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1.- INTRODUCCION.

El estudio quimiotaxonémico de géneros y especies bacterianas, constituye uno de
los objetivos de la Microbiologia, aunque esté menos extendido que otros como las
pruebas bioquimicas o la analogia del ADN.

Uno de los métodos mas socorridos dentro de este tipo de estudios, ha sido el
estudio de los componentes de tipo quindnico.

Fueron Collins, Jones, Piroux, Goodfellow y Minnikin (1, 2, 3), los primeros autores
que trabajaron en este sentido, continuando asi en el campo de las quinonas
isoprenoides los trabajos que con anterioridad pusieron en marcha acerca de los
componentes lipidicos constitutivos de la pared de microorganismos (4,5).

Las quinonas isoprenoides, son constituyentes de la membrana plasmatica (6), y
juegan un importante papel en el transporte electrénico, en la fosforilacion oxidativa
y en el transporte activo.

Las membranas del plasma bacteriano se componen de los lipidos polares
amfipréticos asociados a las proteinas especificas de la membrana. Los lipidos
anfipréticos polares estan constituidos generalmente por los grupos principales
hidrofilicos unidos a dos cadenas hidrofébicas de acido graso. Los fosfolipidos son
los lipidos polares mas comunes, pero los glicolipidos y las amidas ornitina acilada o
lisina, también entran dentro de esta categoria. Estos lipidos anfipaticos se
combinan para formar una bicapa, con el interior hidrofébico que puede
proporcionar un ambiente idoneo para la localizacion de las quinonas isoprenoides.
Hasta la fecha, las menaquinonas son el unico tipo de quinonas isoprenoides
respiratorias encontradas en Actinomicetos y las variaciones en el numero de las

unidades del isopreno y de los enlaces dobles hidrogenados hacen que estos



componentes de la membrana, sean de un valor considerable para la
quimiotaxonomia.

1.1 Estructura y Analisis.-

Las quinonas se dividen en dos grandes grupos, las naftoquinonas y las
benzoquinonas. Las naftoquinonas se dividen a su vez en filoquinonas (Fig. 1,
compuesto |), también denominada fitomenaquinona K-1 y en menaquinonas K-2

(Fig. 2, compuesto II).

Fig. 1, compuesto [: Filoquinona.
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0

Fig. 2, compuesto Il: Menaqguinona.

La fitomenaquinona o vitamina K 1, fue la primera de las quinonas de este tipo
aislada, procedente de la alfalfa, que realizaron MacCorquodale y colaboradores
(7), con la degradacion y estudios de sintesis de 2-metil-3-fitil-1,4-naftoquinona,
también denominada filoquinona.

Normalmente las fitomenaquinonas se asocian con las partes verdes de las plantas.



La vitamina K-2, fue aislada por Mckee et al. (8), con el nombre de 2-metil-3-farnesil-
farnesil-1,4-naftoquinona, pero no fue hasta 1958, cuando se sistematizaron las
menaquinonas, estableciendo de manera abreviada el nombre y el numero de
isoprenos constitutivos de las mismas como MK-6, MK-7, etc.

En 1948, Tishler y Sampson (9), encontraron en el Bacillus brevis, la menaquinona
de 35 atomos de carbono, conteniendo el grupo (farnesil-geranil-geranilo), como
cadena lateral.

El grupo de investigacion pionero en el estudio de menaquinonas en micobacterias,
fue el de Francis (10), que junto a Noll et al. (11), ponen de manifiesto la presencia
de menaquinonas de 45 atomos de carbono (solanesilo), en el bacilo tuberculoso,
variando en longitud la cadena lateral, desde 1 hasta 14 unidades de isopreno.
Fueron Gale, Arison, Trenner, Page y Folkers (12), los investigadores que en 1963,
pusieron de manifiesto que el Mycobacterium phlei, posee en su composicion una
cadena de 45 atomos de carbono, con una unidad de isopreno saturada MK-9(H-2).
Otra quinona isopreénica, la Clorobiunquinona (Fig. 3), es generada por la bacteria

verde fotosintética Chlorobium thiosulphatofilum (13).

Fig. 3, Clorobiunquinona.

Este compuesto, es el unico, dentro de las quinonas naturales, que posee un grupo

carbonilico en la cadena lateral.



En la Demetilmenaquinona (DMK-n) varia la longitud de la cadena poliprenilica,
siendo aislada de algunas bacterias fotosintéticas por Powls y estudiadas por Moore
y Folkers (14), y asignada su estructura a 4-O-metil-2-heptaprenil naftoquinol.

Las siguientes quinonas en importancia, son las benzoquinonas (Fig. 4), dentro de
las cuales, estructuralmente hay dos tipos, las Plastoquinonas (compuesto 1) y las

Ubiquinonas (compuesto I, Fig. 5).

Fig. 4, Compuesto |: Plastoquinona.
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Fig. 5, Compuesto II: Ubiquinona.

La Plastoquinona fue aislada originariamente por Kofler en 1946, procedente de la
alfalfa, aunque no pudo ser identificada quimicamente, hasta que Lester y Crane en
1959 y kofler et al., le asignan su estructura de 2,3-dimetil-6-solanesil-1,4-

benzoquinona, de manera abreviada PQ-9 (15, 16).



Las ubiquinonas (también llamadas Coenzima Q), contienen un nucleo 2,3-
dimetoxi-5-metil-1,4-benzoquindnico, con una cadena poliprenilica en posicion 6, y
como las menaquinonas, se encuentran ampliamente distribuidas por la naturaleza.
En la Rodoquinona, quinona purpura, aislada del Rhodospirillum rubrum, por Glover
y Threlfall, el grupo metoxilo en posicion 3 de la ubiquinona, es reemplazado por un
grupo amino (17).

Mas recientemente, la Caldarielaquinona, aislada de la bacteria acidéfila y
termofilica Caldariella acidophila (18), por De Rosa, Gambacorta y Millonig, fue
asignada como 6-(3,7,11,15,19,23-hexametiltetracosil)-5-metiltiobenzo-b-tiofen-4,7-

quinona (Fig. 6). Esta, hasta la fecha, es la Gnica quinona natural que posee azufre.

Fig. 6, Caldarielaquinona.

El primer estudio sobre las menaquinonas en actinomicetos que empled
espectrometria de masas fue realizado por Yamada et al. en 1976 y por Collins et al.
en 1977, pero se han obtenido datos cuantitativos fidedignos usando HPLC
(Kroppenstedt et al. 1981; Collins 1982; Tamaoka et al. 1983). En la mayoria de los
casos, las mezclas de menaquinonas pueden ser separadas y las menaquinonas
individuales ser identificadas, aunque hay casos donde la identificacién de picos
individuales en mezclas complejas es dificil. Asi en Termomonosporas y en ciertas
especies de Actinomadura se sintetizan mezclas de menaquinonas altamente

saturadas. En tales casos, una fase estacionaria adicional, con un comportamiento
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diferente en la separacién, debe de ser aplicada (Kroppenstedt 1982).
Alternativamente, los picos individuales eluidos por HPLC, se pueden recoger e
identificar por espectrometria de masas (Tamaoka et al. 1983).

La mayoria de las bacterias contienen menaquinonas, ubiquinonas o ambas. Las
bacterias Gram-positivas, incluyendo Actinomicetes sintetizan solamente
menaquinonas (Collins y Jones 1981). Las menaquinonas de actinomicetos y de las
bacterias relacionadas, sin embargo, se diferencian en su grado de saturacion.
Estan parcialmente saturadas y abarcan de ocho a diez unidades de isopreno. Dos
excepciones hay no obstante, Gordonia aurantica 'y Corynebacterium
paurometabolum, que tienen cadenas laterales isoprenilicas completamente
insaturadas (Goodfellow et el al. 1978; Collins & Jones 1982; Meisel 1982; Lemmer
& Kroppenstedt 1984). Este tipo de menaquinonas de los actinomicetos también se
encuentra en Micrococcus (Yamada et el al. 1976b). Una taxonomia reciente, las
relaciona con las artrobacterias (Stackebrandt y Woese 1981).

1.2 Analisis de las quinonas bacterianas.-

En cuanto a la extraccion y purificacion de las quinonas, se puede afirmar que estos
compuestos isoprénicos, son sensibles a las condiciones acidas o alcalinas, siendo
fotooxidadas en presencia de oxigeno o de luz potente (19).

Son solubles en los disolventes lipidicos ordinarios, como el éter dietilico, acetona,
acetona y éter de petroleo (20).

Existen pues diversidad de protocolos de extraccibn para procesarlas
posteriormente por técnicas cromatograficas.

