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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
Słowa kluczowe: kwas muraminowy, peptydoglikan, chromatografia gazowa, spek-
trometria mas



Z. Mielniczuk,  K. Bal448

Wstęp 

Powszechność występowania bakterii w naturze oraz ogromna ich rola, skłoniła 
naukowców do opracowania metod ich wykrywania i identyfikacji. Badanie struk-
tur chemicznych komórek bakteryjnych, poznanie ich funkcji życiowych, pozwoliło 
lepiej zrozumieć zakres i znaczenie oddziaływania drobnoustrojów na otaczające 
środowisko. 

Od dawna na przykład wiadomo, że wszystkie bakterie osłonięte są błoną 
komórkową. Komórki bakterii z wyjątkiem Mycoplasmatales i Archaebacterie oto-
czone są leżącą na zewnątrz błony, ścianą komórkową tworzącą szkielet zewnętrzny 
decydujący m.in. o kształcie komórki. Dodatkowo u większości bakterii gram-
ujemnych występuje zewnętrzna osłona, której brak u bakterii gram-dodatnich.

Ściana komórkowa odgrywa ważną rolę w funkcjach życiowych bakterii. Ona 
to właśnie zawiera wiele unikalnych związków chemicznych, będących składnikami 
peptydoglikanu (PG, mureina, mukopeptyd), i lipopolisacharydu (LPS, endotok-
syna). Schemat struktury ścian komórkowych bakterii pokazano na Rysunku 1. 

Rysunek 1.	S chemat struktury ścian komórkowych bakterii: gram-dodatnich (a) i gram-ujemnych (b) [8], 
po modyfikacjach

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

U bakterii gram-dodatnich PG jest wielowarstwowy, stanowiący od 40% do 
80% całkowitej masy komórki [9]. Natomiast cienki, jednowarstwowy peptydogli-
kan u bakterii gram-ujemnych jest dodatkowo otoczony zewnętrzną osłoną zbudo-
waną z białek oraz lipopolisacharydu (LPS). Strukturę chemiczną jednej warstwy 
peptydoglikanu przedstawiono na Rysunku 2. 
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Rysunek 2.	S chemat struktury jednej warstwy peptydoglikanu. Gdzie: L-Ala, L-alanina; D-Glu-NH2, 
D-glutamina; DAP, kwas diaminopimelinowy; D-Ala, D-alanina [10], po modyfikacjach

Figure 2.	S chematic structure of one layer of peptidoglycan. Where: L-Ala, L-alanine; D-Glu-NH2, 
D-glutamine, DAP, diaminepimelic acid, D-Ala, D-alanine [10], after modifications

Jest to polimer składający się z identycznych podjednostek, zawierający 
pochodne dwóch aminocukrów: N-acetyloglukozoaminy i kwasu N-acetylomura
minowego połączonych ze sobą wiązaniami beta 1,4-glukozydowymi w łańcuchy 
kilkudziesięcioczłonowe [11]. Do grup karboksylowych kwasu N-acetylomu
raminowego dołączone są krótkie, liczące po kilka aminokwasów peptydy. Ich skład 
bywa różny u różnych bakterii przy czym peptydy dwóch sąsiednich łańcuchów 
łączą się ze sobą z reguły poprzez kwas diaminopimelinowy (DAP) lub lizynę.

 1. MARKERY CHEMICZNE BAKTERII

Złożone makrostruktury ścian komórkowych bakterii zawierają monome-
ryczne związki chemiczne, czasem zupełnie unikalne i nie występujące nigdzie 
indziej w  naturze. W Tabeli 1 przedstawiono kilka przykładów markerów ścian 
komórkowych bakterii. 
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Tabela 1. 	M arkery chemiczne bakterii
Table 1. 	C hemical markers of bacteria

Marker Struktura lub rodzaj drobnoustroju
Kwas muraminowy
Alanina
Kwas D-glutaminowy
Kwas diaminopimelinowy

Składniki peptydoglikanu

Kwasy 3-hydroksytłuszczowe
Heptoza
Kwas 2-keto-3-deoksyoktonowy

Lipopolisacharyd (LPS) bakterii gram-ujemnych

D-arabinitol Drożdżaki z rodzaju Candida, np. 
C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis 

Związki chemiczne wymienione w Tabeli 1, będące unikalnymi dla niektórych 
drobnoustrojów, nazywamy markerami chemicznymi bakterii. Niektóre z nich, jak 
np. kwas muraminowy, mogą występować w wielu grupach drobnoustrojów, inne 
jak np. kwasy 3-hydroksytłuszczowe mogą być bardzo specyficzne dla określonej 
grupy bakterii gram-ujemnych. 

