 mg badanej probki
(17).

Tabela 2. Przyktadowe zawarto$ci MuAc, peptydoglikanu (PG), waga komoérek bakteryjnych (WBC) oraz
ich ilo$¢ (QBC) w 1 mg badanej probki

Table 2. Examples of muramic acid and peptidoglycan content, the weight of bacterial cells (WBC) and
quantity (QBC) in 1 mg of the sample

Prébka MuAc PG WBC QBC
(ng) (ng) (ng)
Kurz zebrany z plastiku
. Sy . . 3,6 46,7 720,0 203 x 10°
(opakowanie znajdujgce si¢ w magazynie)
Kurz zebrany z mebli laboratoryjnych 13,7 1774 2732,0 770 x 10°

Uzyskane powyzej wartosci, wskazuja, ze najmniej bakterii znajdowato si¢
w zamknietym magazynie z materialami opakowaniowymi (203 x 10° komoérek
bakterii/mg kurzu), najwiecej na szafie stojacej na korytarzu (770 x 10° komoérek
bakterii/mg kurzu) co jest logicznie uzasadnione ciemnym i zamknietym pomiesz-
czeniem magazynowym.

Zawarto$¢ kwasu muraminowego w 1 mg suchej masy bakterii wynosita odpo-
wiednio: E.coli, 6,3 pug (78,75 pg PG/mg); Ps.aeruginosa, 1,4 ug (17,50 ug PG/mg
oraz Pmirabilis, 9,5 ng (118,75 ugPG/mg).

W wykonanej przez nas pracy kwas muraminowy oznaczano w komorkach
takich bakterii jak E.coli, P.mirabilis, P.aeruginosa. Wybor takiego materiatu badaw-
czego nie byt przypadkowy.

E.coli jest pewnego rodzaju standardem, naturalng florg naszego organizmu,
ale z drugiej strony sg szczepy chorobotworcze wywolujace np. biegunki u dzieci.
Drobnoustroj ten wystepuje powszechnie w naszym srodowisku i jest wskaznikiem
jego skazenia (miano coli), posrednio wskazujgc na wystepowanie innych bakterii.

Pmirabilis, z klinicznego punktu widzenia wazny w przypadku zakazenia drog
moczowych. Bardzo rozpowszechniony w szpitalach (zakazenia wewnatrzszpi-
talne), fatwo namnaza si¢. Czesta przyczynag zakazen moze by¢ np. cewnikowanie,
stad wazna jest kontrola bakteriologiczna uzywanego sprz¢tu medycznego, ptynow
itd.

Paeruginosa moze powodowa¢ powiklania np. w leczeniu ran pooperacyjnych.

PODSUMOWANIE

Wiele symptoméw chorobowych (np. alergie, astma i inne) moze by¢ wywota-
nych wdychaniem mikroorganizméw obecnych w srodowisku. Symptomy te zwig-
zane sg z okre$lonymi bakteriami zawierajgcymi struktury chemiczne warunkujace
ich aktywnos¢ biologiczng. Sa one czgsto bardzo skomplikowane, unikalne, nie
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wystepujace nigdzie indziej w naturze, ztozone z polaczonych ze sobg monomerycz-
nych skladnikéw zwanych markerami chemicznymi.

Chromatografia gazowa polaczona ze spektrometrig mas (GC/MS) pozwala na
wykrywanie i identyfikacje tych markerdéw, co czesto umozliwia okreslenie skladu
mikrobiologicznego analizowanej probki.

Kwas muraminowy, mozna oznacza¢ ilosciowo jako pochodna TMS stosujac
jako wzorzec wewnetrzny ester metylowy kwasu 3-OH 13:0, dodawany do prébki
po hydrolizie i ekstrakeji ale przed sililacja. Jonem monitorowanym tego wzorca jest
jon o m/z = 301. Jonem o najwigkszej abundancji pochodnej TMS kwasu murami-
nowego jest jon m/z = 185, ktory byl uzyty do obliczen zawarto$ci kwasu murami-
nowego w badanych prébkach srodowiskowych i biologicznych (kurz, systemy kli-
matyzacyjne, itp.).

Mozna przypuszczacé, ze obserwowane na chromatogramie dwa piki pochodnej
TMS kwasu muraminowego s3 prawdopodobnie spowodowane wystepowaniem
dwoch anomeréw zwigzanych z centrum asymetrii na weglu C,.
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