En cromatografia en capa fina (CCF), se utiliza en muchos casos Silica Gel G

impregnada con nitrato de plata, desarrollando con disolventes del tipo metanol-
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benceno (5:95, vol/vol) y separando los diversos compuestos constitutivos en
funcién del numero de insaturaciones.

Cromatografia en capa fina con incorporacién de indicadores como la Rodamina
6G en las placas, permite la visualizacion rapida de los cromatogramas.

Se utilizan fases normalmente reversas y a semejanza con los ensayos en capa
fina, las columnas usadas en HPLC, son de naturaleza poco polar, asociadas a
detectores UV-V.

1.3 Espectroscopia Ultravioleta-Visible.-

Las quinonas isoprenoides, pueden ser analizadas fisicoquimicamente por diversas
técnicas (21), siendo una de las mas utilizadas la espectroscopia ultravioleta-visible.
En la Tabla 1, se ponen de manifiesto las absorciones caracteristicas de

menaquinonas, ubiquinonas y de compuestos estructuralmente relacionados.

TasLE 1. Ultraviolet absorption characteristics of menaquinones, ubiquinones, and related compounds

Compound Solvent Aas (m)* Reference(s)
Phylloquinone [sooctane 242, 248, 260, 269, 326, 238 (inf) 65
Menaquinone Isooctane 242, 48, 260, 269, 326, 238 (inf) 65
Demethylphylloquinone Isooctane 243, B, 254, 263, 326, 238 (inf) 65
Demethylmenaquinone Isooctane 243, 4B, 254, 263, 326, 238 (inf) 65
Chlorobiumquinone Ethanol 254, 265 (inf) 78, 181
Plastoquinone Isooctane 54, 262 207
Ubiquinone Ethanol 75, 405 207
Rhodoquinone Cyclohexane T51, 280, 320, 500 (inf) 87
Rhodoquinone Ethanol 253, 283, 320, 500 (inf) 87
Caldariellaquinone Methanol 241, 283, 333,471 59

Tabla 1. Absorciones en el ultravioleta; caracteristicas de quinonas.
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Las bandas de absorcion a 242, 248 y 238 nm, son debidas a las contribuciones de
los anillos bencénicos, mientras que las que aparecen a 260 y 269 nm, son debidas
a los grupos quindnicos (22). Esta técnica espectroscopica permite de forma facil y
asequible, distinguir fitomenaquinonas de sus compuestos demetilados. Asi la
clorobiunquinona (1’-oxomenaquinona-7), presenta una absorcion caracteristica,
que la distingue de las menaquinonas y de las demetilmenaquinonas, con un
maximo de absorcién a 254 nm en etanol, y un punto de inflexion a 265 nm. (23).
Las plastoquinonas, presentan maximos de absorcion a 254 y 262 nm en isooctano.
Las ubiquinonas, una primera absorcion entre 270 y 275, y una segunda entre 405 y
407 nm. La sustitucidén del grupo metoxilo en posicidén 3 por un grupo amino, como
en la rodoquinona (2-metil-3-amino-5-metil-6-npnaprenil-1,4-benzoquinona), aislada
de R. rubrum, ocasiona un marcado cambio en el espectro, con maximos a 251,
253, 280, y 500 nm, y un punto de inflexién a 320 nm.

Como se puede apreciar en la tabla que se reproduce en el apartado de analisis
fisico-quimico, los maximos de absorcion, estan localizados a 242, 248, 260, 269 y
326 nm, con puntos de inflexion a 238 nm. Las bandas a 242, 248 y 238 nm, son
debidas a las contribuciones bencénicas, mientras que las que aparecen a 260 y
269 nm, son debidas a los grupos quindnicos.

La presencia de grupos metilos sustituyentes C-2 o de grupos naftoquindnicos,

puede ocasionar desplazamientos batocréomicos.
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Fig. 7, Espectro ultravioleta de MK-6 en isooctano.
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Fig. 8, Espectro ultravioleta de G-10 en isooctano.
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Fig. 9, Espectro ultravioleta de PQ-9 en isooctano.

Estos métodos espectrofotométricos, suministran una alternativa sencilla y practica
para distinguir entre menaquinonas y fitomenaquinonas.

Aunque la importancia fisiolégica de las quinonas isoprenoides se ha sabido desde
hace mucho tiempo, hace sb6lo dos décadas que su importancia en taxonomia
microbiana se ha puesto de manifiesto. Jeffries et al. fueron los primeros en
demostrar el valor taxonémico de estos compuestos durante el examen de la
composicion de la menaquinona de algunos cocos aerobios Gram-positivos (Jeffries
et al. 1967). Algunos afios mas tarde, Yamada y su equipo (1968,1969) demostraron
que las ubiquinonas tenian un valor similar al utilizado en la clasificacion de las
bacterias acéticas.

A partir de estas investigaciones tempranas, una gran cantidad de estudios
sistematicos, han establecido la importancia de las quinonas isoprenoides en la
clasificacion y la identificacion de muchos grupos taxonémicos (Collins y Jones

1981), siendo posiblemente los mas notables los de Yamada et al. 1976,1977 y
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1982 y Collins, Minnikin y colaboradores (Collins et al. 1977, 1979, 1980, 1981,

1982; Collins & Jones 1979, 1980; Shah & Collins 1980).
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Fig.10, Estructuras de la fitomenaquinona (1), menaquinona (ll), clorobiumquinona (Ill), demetilmenaquinona (IV),
plastoquinona (V) y ubiquinona (VI).

Los dos tipos principales de quinonas respiratorias bacterianas son las
menaquinonas (vitamina K2) y las ubiquinonas (o coenzima Q). Las menaquinonas
(2-metil-3-poliprenil-1,4-naftoquinona) y las ubiquinonas (2,3-dimetoxi-5-metil-6-
poliprenil-1,4-benzoquinona), forman grandes moléculas, en las cuales la longitud
de las cadenas laterales de poliprenilo varia entre 1 y 14 unidades de isopreno.
Ademas, de variaciones en la longitud de la cadena lateral, se ha estudiado la
variacion del grado de saturacién o de hidrogenacion del C-3 de cadena lateral

multiprenilica de las menaquinonas (Collins y Jones 1981).
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Fig.11, Estructuras de la rhodoquinona (VII), epoxiubiquinona (VIIl) y caldariellaquinona (IX).

La importancia de las menaquinonas y de las ubiquinonas como criterios
taxonémicos de clasificacién se encuentra basicamente en la variacion en cuanto a
la longitud y el grado de saturacién de las cadenas laterales. Ademas de estas
variaciones, otras modificaciones se encuentran de vez en cuando en las
menaquinonas y las ubiquinonas. Asi las demetilmenaquinonas, que carecen del
sustituto metilico del anillo en posicién C-2 (compuesto V), se han aislado en
muchas bacterias. Hasta la fecha, en las demetiimenaquinonas con las cadenas
laterales de poliprenilo, se han descrito variaciones en longitud de una a nueve
unidades de isopreno (Collins & Jones 1981). Una modificacién inusual de la cadena
lateral multiprenilica de las menaquinonas se ha visto en la clorobiumquinona
(compuesto Ill), que es producido por ciertas bacterias fotosintéticas verdes. La
clorobiumquinona (1'-oxomenaquinona-7), es el unico ejemplo de una quinona
isoprenoide bacteriana que contiene un grupo carbonilo en la cadena lateral. En la
rodoquinona, una quinona purpura aislada del Rhodospirillum rubrum por Glover &
Threlfall (1962), el grupo metoxi en la posicion 3 de la ubiquinona es reemplazado
por un grupo amino (compuesto VII). La extremadamente termofilica y acidofilica

arcobacteria Sulfolobus, posee una quinona muy inusual, designada como

calderielaquinona  [6-(3, 7,11,15,19,23-hexametiltetracosil)-5-metiltiobenzo-(b)-
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tiopen-4,7-quinona] (De Rosa et al. 1977; Collins & Langworthy 1983). Hasta hace
poco tiempo, la calderialaquinona (compuesto IX), era la Unica quinona respiratoria
con azufre conocida. Ishii et al. (1983), sin embargo, han descrito la 2-metiltio-1,4-

naftoquinona, designada como "metionaquinona" de una bacteria termofilica.

0

Fig. 12, Estructura general de las quinonas analizadas.

1.4 Espectrometria de Masas.-

Sin duda alguna, el método fisico-quimico mas sensible para la elucidacion
estructural y la deteccion cualitativa de quinonas en micobacterias, es la

espectrometria de masas, por la fragmentacién caracteristica de las mismas.
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Las ubiquinonas, generan un pico base a m/e de 235, con un pico intenso a m/e de
197, que corresponden a iones pirilio y bencelio respectivamente, producidos ambos
por la benzoquinona.