Kwas muraminowy (kwas [2-amino-3-O-(1-karboksyetylo)-2-deoksy-D-glu
kozowy], nie spotykany nigdzie indziej w naturze, składnik peptydoglikanu prawie 
wszystkich bakterii (wyjątkiem są Archaebakterie posiadające sztywną strukturę 
osłony zwaną pseudomureiną oraz Mycoplasmatales otoczone błoną cytoplazma-
tyczną zawierającą m.in. cholesterol), może służyć jako chemiczny marker wykry-
wania zanieczyszczeń bakteryjnych w procesach biochemicznych [12], lub zakażeń 
w schorzeniach reumatycznych [13, 14]. Wykrywany był on w kurzu środowiska 
naturalnego [15–17], jak również w tkankach ssaków [18–20]. 

Strukturę chemiczną tego związku pokazano na Rysunku 3. 

 
 

Rysunek 3. 	 Wzór strukturalny kwasu muraminowego
Figure 3. 	T he structural formula of muramic acid

Kwas ten posiada bardzo złożoną budowę chemiczną, zawiera trzy różne, polarne 
grupy funkcyjne (–OH, –COOH oraz –NH2). Występuje on wyłącznie w drobno-
ustrojach i dlatego też wykrycie tego związku w badanej próbce pozwala jedno-
znacznie stwierdzić skażenie bakteriami. Ma to ogromne znaczenie praktyczne. 
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Poza wyżej wymienionymi, również inne markery chemiczne zostały ziden-
tyfikowane w strukturach peptydoglikanu, lipopolisacharydach i fosfolipidach. Są 
to m.in. kwasy tłuszczowe, węglowodany, aminokwasy, a także lotne metabolity jak 
alkohole i krótko łańcuchowe kwasy tłuszczowe [21–30]. Krótko łańcuchowe kwasy 
tłuszczowe są stosowane do wykrywania i różnicowania bakterii [31–33].

Drugorzędowe, długołańcuchowe alkohole są charakterystycznymi marke-
rami bakterii z rodzaju Mycobacterium [34–36], np. 2-eikozanol dla Mycobacterium 
avium [37].

Kwas 27-hydroksy-oktakozanowy, zawierający 28 atomów węgla w cząsteczce, 
jest typowym składnikiem lipidu A [38].

1.1 Wykrywanie skażeń mikrobiologicznych środowiska

Kontrolę skażeń mikrobiologicznych szeroko rozumianego środowiska natu-
ralnego można prowadzić 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, polegającymi na identy-
fikacji ściśle dobranego fragmentu materiału genetycznego z użyciem techniki PCR 
(ang. Polymerase Chain Reaction) lub przez hodowlę drobnoustrojów na odpowied-
nich podłożach (np. agarowych). 

Alternatywną do metod klasycznych może być zastosowanie chromatografii 
gazowej i spektrometrii mas (GC-MS), chromatografii cieczowej i spektrometrii mas 
(HPLC/MS/MS) do monitorowania unikalnych markerów, związków chemicznych 
bakterii, nie występujących nigdzie indziej w naturze, a tym samym do wykrywania 
skażeń mikrobiologicznych nie tylko w szeroko rozumianym środowisku natural-
nym (np. w kurzu, powietrzu, wodzie), ale również np. w materiałach opakowanio-
wych i opakowaniach przeznaczonych do kontaktu z żywnością. 

Chromatografia gazowa (GC), sprzężona najczęściej ze spektometrią mas 
(MS) jest szczególnie użyteczną metodą do wykrywania i oznaczania ilościowego 
markerów chemicznych bakterii. Wysoka czułość i specyficzność tego układu ana-
litycznego umożliwia oznaczenie markerów bezpośrednio w próbkach klinicznych 
i  środowiskowych, bez uprzedniej, często długiej hodowli metodą płytkową [42]. 