Los picos en el espectro de masas de las menaquinonas (incluidas las
filoquinonas), estan localizados a m/e 225, con un segundo pico, de considerable
intensidad a m/e 187, derivado del nucleo de la naftoquinona y que se pone de

manifiesto en la Figura 13.

CH,

+0

XIl m/e 225

Fig. 13, Masa espectral correspondiente al fragmento m/e 225, derivado del nucleo de la naftoquinona.

Las demetilmenaquinonas, poseen fragmentos nucleares a m/e 211 y a 173. el pico
mas intenso, correspondiente al ion positivo (M+) que se observa en ubiquinonas,
menaquinonas y estructuras afines. El pico correspondiente a la pérdida de 15
unidades, se correlaciona con la pérdida de un grupo metilo.

Las pérdidas de M-69 unidades, pone de manifiesto la fragmentacién de grupos
isoprenilo, seguida de pérdidas de (M-69)- 868xN), siendo N el numero de unidades
de isopreno que se pierden, menos uno.

En la Figura 14, se especifica en la MK-6 aislada a partir de ciertos
microorganismos, la pérdida de inicial de 69 unidades correspondientes al isoprenilo
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extremo, y las pérdidas sucesivas de 68 unidades, correspondientes a los
isoprenilos siguientes, dandonos a partir del estudio de la fragmentacion, una idea

de la longitud de la cadena lateral.

=0

239‘-| 307+ 375+ 4 43-4 511=

|

I |

- -d od Lo3e3ar L<+272273 L<204,205 L <136,137 L ~6869
225 187 22

150 180 200 250 300 350 400 450 500 550 600

Fig. 14, Espectro de masas de MK-6 aislada de Capnocytophaga pchracea.

La calderaquinona, que contiene en su estructura azufre, posee un curioso y
caracteristico espectro de masas, con un pico molecular a m/e 225 y otros de gran
intensidad a m/e 192 y 193, ocasionados por la pérdida del grupo sulfidrilo SH y de
azufre S, respectivamente con 32 unidades menos, como pusieron de manifiesto los
trabajos de De Rosa et al. en 1977 (24) y de Collins y Langwworthy en 1983 (25).

OH

SCH,

s CHz
OH

mie 2zs

Fig. 15, 16n molecular correspondiente al fragmento m/e 225 de caldarielaquinona.

Estudios estructurales organicos, convierten las quinonas en acetatos de comenilo

por posterior ozonolisis. La reduccién de los ozdnidos mediante dimetilsulfoxido,
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genera los correspondientes aldehidos, que sometidos a espectrometria de masas,
nos dan informacion acerca del grado de saturacion de la cadena lateral, como puso
de manifiesto Yamada et al. (26).
La técnica de la espectrometria de masas, se debe de conjugar, si es posible, con
las cromatograficas.
Por otro lado, el pico base que aparece a m/e 225, que puede ser debido al cation
sefalado con anterioridad, también se le atribuye al resefiado a continuacion:

Q

CH,

o
X m/e225

Fig. 16, Fragmento nuclear m/e 225 correspondiente al nucleo naftoquindnico, proveniente de menaquinonas.

Estos picos, han sido estudiados por Sommer y Kofler (27), asi como los picos a m/
e 225y 189 caracteristicos de ubiquinonas y de plastoquinonas

Por otro lado, podemos deducir a través del detallado analisis del espectro de
masas, acerca de la posicion de la hidrogenacion (28).

Las fracciones obtenidas de quinonas isoprenoides (menaquinonas, filoquinonas,
plastoquinonas y ubiquinonas), son muy semejantes entre si, pero la determinacién
de sus pesos moleculares reviste un gran interés para su conocimiento y estudio.
En relacion con este método, nos permite ver la relacion e/m de las distintas
fracciones generadas. El fragmento m/e=225, es el mas significativo dentro del
analisis de las quinonas por esta técnica, y representa el fragmento derivado del
nucleo de naftoquinona, con carga positiva.
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Streptomyces olivaceus

Fig.17, Férmula estructural de las menaquinonas (2.metil-5-11, I, IX-hexahidromultiprenil-1,4-naftoquinona, de acuerdo con la
nomenclatura de la IUPAC.

1.5 El cultivo bacteriano.-

Segun la literatura, las cepas de las muestras eran cultivadas en un medio liquido
de un volumen aproximado de 70 ml. y opacos para que no los alterase la luz. Los
representantes de los géneros Actinomycetes y Arachnia fueron incubados
anaerobicamente. El medio de crecimiento y los regimenes de incubacién fueron
elegidos para potenciar el buen crecimiento de las cepas de la muestra y en todos
los casos las células fueron obtenidas en la primera fase después de ser
comprobada su pureza. Las células esterilizadas fueron centrifugadas, lavadas dos
veces con agua destilada y liofilizadas. Las muestras liofilizadas fueron utilizadas
inmediatamente o guardadas a temperatura ambiente en la oscuridad hasta su uso.
Poco se sabe sobre el efecto de los regimenes del cultivo en la composicion de la
menaquinona, pero la influencia de tales condiciones en perfiles de los acidos
grasos en Actinomycetes ha sido estudiada por Kroppenstedt (29).

Algunos investigadores como Saddler et al. (30), Tamaoka (31) y Yassin et al. (32),
demuestran que las menaquinonas estructurales de ciertos actinomicetos, varian

segun el tiempo de cultivo de los mismos. Asi, la composicion de menaquinonas de
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Nocardiopsis dassonvillei, se ve incrementada en menaquinonanas insaturadas o
hidrogenadas en el transcurso de su fase de crecimiento exponencial.

Especies de Enterobacterias, poseen en su contenido estructural ubiquinonas,
menaquinonas y demetilmenaquinonas.

La influencia que ejerce la presencia de la presidn parcial de oxigeno en cuanto a su
contenido de quinonas, fue estudiado por Whistance et al. (33). Asi, cuando se
suprime este compuesto, las cantidades de ubiquinonas y de demetilmenaquinonas,
disminuyen, mientras que por el contrario, crecen las de menaquinonas. Cepas de
Escherichia coli recrecidas en atmdsfera de nitrégeno, contienen una considerable
cantidad de menaquinona junto con trazas de ubiquinona, segun pone de
manifiesto Polglase et al. (34).

Hiraishi y Kogamata (35), observaron que cepas de Micococcus luteus, que crecen
en medios ordinarios de cultivo, poseen MK-8 mayoritariamente, mientras que
aquellas que crecen en medios quimicamente enriquecidos, aumentan la proporcién
de esas mismas menaquinonas hidrogenadas hasta alcanzar el rango de
concentracion de las MK-8 no hidrogenadas.

Micrococcus varians 1AM 12146, también posee diferente composicion de quinonas,
en funcién de la naturaleza de los medios de cultivo en los que se realice el mismo,
segun han demostrado Hiraishi et al. (36) y la aplicacion de la taxonomia numérica
en el género Nocardia, relacionado con Mycobacterium y llevado a cabo entre otros
por Grund y Kroppenstedt (37), ha supuesto un considerable avance en este campo.

1.6 Separacion e identificacion de menaqguinonas.-

Los actinomicetos demuestran un grado muy alto de variacidén en la composicion de

la menaquinona. Asi sus menaquinonas se diferencian considerablemente en la
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longitud y el grado de saturacion de la cadena isoprenilica, hecho puesto de
manifiesto por Collins y Jones (38 y 39). Ademas, los isbmeros de posicion, con
diferencias en la colocacion de las unidades del isoprenilo, pueden tener en parte
las cadenas laterales hidrogenadas segun las investigaciones de Batrakov et al.
1976; Kroppenstedt 1982a; Yamada et al. (40 y 41). Ademas, las menaquinonas
altamente saturadas en Actinomicetes, se destruyen facilmente durante la
preparacion y el almacenaje, y algunos de los productos alterados se eluyen a partir
de las fases RP-18, al mismo tiempo que las menaquinonas de cadena corta.

Por lo tanto, para la separacién y la identificacion de menaquinonas altamente
saturadas, solamente la cromatografia en capa fina (fase inversa y con argentacion)
y la HPLC en fase reversa, alcanzan la separacién y la identificacion de estas
menaquinonas. Una vez mas aunque los pesos moleculares de las menaquinonas
se pueden obtener por espectrometria de masas, el grado de saturacién de la
cadena lateral isoprenilica no se puede detectar de esta manera ni pueden ser
exactos los datos cuantitativos obtenidos. Es pues necesario complementar la
informacion cromatografica con la obtenida a través de la espectrometria de masas.
El uso de fases estacionarias con diversas polaridades en la separacion, es util para
la identificacion de las complejas mezclas de menaquinonas. Dos fases
estacionarias fueron desarrolladas: separacion en una fase inversa lipofilica (RP-18)
con el acetonitrilo-tetrahidrofurano (70:30 v/v) (Kroppenstedt 1981(29) o el
acetonitrilo-isopropanol (75:25 v/v) como fases moéviles y un cambiador de plata
cargado del i6n Ag*-cromatografia compleja con el metanol (100%) como fase movil

a temperatura elevada (40-60°C). El perfil de elucibn de las menaquinonas
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completamente insaturadas, se lleva a cabo en octadecilsilano (RP-18), y con
cambiador de plata, cargado con dicho ién.

Para estas menaquinonas, ambas columnas demuestran el mismo comportamiento
en la retencion. En RP-18 esto es debido al caracter lipofilico de la cadena lateral,
la cual depende del numero de atomos de carbono y del numero de las unidades
saturadas de isoprenilo dentro de la cadena, pero en la columna de Ag® la
separacion es debida a la formacién del complejo entre la plata en el cambiador del
ion y los electrones de los enlaces dobles. Ademas, la separacion de los isomeros

cis-trans en la fase Ag* puede verse en la Fig. 18.

| Pm—r L
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Fig.18, Separaciéon de mezclas estandar de menaquinonas por HPLC sobre diferentes fases estacionarias.
El comportamiento contrastado de las menaquinonas parcialmente saturadas se

pone de manifiesto, demostrandose que en columna RP-18 estas menaquinonas
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son eluidas mas tarde que sus homologas insaturadas, mientras que en la columna
de Ag® aparecen antes. Las menaquinonas con la misma longitud de cadena y
grado de saturacidén de hecho varian con las posiciones de sus unidades de
isoprenilo (unidades de isoprenilo saturadas). Se distinguen por su diverso
comportamiento en el RP-18 y en la columna de Ag*. La MK-9 (ll, lll, IX-Hs) del
Streptomyces griseus y la MK-9 (ll, lll, VIlI-He) del Actinomadura madurae tienen
casi el mismo tiempo de retencion en RP-18, pero se pueden separar antes en la
columna de Ag+. Un fenomeno similar se observa con la Nocardia brasiliensis y la
Nocardia autotrophica, las cuales contienen el MK-8(H4). Asi la menaquinona de
N.brasiliensis tiene un tiempo de retencion mas largo en RP-18 que el de la
Nocardia autotrophica, pero mas corto en la columna de plata. Los datos
cromatograficos indican que el MK-8(H4) de N.autotrophica es MK-8(ll, llI-H,). La
estructura de la otra menaquinona es desconocida pero se encuentra solamente en
la Nocardia sensu stricto (N.asteroides, N.brasiliensis, N.brevicatena y N.otitidis-

caviarum).
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Fig.19, Separacion de menaquinonas bacterianas por HPLC sobre diferentes fases estacionarias.
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Fig.20, Separacion de menaquinonas bacterianas por HPLC sobre diferente fases estacionarias.
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Fig. 21, Cromatografia para analisis de menaquinonas.
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Fig. 21, Cromatografia para andlisis de menaquinonas en Nocardia autotrophica.

Las menaquinonas se identifican por sus tiempos de retencidén, ya que los
estandares son comercialmente inasequibles. Las preparaciones de menaquinona
de las cepas bacterianas pueden ser utilizadas como patrén segun esta descrito en
la literatura por Collins & Jones (38 y 39). Con soélo algunos estandares de
menaquinona, los tiempos de retencién del resto de los menaquinonas se obtienen
graficamente, trazando los tiempos netos de retencion (el tiempo para el volumen de
elucién se extrae a partir del tiempo para el volumen vacio) de los homdlogos de la
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menaquinona frente a su numero de unidades isoprenilicas. Las lineas rectas se
obtienen en papel semilogaritmico. Se aprecian en la Fig.22, que las cinco series (1
a 5) de menaquinonas homologas se diferencian solamente en su grado de
saturacion de un grupo de cinco lineas paralelas. Otro grupo de cuatro lineas
paralelas de diversa pendiente, esta formado por cuatro series de menaquinonas
homodlogas que se diferencian en su numero de unidades de isoprenilo. Por
interpolacién o extrapolacién, los datos de retencion para las menaquinonas
desconocidas se pueden obtener por este método. Alternativamente, los datos que
faltan de la retencién de menaquinonas homologas se pueden calcular por regresion

lineal (Tamaoka et al.) (42).
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Fig 22, Relacion entre el nimero de unidades de isopreno y los tiempos de retencion (i) para series de menaquinonas
homogéneas, trazado sobre papel semilogaritmico (fase inversa en columna de HPLC).
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1.7 Separacion e identificacion de menaquinonas por Cromatografia en Capa Fina

(CCF).-

Inicialmente, y en ausencia de la cromatografia liquida de alta presion (HPLC), se
utilizaron métodos cromatograficos para la separacion e identificacion de las
menaquinonas extraidas de los microorganismos.

De hecho, la literatura cientifica, esta ampliamente documentada en revisiones que
van por esta linea (43, 44, 45 y 46), poniendo de manifiesto las peculiaridades de
los diferentes métodos, escasamente utilizados en la actualidad, con esas
caracteristicas ya obsoletas, pero de indudable interés experimental.

La fase estacionaria utilizada es en todos los casos la gel de silice, con adicion de
sales argénticas o rodamina, que una vez eluidas y desarrolladas, permiten la
visualizacion de las diferentes fracciones obtenidas.

Esta visualizacion se lleva a cabo bajo lampara UV, o con solucion al 1% de
fluoresceina en etanol.

La fase movil, esta constituida en muchos casos por n-butilo y hexano en proporcién
10:90 o bien mezclas de éter dietilico-pentano, metanol- benceno 5:95, butanona-
hexano o éter de petroleo-acetato de etilo, de polaridades variables, sin excluir la
dimetilformamida-agua o acetona-agua, en las fases mas polares.

El cation argéntico ha sido muy usado en este tipo de cromatografia, como soporte
de separacion de menaquinonas con diferente grado de saturacion (47).

De hecho, se ha podido separar, gracias a estas placas impregnadas en plata,
utilizando una fase movil de alcohol metilico en acetona, las menaquinonas que se

ponen de manifiesto en la Figura 23.
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Fig 23, Cromatografia en capa fina de menaquinona en metil-etil-cetona 15% en hexano.

También se han utilizado columnas de Sephadex (LH-20) para el estudio de
estas menaquinonas (48 y 49).

1.8 Presencia de quinonas en microorganismos.-

La distribucion de quinonas isoprenoides en microorganismos es amplia y variada,
como amplios y variados son el numero de géneros y especies involucrados. Asi,
dentro de la Enterobacterias, se han descrito la presencia de menaquinonas
demetilmenaquinonas y ubiquinonas en Escherichia, Klebsiella y Proteus,
obsevandose que las proporciones relativas de las mismas pueden estar influidas
por el grado de aireacion a los que sean sometidos los cultivos bacterianos. Asi en
Escherichia coli, se incrementa el contenido de menaquinonas y se reduce el de
ubiquinonas en estas circunstancias (50, 51).

Actinobacillus, Cytophaga,  Acinetobacter, = Azotobacter, Flavobacterium,

Haemophilus y Pasteurella, han sido ampliamente estudiados por Makula et al,
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Marcus et al. y Mannheim et al. (62, 53 y 54); dentro de estos géneros,
Actinobacillus y Pasteurella, contienen demetilmenaquinonas (54).

Pseudomonas denitrificans y Pseudominas spp., contienen Q-9, Q-10 y Q-11,
teniendo como curiosidad, el hecho de que estas quinonas isoprenoides de mas de
10 unidades de isopreno, se encuentran solo descritas hasta el momento, en ciertas
bacterias fotosintéticas (55, 56 y 57).

Acetobacter, contiene Q-9 como componente mayoritario en su composicion,
mientras que Gluconobactery Acetobacter xylinum, contienen Q-10 (58, 59 y 60).

1.9 Componentes quinénicos de Micobacterias.-

Mycobacterium flavum y Mycobacterium phlei, junto con Cortynebacterium
autotrophicum, fueron estudiados por Collins, Goodfellow y Minnikin en 1979 (1).
Collins et al., detectaron picos correspondientes a quinonas saturadas y no
saturadas mediante cromatografia en fase reversa.

Mycobacterium avium fue estudiado por Azerad y Cyrot-Pelletier (61) y por Beau et
al. (62), poniendo de manifiesto la presencia de MK-9.

Mycobacterium bovis fue estudiado por Collins et al. en el afio 1977 (3), poniendo de
manifiesto la presencia de MK-9 y MK-8.

Mycobacterium farcinogenes fue estudiado también por Collins y su equipo (3),
observando en esta especie la presencia de MK-8 hidrogenada y de MK-9.
Mycobacterium fortuitum fue estudiado por Beau, Azerad y Lederer en 1966 (62),
apreciando en su estructura la presencia de MK-9, pero no de MK-8.