Oznaczanie markerów metodą chromatografii i spektrometrii mas (GC/MS) 
jest bardzo przydatne w wykrywaniu i identyfikacji niewielkiej liczby drobnoustro-
jów znajdujących się w próbce [43, 44]. 

Metodę tę zastosowano między innymi do szybkiego wykrywania Mycobacte-
rium xenopi w wodzie pitnej, poprzez oznaczanie zawartości 2-dokozanolu, dru-
gorzędowego alkoholu tłuszczowego, markera charakterystycznego dla tej bakterii 
[45]. Znajduje ona również zastosowanie w mikrobiologicznej diagnostyce klinicz-
nej [46–57]. Pozwala ona wykrywać zanieczyszczenia bakteriami w tak skompli-
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kowanych próbkach jak np. kurz z powietrza [5, 58, 59], w próbkach materiałów 
klinicznych, czy też w glebie [60–62].

Chlorowcowanie hydroksykwasów, cukrów, aminokwasów, czy też alkoholi 
pozwala na zastosowanie czułych i specyficznych metod detekcji jakimi są techniki 
ECD lub GC/MS/CI– [63, 64].

Rozwój innych, nowych technik analitycznych jak wysokosprawna chromato-
grafia cieczowa (HPLC) sprzężona ze spektrometrią mas (MS) umożliwia wykry-
wanie bardziej złożonych struktur komórki bakteryjnej jak fosfolipidy i triglicerydy 
[65]. Jednak najbardziej uniwersalną techniką w zastosowaniu do wykrywania 
i ilościowego oznaczania markerów bakterii okazała się być chromatografia gazowa 
w połączeniu ze spektrometrią mas.

2. CHROMATOGRAFIA GAZOWA SPRZĘŻONA ZE SPEKTROMETRIĄ 
MAS (GC/MS) w badaniu markerów chemicznych ścian 

komórkowych bakterii

Chromatografia gazowa (GC) wprowadzona do laboratoriów kilkadziesiąt 
lat temu jest obecnie najbardziej wszechstronnie wykorzystywaną techniką anali-
tyczną w różnych dziedzinach nauki dla rozdzielania związków chemicznych. Przy 
czym stosuje się szereg detektorów (np. FID, ECD, NPD itp.), charakteryzujących 
się często wysoką selektywnością i czułością. Jeśli zamiast klasycznych detektorów, 
wymienionych wyżej, w chromatografie gazowym użyjemy spektrometr mas, otrzy-
mamy znacznie czulszy układ GC/MS dostarczający więcej informacji o analizowa-
nej próbce, łącznie z absolutną identyfikacją obecnych w niej związków. 

Związki opuszczające kolumnę chromatografu gazowego są wprowadzane, do 
utrzymywanej w wysokiej próżni (ok.10–5 Tora) komory, gdzie zachodzi ich joniza-
cja. Jony mogą powstawać w różny sposób w zależności od wymagań analitycznych 
oraz posiadanego sprzętu. Najczęściej stosowany jest sposób zderzania analizowa-
nych związków ze strumieniem elektronów („electron impact”, EI+), wytwarzanych 
przez włókno renowe.

Jony są rozdzielane w analizatorze mas w zależności od stosunku ich masy do 
ładunku (m/z), a następnie rejestrowane za pomocą powielacza elektronów. Typo-
wym analizatorem jest kwadrupol, choć w przypadku markerów bakterii często sto-
sowana jest pułapka jonowa [66] ze względu na swoją bardzo wysoką czułość [6].
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3. PRZYGOTOWANIE PRÓBEK KWASU MURAMINOWEGO DO 
ANALIZY METODĄ GC/MS – OTRZYMYWANIE POCHODNYCH 

TRIMETYLOSILILOWYCH (TMS)

Próbki (np. bakterii, kurzu i innych matryc) do badań metodą GC/MS przy-
gotowywano według procedury opisanej w pracy Mielniczuka i Pogorzelskiej [17]. 
Otrzymane pochodne TMS są trwałe w czasie długiego przechowywania (ponad 
miesiąc w temperaturze 4°C). Podobnie postępowano z wzorcem kwasu murami-
nowego (w zakresie stężeń 25–1000 ng).

Reakcja tworzenia pochodnej TMS kwasu muraminowego ma dość nieoczeki-
wany przebieg, gdyż zachodzi z cyklizacją i utworzeniem dodatkowego pierścienia 
laktamowego wg mechanizmu pokazanego na Rysunku 4 [6, 67].

BSTFA / pirydyna → 

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

Rysunek 4. 	M echanizm powstawania pochodnej TMS kwasu muraminowego
Figure 4. 	T he mechanism of muramic acid TMS derivatisation

Próbki wzorca kwasu muraminowego do wykreślenia krzywych kalibracyjnych 
jak i pobrane z otoczenia analizowano za pomocą chromatografu gazowego wypo-
sażonego w detektor mas (MSD). Związki były analizowane metodą EI w trybie 
monitorowania pojedynczych jonów (ang. single ion monitoring, SIM). Pochodna 
TMS kwasu muraminowego występuje na chromatogramie (Rys. 5) w postaci dwóch 
dobrze rozdzielonych związków o czasach retencji 7,75 i 7,94 min. (na dolnym chro-
matogramie znajduje się pik wzorca wewnętrznego – TMS pochodnej estru mety-
lowego kwasu 3-hydroksytridekanowego). Oznaczenia ilościowe pochodnych TMS 
kwasu muraminowego przeprowadza się monitorując jon m/z = 185 [5, 17].
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Rysunek 5. 	C hromatogram jonowy pochodnej trimetylosililowej kwasu muraminowego
Figure 5. 	I on chromatogram of muramic acid trimethylsilyl derivative

Oba piki są prawdopodobnie anomerami tworzącymi się na skutek obecności 
węgla anomerycznego C1 i mają one strukturę laktamu [6]. Występowanie kwasu 
muraminowego jako laktamu zostało opisane wcześniej [68–70]. Jest to również 
potwierdzone obecnością molekularnego jonu (M) m/z = 521 i jonu m/z = 506, 
który jest związany z utratą przez TMS grupy metylowej (M-15). Oba związki mają 
bardzo podobne widma mas charakteryzujące się silnym jonem m/z = 185 (Rys. 6), 
powstającym prawdopodobnie przez oderwanie m.in. dwóch grup –O(CH3)3Si, 
i jednej grupy –CH2O(CH3)3Si. Struktura tego jonu (Rys. 7) została określona przez 
Bala i in. [71]. 

Dominującym jonem w rejonie niskich mas jest charakterystyczny jon 
o m/z = 73 związany z obecnością grupy –(CH3)3Si.
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Rysunek 6. 	 Widma mas pochodnych trimetylosililowych dwóch anomerów kwasu muraminowego
Figure 6. 	M ass spectra of two anomers of muramic acid trimethylsilyl derivatives

Rysunek 7. 	M echanizm powstawania jonu m/z = 185 z pochodnej TMS kwasu muraminowego
Figure 7. 	T he mechanism of ion m/z = 185 muramic acid TMS derivative formation
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3.1. Obliczanie ilości komórek bakterii na podstawie zawartości 
peptydoglikanu 

W celu wykreślenia krzywej kalibracyjnej monitorowano jony: m/z = 301, dla 
pochodnej metylosililowej wzorca wewnętrznego 3-OH C13:O (3-OTMS-C13- 
COOCH3 ) oraz m/z = 185, dla pochodnej sililowej (TMS) kwasu muraminowego. 

Krzywa kalibracyjna dla obliczeń ilościowych kwasu muraminowego (MuAc) 
jest liniowa w badanym zakresie stężeń 25–1000 ng (Rys. 8). 

Rysunek 8. 	 Krzywa kalibracyjna dla obliczeń ilościowych kwasu muraminowego
Figure 8. 	C alibration curve for quantitative calculations of the muramic acid concentration

Charakteryzuje się ona równaniem regresji: 

y = 0,003x + 0,160,
gdzie:
x = stężenie MuAc w badanej próbce (ng),
y = stosunek pola jonu m/z 185 dla MuAc do pola jonu m/z 301 dla IS.
Znając stężenie kwasu muraminowego w badanej próbce, możliwe jest wyli-

czenie zawartości bakteryjnego peptydoglikanu (PG), wagi komórek bakteryjnych 
(MuAc stanowi około 7,7% wagi PG i około 0,5 % suchej masy komórek bakteryj-
nych [4]), jak również ilości komórek (średnia waga komórki bakteryjnej wynosi 
około 3,55 × 10–12 g [2]).
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W tabeli poniżej podano przykłady zawartości MuAc, peptydoglikanu (PG), 
wagę komórek bakteryjnych (WBC) oraz ich ilość (QBC) w 1 mg badanej próbki 
(17).