Mycobacterium intracellulare fue estudiado también por el equipo de Collins (3),

apreciandose en su estructura la presencia de MK-8 y de MK-9.
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Mycobacterium johnei fue estudiado por el equipo de Collins (3), detectandose en el
mismo la presencia de MK-8 y de MK-9.

Mycobacterium kansasii fue estudiado por Azerat y Cyrot-Pelletier (61),
apreciandose la presencia solo de MK-9.

Mycobacterium smegmatis, también fue estudiado por Collins y su equipo (3),
detectandose la presencia de MK-8 y de MK-9.

El bacilo tuberculoso, Mycobacterium tuberculosis, por su importancia patologica, ha
sido uno de los mas estudiados, destacando los equipos de Truglio (66), Dunphy
(67), Beau (62) y de Yamada (64), que detectan en su estructura la presencia de
MK-7, MK-8 y de MK-9.

Por su semejanza con las micobacterias, cabe destacar Nocardia farcinica,
estudiada por el equipo de Yamada (65), la Nocardia asteroides, estudiada por el
equipo anterior (64, 65) y el Rhodococcus bronchialis, estudiado por Collins y
colaboradores (3).

Con relacion a los patrones utilizados, la menadiona 2-metil-1,4-naftatalenodiona; 2-
metil-1,4-naftoquinona; menaftona; vitamina K-2; de peso molecular 172 (18) fue ya
descrita en 1940 por Fieser (68). Monitor y Robinson, se centraron en su estudio de
toxicidad (69) y su farmacocinética la llevaron a cabo Taggart y Matschiner (70).

La menaquinona 4, posee un peso molecular de 484 y su denominacion segun las
normas de la IUPAC, es (E,EE)-2-metil-3-(3,7,11,15-tetrametil-2,6,10,14-
hexadecatetraenil)-1,4-naftalenodiona; menatetrenona: MK 4.

La menaquinona 6, posee un peso molecular de 580 y su denominacion es la de
(todo-E)-2-(3,7,11,15,19,23-hexametil-2,6,10,14,18,,22-tetracosaenil)-3-metil-1,4-

naftalenodiona; 2-difarnesil-3-metil-1,4-naftoquinona; farnoquinona o MK 6.
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La menaquinona 7, de peso molecular 648, es denominada (todo-E)-2-
(3,7,11,15,19,23,27-heptametil-2,6,10,14,18,22,26-octacosaheptaenil)-3-metil-1,4-
naftalenodiona o MK 7.

En general acerca de las quinonas en microorganismos, la biosintesis de las
cadenas isoprenilicas, también parecen seguir los caminos definidos que conducen
a la formacion de los patrones en las menaquinonas especiales de los diversos
grupos. El tipo 1 de menaquinona, agrupa a las que no poseen los atomos
adicionales de hidrégeno (tipo de la Eubacteria). Es muy rara su presencia en los
actinomicetos, pues se enuentran solamente en la Gordonia aurantiaca (Goodfellow
et el al. 1978), Corynebacterium paurometabolum (Collins 1978; Collins & Jones
1982) y la inusual Agromyces ramosus (Collins 1982b; Doper et al. 1982). La
presencia de endosporas y de MK-7 en Termoactinomicetes (Cross et al. 1968;
Collins et el al. 1982), es constante agrupando a la familia Bacillaceae (Stackebrandt
& Woese 1983). El tipo 2 de Menaquinona, con so6lo un tipo de menaquinona
parcialmente saturada, se encuentra generalmente en el género representativo que
contienen acido micdlico (Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia y
Rhodococcus). El tipo 3 alberga a las menaquinonas del mismo grado de
hidrogenacion pero que se diferencian en la longitud de la cadena isoprenilica,
mientras que el tipo 4 de organismos que sintetizan las menaquinonas, lo hacen de
la misma longitud de cadena isoprenilica pero que tenga diverso grado de

saturacion.
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Tabla 2, Tipos de menaquinonas dentro de los actinomicetales.

De especial interés es el caso de las menaquinonas con la misma longitud de
la cadena del isoprenilo y el grado de saturacion (estereoisbmeros), que parecen
poseer taxonomia-especifica entre actinomicetos, e.g.; Nocardia autotrophica
MK-8(Il, 11I-H4) frente a Nocardia asteroides MK-8 o Streptomyces griseus MK-9(ll,

[, IX-He) frente a Actinomadura madurae MK-9(ll, 111, VIII-Hs).
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Mose: +, positive; v, variabie { J, Jess than 5% and n.d., not d d. *amd : B = ME-S (11, 1] H), 84" = ME-B (7, # H),

6" = MEK-9 (1L, L, VI, 9% = ME-% (11, 111, 13.H).

“Comain 20H-i0-C16 in sddition,

*2-0OH isofenteiso fary scids,
‘Contain cyclopropane Fatry scids,

Tabla 3, Composicion en acidos grasos y menaquinonas de distintos géneros y especies bacterianas.
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1.10 Analisis de las Quinonas Isoprenoides para la clasificacién e identificacién

bacteriana.-

1.10.1 Métodos de Extraccion.

Hasta hace poco tiempo, la sistematica bacteriana se edificO en base a un patron
de caracteristicas morfologicas y de comportamiento de los microorganismos. Las
cepas fueron asignadas a los grupos basados en las peculiaridades de las colonias
y su micro-morfologia, las caracteristicas de tincion, la presencia y la ausencia de
esporas, la capacidad de producir acido a partir de los azucares, de crecer en una
variedad de compuestos como fuentes unicas de carbono y de crecer en presencia
0 ausencia de elementos inhibitorios.

Esta, sin embargo ya claro que el poder discriminatorio de los criterios quimicos
puede variar entre los distintos grupos taxondomicos. Asi, por ejemplo, la
composiciéon de la menaquinona de los aerobios, de las bacterias que forman
endosporas y las muestras de los lipidos polares de Estafilococos, son bastante
uniformes, pero los menaquinonas y los lipidos polares son de interés en la
clasificacion de especie del Staphylococcus y del Bacillus, respectivamente. Es
también posible que ciertas diferencias quimicas puedan tener mas significacion
taxondémica que otras.

Las quinonas respiratorias se oxidan rapidamente en presencia de oxigeno, siendo
extremadamente sensibles a las condiciones de alcalinidad del medio. Para su
extraccion, es necesario evitar pH extremos y la luz potente, no siendo necesario
trabajar en atmosfera de nitrogeno.

Las quinonas isoprenoides, son solubles en los disolventes lipidicos habituales,

como son el éter de petroleo, el éter dietilico, acetona, cloroformo etc.
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Existe un procedimiento de extraccion a base de cloroformo-metanol. Para ello, se
parte de unos 50 mg. de células bacterianas secas, que se someten a extraccion
con un volumen de unos 25-50 mililitros de una mezcla de cloroformo-metanol (2:1
v/v) en un espacio de tiempo que va desde una a dos horas. Algunos géneros como
Steptococcus faecalis y Bacteroides spp, producen rendimientos bajos de quinonas,
por lo que para la extraccién de estos compuestos, se requieren del orden de 100 a
200 miligramos.

Una vez realizada la extraccion, el extracto liquido se filtra a través de papel
Whatman, evaporando con posterioridad el disolvente a presion reducida. El
extracto lipidico se resuspende en un pequefio volumen de cloroformo-metanol y es
aplicado sobre la gel de silice para realizar la cromatografia.

La placa cromatografica se eluye en una mezcla de hexano-éter dietilico (85:15, v/v)
y son puestas de manifiesto las manchas de las quinonas con luz ultravioleta a 254
nm de longitud de onda. Estas quinonas se rascan y se eluyen con cloroformo.

La elucion se realiza rascando la zona en la cual se ha desarrollado la quinona,
previamente revelada, con una espatula y se lleva a un matraz erlenmeyer al que se
agrega un disolvente organico (generalmente éter de petrdleo), se filtra si es preciso
en filtro de clavo (si existe poca cantidad) y si no en filtro normal o buchner y se

evapora a rotavapor procurando que la temperatura del bafio no sea elevada.
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El esquema general de extraccion es el siguiente:

Dry cells (ca.50 mg)

Add 20-40 m1 chloroform/ Stir on magnetic stirrer (1-2h)
methanol (2:1 v/v)
v
Filter through filter funnel (discard
cells) and collect solvent

v
Evaporate to dryness under reducsd
pressure (rotary evaporator, ca.40 C)

Resuspend in chloroform/
methanol 2:1 (ca. 1 ml)

A\ 4

Apply to pre-coated Kieselgel 60F,¢ plastic
backed plate (Merck Art. 5735; cuf o 10x10 cm)

Develop in_hexane-diethyl ether
(85:15v/v)

N

Observe under ultraviolet light (254 nm); quinones are revealed
as a dark brown band on a green fluorescent background
Menaquinones R- ca. 0.8 Ubiquinones R. ca. 0.3-0.4

Scrape off band and elute through
sinter glass filter with ca.l ml chloroform

Evaporate to dryness under nitrogen gasb

AV 4
Purified quinone

kf////// (if available)

Ultraviolet spectroscopy Mass spectrometry
(establish category of
quinone) (Table 1)

\4

Chromatographic characterization
(determination of number of isoprene
units, hydrogenation etc.)

* Based on the procedure of Collins et al. (1977)
3 For ubiquinones hexane-diethyl ether (80:20,v/v) is preferred.
Use oxygen-free nitrogen,

Fig. 24, Extraccién y purificacion de quinonas isoprenoides.
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Asi, las quinonas isoprenoides aisladas son purificadas en pedazos de 10x10 cm de
plastico recubierto de una hoja de gel de silice (Merks 5735), usando una mezcla
obtenida a partir del éter de petroleo (punto de ebullicién 60-80° C) - acetona (95:5
v/v). Las quinonas isoprenoides purificadas son detectadas usando la luz UV (254
nm). Las zonas que contienen las quinonas isoprenoides se cortan posteriormente
de la placa y se extraen usando el éter dietilico o cloroformo. Para proteger las
quinonas isoprenoides extraidas contra las pérdidas debido a los efectos del aire y
de la luz, las muestras se transfieren a pequefios viales de cristal, se disuelven en el
éter de petrdleo, se envuelven en la hoja de plata y se mantienen a -20° C antes del
analisis por HPLC-espectrometria de masas o cromatografia en capa fina en fase-
inversa.

Este procedimiento es general en todos los procesos en los que se trabaje en
cromatografia en capa fina, siendo deseable que esta sea preparativa para obtener
la mayor cantidad posible de producto a aislar y de esta forma no estar repitiendo la
operacion varias veces. La clave para conseguir esta cromatografia preparativa esta
en aplicar reiteradas veces el extracto a separar en la base de la placa de gel de

silice.
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Fig. 25, Extraccién combinada de lipidos polares y quinonas isoprenoides.

Las capas inferiores, después de la extraccion de las quinonas isoprenoides se
examinan usando una modificacién apuntada porBeau, Azerad y Lederer (46),
Minnikin et al. (4), asi como por el método de Morris (47) Bligh & Dyer, para dar un
extracto del lipido polar. Los patrones del lipido polar se obtienen en los trozos de
6x6 cm de las hojas de aluminio recubiertas del gel de silice (Merck 5554), con la
TLC de dos dimensiones.

El sistema de disolventes se muestra en la figura 25. Todos los lipidos son
detectados rociando al 5% con el acido fosfomolibdico etandlico seguido de

carbonizado a 180°C.
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Fig. 26, TLC en fase inversa de Ubiquinonas.

Fus. 5. Ag+-impregnared TLE (Palygram Sil GUWVaes plastic shoet) (1F 3 10 oy 0,25
thick} of menaquinones fa—h, ME-1-ME-B). Selvent, Iexane—acernne {8515, wiv)

Fig. 27, TLC impregnada con el i6n Ag* de Menaquinonas. Hexano-acetona (85:15, v/v).

Las quinonas respiratorias son fotooxidadas absoluta y rapidamente en la presencia
del oxigeno y con luz intensa, y son también particularmente susceptibles a las

condiciones alcalinas. Asi es preferible conducir la extraccion y procedimientos
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subsiguientes de la purificacion bastante rapidamente, evitando valores extremos de
pH y de la luz intensa. No es necesario realizarlo, sin embargo, trabajando en una
atmosfera de nitrogeno o con luz muy débil, como se ha apuntado con anterioridad.
Las quinonas isoprenoides son solubles en los disolventes generalmente de los
lipidos, tales como éter de petréleo, éter dietilico, acetona y cloroformo. Los
procedimientos adoptados para la extraccion, utilizan uno de los solventes
antedichos o una mezcla de dos de ellos. Los procedimientos de la extraccion
conducen normalmente a una mezcla de lipidos, mas una cantidad pequefa de
material no lipidico, de la cual las quinonas se pueden aislar facilmente con
procedimientos cromatograficos simples.

También se utiliza la Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) para la
separacion de quinonas en microorganismos. Asi Suvarna et al. (130), realiza la
separacion de quinonas en microorganismos, en un cromatografo Waters 670
equipado con un Zorbaax ODS, columnas de 250 x4,6 mms., fase reversa, columna
Cromopack Inc. Raritan. N.J. y como liquido de elucion metanol-isopropil-éter en
proporcion 3:1 vol/vol.

Posteriormente y con equipos de HPLC mas sofisticados, se han utilizado columnas
polares o de fase reversa, en régimen isocratico o de gradiente y con detectores

UV-Vis. para conseguir estos objetivos.
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Fig. 28, TLC bidimensional del extracto de lipidos polares y menaquinonas de la pared celular en Mycobacterium.

1.10.2 Biosintesis.

Una gama de los derivados de la naftoquinona, incluyendo la filoquinona (vitamina
K1) y el menaquinona (vitamina K2), se producen a partir del corismato via
isochorismato 49, 2-succinil-6-hidroxiciclohexa-2,4-dieno-1-carboxilato (SHCHC)
200, el o-succinilbenzoato (OSB) 201, y 1,4-dihidroxynaftoato 203. La sintesis de
CoA del o-succinilbenzoil de la enzima que activa OSB por la conversion en su éster
alifatico 202 de CoA en E. coli sobreexpresado y purificado. La enzima que es un

homotetramero, requiere el concurso de ATP y del coenzima A. Su actividad es
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estimulada por los iones Mg2+. Ni el benzoil CoA, ni el acido benzoilpropionico

(succinilbenzeno) actuan como substrato para la enzima purificada.

HGEE\I/ OH
o.

Chorismale —I"

CO.H

(49) Isochorismate

}/- 2-Oxoglutarate
i i TR

OH
COH o COH oo
—
I
o o}
200 SHECHE 201 OSE

HSCoA
v ATP
N q
COH O coscea
L

OH o
203 202

/I\

Witamin K Anthraguinonas

Fig. 29, Biosintesis de quinonas.

Las ubiquinonas (coenzima Q) 209 también se deriva del corismato, pero via 4-
hidroxibenzoato 79, y la cadena lateral del isoprenoide de una longitud que varia
segun el organismo, se une a este substrato temprano en la secuencia biosintética.
El camino generalmente aceptado se demuestra en el esquema siguiente a pesar
de que todos los productos intermedios estén comprobados en su totalidad. El acido
3-Hexaprenil-4-hidroxibenzoico 204 (n=6) se ha aislado como el material
predominante del lipido, en los cultivos de la levadura Saccharomyces cerevisiae

provistas del acido 4-hidroxibenzoico C marcado y crecidas bajo condiciones de la

47



fase-registro. En los cultivos de la fase inmovil, etiquetadas como 204 también se
produjo, pero el producto observado principal era la coenzima Q 209 (n=6). Un
mutante de la levadura (coq7-1) deficiente en sintesis del ubiquinona fue encontrado
y sintetiza el emetoxiubiquinona intermedio 207 (n=6). 316 La cepa tipo
correspondiente al gen de coq7, fue aislado y ordenado, demostrado al crecimiento
y la biosintesis de ubiquinona al mutante. Varios mutantes de la canceladura coq7
entonces generados fueron demostrados para acumular 3-hexaprenil-4-
hidroxibenzoico el acido 204 mas bien que 207. El gen coq7 puede codificar asi una
proteina implicada en uno o mas pasos de monooxigenasa/hidroxilasa en la
secuencia biosintética. En eucariotas, el primer paso del O-o-metilacion es realizado
por la proteina Cog3 en 3,4-dihidroxi-5-poliprenilbenzoato 205, mientras que en E.
coli, el substrato predicho es 2-octaprenil-6-hidroxifenol 206 (n=8), con la enzima
todavia que se identificara. ElI segundo O-o-metilacion, conversion del
demetilubiquinona 208 (n=8) en la ubiquinona, implica UbiG, una enzima que sea el
40% idéntico en secuencia del aminoacido a la levadura Coqg3. Ahora se ha
demostrado que UbiG cataliza probablemente pasos del O-o-metilacién en E.
coli.317 que el gen del ubiG podia restaurar la respiracién y la sintesis de
ubiquinona en mutantes de la levadura coq3, con tal de que una secuencia
mitocondrial del lider también fuera insertada para apuntar la actividad a la
mitocondria. Los analisis in vitro demostraron que la enzima de UbiG podia
desnaturalizar analogos sintéticos tales como el 3,4-dihidroxi-5-farnesilbenzoato
eucariotico 205 (n=3) y el 2-farnesil-6-hidroxifenol procariotico 206 (n=3). La
metilacion de 3,4-dihidroxi-5-farnesilbenzoato 205 (n=3) también fue logrado usando

las mitocondrias de la levadura que contenia el gen cog3, demostrando que la
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longitud de cadena no es critica para el substrato reconocido 318
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Fig. 30, Biosintesis (continuacion).