Tabela 2. 	P rzykładowe zawartości MuAc, peptydoglikanu (PG), waga komórek bakteryjnych (WBC) oraz 
ich ilość (QBC) w 1 mg badanej próbki

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

Próbka MuAc 
(ng)

PG 
(ng)

WBC 
(ng) QBC

Kurz zebrany z plastiku
(opakowanie znajdujące się w magazynie) 3,6 46,7 720,0 203 × 103

Kurz zebrany z mebli laboratoryjnych 13,7 177,4 2732,0 770 × 103

Uzyskane powyżej wartości, wskazują, że najmniej bakterii znajdowało się 
w  zamkniętym magazynie z materiałami opakowaniowymi (203 × 103 komórek 
bakterii/mg kurzu), najwięcej na szafie stojącej na korytarzu (770 × 103 komórek 
bakterii/mg kurzu) co jest logicznie uzasadnione ciemnym i zamkniętym pomiesz-
czeniem magazynowym.

Zawartość kwasu muraminowego w 1 mg suchej masy bakterii wynosiła odpo-
wiednio: E.coli, 6,3 µg (78,75 µg PG/mg); Ps.aeruginosa, 1,4 µg (17,50 µg PG/mg 
oraz P.mirabilis, 9,5 µg (118,75 µgPG/mg). 

W wykonanej przez nas pracy kwas muraminowy oznaczano w komórkach 
takich bakterii jak E.coli, P.mirabilis, P.aeruginosa. Wybór takiego materiału badaw-
czego nie był przypadkowy.

E.coli jest pewnego rodzaju standardem, naturalną florą naszego organizmu, 
ale z drugiej strony są szczepy chorobotwórcze wywołujące np. biegunki u dzieci. 
Drobnoustrój ten występuje powszechnie w naszym środowisku i jest wskaźnikiem 
jego skażenia (miano coli), pośrednio wskazując na występowanie innych bakterii.

P.mirabilis, z klinicznego punktu widzenia ważny w przypadku zakażenia dróg 
moczowych. Bardzo rozpowszechniony w szpitalach (zakażenia wewnątrzszpi-
talne), łatwo namnaża się. Częstą przyczyną zakażeń może być np. cewnikowanie, 
stąd ważna jest kontrola bakteriologiczna używanego sprzętu medycznego, płynów 
itd.

P.aeruginosa może powodować powikłania np. w leczeniu ran pooperacyjnych.

 PODSUMOWANIE 

Wiele symptomów chorobowych (np. alergie, astma i inne) może być wywoła-
nych wdychaniem mikroorganizmów obecnych w środowisku. Symptomy te zwią-
zane są z określonymi bakteriami zawierającymi struktury chemiczne warunkujące 
ich aktywność biologiczną. Są one często bardzo skomplikowane, unikalne, nie 
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występujące nigdzie indziej w naturze, złożone z połączonych ze sobą monomerycz-
nych składników zwanych markerami chemicznymi. 

Chromatografia gazowa połączona ze spektrometrią mas (GC/MS) pozwala na 
wykrywanie i identyfikację tych markerów, co często umożliwia określenie składu 
mikrobiologicznego analizowanej próbki.

Kwas muraminowy, można oznaczać ilościowo jako pochodną TMS stosując 
jako wzorzec wewnętrzny ester metylowy kwasu 3-OH 13:0, dodawany do próbki 
po hydrolizie i ekstrakcji ale przed sililacją. Jonem monitorowanym tego wzorca jest 
jon o m/z = 301. Jonem o największej abundancji pochodnej TMS kwasu murami-
nowego jest jon m/z = 185, który był użyty do obliczeń zawartości kwasu murami
nowego w badanych próbkach środowiskowych i biologicznych (kurz, systemy kli-
matyzacyjne, itp.).

Można przypuszczać, że obserwowane na chromatogramie dwa piki pochodnej 
TMS kwasu muraminowego są prawdopodobnie spowodowane występowaniem 
dwóch anomerów związanych z centrum asymetrii na węglu C1. 
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