El camino biosintético de la ubiquinona en el género Leishmania demuestra

probablemente caracteristicas similares a esas en sistemas de mamiferos y de
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bacterias. Asi en estudios preliminares, el acido 4-hidroxibenzoico, el acetato y el
mevalonato fueron establecidos como precursores de la ubiquinona-9 209 (n=9).

2.1.- Micobacterias de crecimiento rapido.

2.1.1 Micobacterias atipicas.-

El conjunto de micobacterias, pertenecientes al género Mycobacterium, no
productoras de tuberculosis y lepra ha recibido numerosas denominaciones:
“micobacterias inclasificadas”, “bacilos paratuberculosos”, etc....

Actualmente, los términos mas divulgados y quizdas mas correctos, son los de
“‘micobacterias no tuberculosas” y “micobacterias atipicas”, siendo este ultimo el
mas usado y aceptado por la comunidad cientifica.

2.1.2 Clasificacion de las micobacterias atipicas.-

Los primeros intentos para clasificar estas micobacterias, se deben a Timpe y
Runyon en 1954 y Runyon en 1959.

Runyon, teniendo en consideracion algunas caracteristicas comunes a las colonias
de estas micobacterias, tales como su velocidad de crecimiento y su pigmentacion,
propuso su division en cuatro grupos diferenciados:

Grupo I: Fotocromogeno:

Las colonias presentan pigmentaciéon cuando se exponen a la luz (fotoinduccién). Si
se incuban en la oscuridad, no producen colonias pigmentadas.

Grupo II: Escotocromogeno:

Producen colonias pigmentadas, con o en ausencia de luz.

Grupo Ill: No Fotocromégeno:

No producen colonias pigmentadas con, o en ausencia de luz.
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Grupo IV: De Crecimiento Rapido:
Su caracteristica diferenciadora fundamental es el crecimiento sobre medios de
cultivo, que lo hacen en cortos periodos de tiempo; una semana aproximadamente.
Runyon, en esta clasificacion, solo abarcaba una veintena de estas micobacterias
atipicas que en el transcurso del tiempo fue aumentandose el numero de especies a
medida que eran reconocidas oficialmente por el ICBS.

* Mycobacterium aichiense.
Tsukamura en 1973 (71), aisla por primera vez esta especie proveniente de Aichi,
Japon. Se reconoce oficialmente a partir de 1981.
Ichiyama et al. (72), estudian la formacién de carotenos beta en los cultivos de esta
bacteria.
Caracteristicas morfologicas y de cultivo:
Estos microorganismos son bacilos de 2 micras de longitud. Desarrolla colonias de
textura lisa amarillo-anaranjadas, cuando se cultiva a una temperatura de 25 a 37°C,
en un tiempo aproximado de 3 a 4 dias en medios que contienen huevo.

* Mycobacterium aubagnense.
Descrito por Adekambi et al. en 2006 (105), que estudian su secuenciacion vy
concentracion minima inhibitoria (CMI).

Presenta resistencias a las quinolonas, tetraciclinas, macrolidos e imipenem.

* Mycobacterium aurum.
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Especie descrita por Tsukamura et al. en 1966 (73). No obstante, su confirmacion
como nueva especie se realizé muy posteriormente, gracias a los estudios de
homologia DNA/DNA llevados a cabo por Baes et al. en 1982 (74).
Caracteristicas morfologicas y de cultivo:
Estos microorganismos son bacilos de 1-6 micras de longitud. Desarrollan colonias
amarillo-anaranjadas, cuando se cultivan a temperaturas de 25 a 37°C, en un
tiempo aproximado de 5 dias en medios que contienen huevo.

* Mycobacterium austroafricanum.
Especie descrita por Tsukamura et al. en 1983 (75).
Caracteristicas morfologicas y de cultivo:
Estos microorganismos son bacilos de 2-6 micras de longitud y 0,5 micras de
grosor.
Desarrollan colonias mucosas y amarillentas, cuando se cultivan a temperaturas
entre 28 y 37°C, en un tiempo aproximado de 3 dias en medios que contienen
huevo. Adquieren una pigmentacidon mas intensa, después de ser expuestas a la
luz.

* Mycobacterium boenickei.
Especie descrita por Schinsy et al. (106), y considerada como una variacién del
complejo Mycobacterium fortuitum.
Aislado en estudios clinicos de humanos en los que ocasiona infecciones
respiratorias y bacteriemias. Relacionado con Mycobacterium houstonense y
Mycobacterium brisbanense (136)
Se han caracterizado sus acidos grasos por HPLC asi como su genotipo.

e Mycobacterium bolleti.
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Descrito por Adekambi et al. (107).
Fue denominado asi en honor del eminente microbidlogo clinico y taxonomista
Claude Bollet.
Presenta resistencias a quinolonas, tetraciclinas, macrélidos e imipenem. También
es resistente a la claritromicina.
Se le ha caracterizado el gen rpo B asi como se ha efectuado en estudio de la
concentracion minima inhibitoria (CMI) frente a diferentes antibidticos.

* Mycobacterium brisbanense.
Schininsky et al. (108), dan referencia de él en 2004.
Fue denominado asi al aislarse de muestras de la zona de Brisbane, Queensland en
Australia.
Esta relacionado con Mycobacterium fortuitum sorbitol negativo y con
Mycobacterium houstonense y Mycobacterium boenickei (136)

* Gordonia bronchialis.
Wermo et al. describieron los accesos producidos por ese microorganismo en 2005
(76) en pacientes inmunocomprometidos.
Por otro lado Garton vy Sutcliffe (77), identifican el mananolipoarabindsido y el
lipoglicano existente en esta especie.

* Mycobacterium canariesense.
Citado por Jiménez et al. (109).
Fue denominado de esta suerte, al ser aislado en nuestras islas Canarias, a partir
de muestras de sangre de pacientes con sindrome febril.
Es una micobacteria no pigmentada que se cultiva entre 30-37°C en el medio de

Lowestein-Jensen y de Mac Conkey con cristal-violeta.
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Contiene metil-micolato en su pared.
Es una micobacteria oportunista relacionada con Mycobacterium diernhoferi.
Se han estudiado sus acidos grasos por cromatografia gaseosa.

* Mycobacterium chlorophenolicum.
Estudiado por Haggblem et al. en 1994 (110).
Apajalahti lo denominé en 1986 Rhodococcus chloropphenolicus, observandose con
posterioridad que poseia caracteristicas micobacterianas.

* Mycobacterium chubuense.
Tsukamura describe por primera vez este microorganismo en 1973 (78), aunque en
1980 no aparece todavia reconocido oficialmente en la lista presentada por
Skerman y col. Tsukamura et al. reivindican su inclusién en 1981.
Esta especie se aislo por primera vez del suelo del jardin del hospital de Chubu en
Japon, de ahi su denominacion.
Caracteristicas morfologicas y de cultivo:
Fundamentalmente, este microorganismo adopta formas cocoides.
Desarrolla colonias de textura lisa y amarillenta, cuando se cultiva a una
temperatura de 25 a 37°C, en un tiempo aproximado de 3 dias en medios que
contienen huevo.

* Mycobacterium conceptionense.
Descrita por Adeckambi et al. en 2006 (111), en el Hospital de la Concepcién en
Marsella (Francia), proveniente de la biopsia de una paciente de 31 afios operada
de fractura de tibia derecha. Esta asociada con osteitis postraumatica.

* Mycobacterium cosmeticum.

Descrita por Cooksey et al. en 2004 (112).
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Es parecida a Mycobacterium smegmatis, por estudios comparativos de HPLC.
Aislada en los desagles de un local de deportes en Atlanta (USA) y en un
granuloma subdérmico de una paciente estudiada en Venezuela.
Relacionada con M. frederikbergense, M. hodleri, M. diernohferi y M. neoaurum.
Utiliza el manitol, la xilosa, inositol, arabinosa, trehalosa y da positiva la prueba de la
aril-sulfatasa.
Es susceptible al ciprofloxacino, amikacina, tobramicina, cefixima, claritromicina,
doxiciclina, sulfametoxiazol y al imipenem.

e Mycobacterium duvalii.
Especie descrita por Stanford y Gunthorpe en 1971 (79). Su denominacion se hizo
en honor del profesor Duval.
Se ha aislado en lesiones cutaneas.
Caracteristicas morfologicas y de cultivo:
Este microorganismo es un bacilo pleomoérfico. Desarrolla colonias de textura rugosa
o lisa, amarillenta, cuando se cultiva a temperaturas de 25 a 37°C, en un tiempo
aproximado de 7 dias en medios que contienen huevo.

* Mycobacterium elephantis.
Especie descrita por Shojaei et al. en el afio 2000 (113).
Fue aislado de un absceso pulmonar de un elefante adulto muerto de una
enfermedad respiratoria crénica.
Esta proximo a M. confluentis, M. madagascariensis, M.phlei, M. pulveris y a M.
flavescens.
El estudio de los acidos micdlicos, permite diferenciarlo de M.abscessus, M.

chelonae, M.confluentis y m. fortuitum, pero no de M. madagascariense y M. phlei.
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Es un coco-bacilo débilmente acido-alcohol-resistente. Da positiva la prueba de la
catalasa termoestable, la benzamida y succinimida, acidificando la fructosa, el
inositol, el manitol y el sorbitol.
Se cultiva de 25-30°C en el medio de Lowetein-Jensen y Midlebrook 7H10. El
ciprofloxacino, el etambutol y el cloruro sédico al 5%, no lo inhiben.

* Mycobacterium flavescens.
Especie descrita por Bojalil, Cerbon y Trujillo en 1962 (80). Los mismos autores
describen en el mismo articulo como nueva especie a Mycobacterium acapulcensis.
Las descripciones originales de ambas especies son muy similares.
Con posterioridad, Pattyn et al. y Tsukaura ademas de otros autores, sostienen que
Mycobacterium acapulcensis es idéntica a Mycobacterium flavescens (81).
Lechevalier et al. consideran a “Mycobacterium gallinarum” y Mycobacterium
flavescens especies diferentes entre si, en base a su composicion lipidica (82).
Tsukamura y Mizuno en 1979 (83), dividen la especie de Mycobacterium flavescens
en dos subgrupos, mediante la aplicacion de técnicas cromatograficas. De los dos
subgrupos, uno incluiria una serie de cepas catalogadas como Mycobacterium
flavescens y el otro incluiria a Mycobacterium gallinarum. Estos subgrupos no son
coincidentes con los obtenidos por Tsukamura et al. en 1981(84).
Tradicionalmente Mycobacterium flavescens se ha considerado que forma parte de
la flora saprofita humana por Casimir et al. (85), aunque otros autores como Bergey

et al., la consideran como causantes de infecciones pulmonares (86)

Caracteristicas morfologicas y de cultivo:
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Estos microorganismos desarrollan colonias amarillo-anaranjadas, cuando se
cuando se cultivan a temperaturas de 25 a 37°C, en un tiempo aproximado de 7 a
10 dias en medios que contienen huevo.

* Mycobacterium fluoranthenivorans.
Descrito muy recientemente por Hormisch et al. (114).
Una de las primeras cepas tipo estudiadas en el mundo de esta especie, ha sido la
estudiada por nosotros.

* Mycobacterium fortuitum acettamidolitycum.
Tsukamura et al. lo estudian en 1986 (115).
Constituye uno de los 85 aislados del complejo fortuitumm, que produce patologias
respiratorias siendo susceptible a la amikacina, gentamicina, ciprofloxacino,
imipenem y sulfametoxazol y resistente a la doxiciclina.
Crece en presencia de sorbitol como fuente carbonada.
Relacionado con M. houstenense y M. boenickei.
El contenido en quinonas de esta especie fue realizado por Beau, Azerad y Lederer
(62), encontrando la presencia de MK-9.

» Mycobacterium frederickbergense.
Estudiado por Willumsen et al. en el afio 2001 (116).
Aislado en Dinamarca de suelos carbonosos contaminados.
Filogenética y quimiotaxonédmicamente es una micobacteria a todos los efectos,
poseyendo en su constitucion isdbmeros meso del acido 2,6-diamino pimélico, a la
vez que arabinosa y galactosa en su pared. El citado equipo, detecta en la misma la
existencia de MK-9 (H2) y la relaciona con Mycobacterium diernhoferi,

Mycobacterium neoaurum y Mycobacterium hodleri (137).
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Posee asi mismo menaquinonas, siendo la MK-9 (H(2) la principal de ellas. Al
mismo tiempo posee micolatos alfa, cetomicolatos y ésteres micalicos.
Esta relacionado con M. diernohferi, M. neoaurum y M. phlei.

* Mycobacterium gallinarum.
Especie descrita por Krasilnikov en 1941.
Lechevalier et al.(82) después de realizar estudios de la composicion lipidica de M.
gallinarum y M. flavescens, consideran que son especies diferentes entre si.

* Mycobacterium gilvum.
Especie descrita por Stanford y Gunthorpe en 1971 (79), como nueva micobacteria
de crecimiento rapido escotocromogena.
Se aislo en esputos en liquidos pleurales de enfermos, aunque no se le reconoce
como especie patdgena.
Caracteristicas morfologicas y de cultivo:
Este microorganismo es un bacilo pleomoéfico. Desarrolla colonias de texturas lisa
amarilla palida, cuando se cultiva a temperaturas de 25 a 37°C, en un tiempo
aproximado de 7 dias en medios que contienen huevo.

* Mycobacterium hackesackense.
Cepas aisladas cinco veces de catéter venoso central y dos veces de sangre
periférica, de una enferma de 6 anos con leucemia linfocitica aguda recurrente de
células pre-B. Todas las cepas presentaron la misma secuenciacion de 500 pb del
gen 16S rRNA. Especie de crecimiento rapido, no cromogénico, taxoquimicamente
relacionado con M. smegmatis [sensu stricto] por el patrén de acidos micdlicos por
HPLC vy filogenéticamente relacionado con M. diernhoferi por la secuenciacion de

14S rRNA. Infeccion relacionada con catéter venoso central.
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Cultivo y crecimiento.

Las cepas crecieron en primer aislamiento en “pediatric FAN blood culture bottles”
(bioMérieux, Durham, N. C.) e “Isolator blood culture tubes”

Crece a 24, 37 y 45° C en agar sangre y L.-J. A 37° C crece en 2 a 4 dias.
Subcultivos “5% blood and chocolate agar” a 37° C en 5% CO,. Colonias visibles,
lisas, no pigmentadas, en tres dias de incubacién. No pigmentacion tras prolongada
observacion.

Cocobacilos grampositivos, parcialmente AAR.

Pruebas fenotipicas.

Las pruebas basicas convencionales efectuadas son la tolerancia a 5% NaCl,
catalasa semicuantitativa y termoestable, reduccion del telurito, captacion del hierro
(iron uptake) AS 3 dias, MacConkey sin cristal violeta, ureasa, utilizacion de
azucares y citrato.

Acidos micolicos.

Determinados por HPLC sobre la cepa 147-0552" mostrando un patrén muy similar
entre M. hackensackense y M. smegmatis [ATCC 194207], y préximo al de M.
diernhoferi. Los acidos micolicos identificados parecen corresponder a a,a’y
methoxi micolatos.

Secuenciacion de 16S rRNA.

Las cinco cepas estudiadas dan la misma identidad de secuenciadn,
correspondiendo a la misma especie. La comparacion de la secuencia en Gen Bank,
revela un “similarity value” del 99,1% con M. diernhoferi [ATCC 193407], con una
diferencia de 13 nucledtidos con la cepa 147-0552" de M. hackensackense.

Diagnéstico diferencial:
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Segun los autores (Hong et al. 2003), fenotipicamente debe hacer son M.
smegmatis sensu stricto 'y con M. diernhoferi.
Accion patégena.
Hasta el momento, salvo el caso descrito que da lugar a la aportacién de una nueva
especie, no se conoce el potencial patogeno de la misma para el hombre o
animales, ni las fuentes naturales de dicha especie.
Susceptibilidad a los antibacterianos.
Las pruebas de susceptibilidad ponen de manifiesto que M. hackensackense es
susceptible a claritromicina e imipenem, intermedio a amikacina y cefoxitina, y
resistente a otros antibidticos, como sulfametoxazol, doxiciclina, tobramicina y
ciprofloxacina.

* Mycobacterium hodleri.
Estudiado por Kleespies et al. en 1996 (117).
Aislado de suelos contaminados con fluorantenos.
Por el estudio de su ADn ribosomial 16 S, se aprecia que es una nueva micobacteria
asi como pr sus propiedades.
Esta relacionado con M. diernhoferi y M. neoaurum.

* Mycobacterium holsaticum.
Descrito por Richter et al. en 1996 (118).
Aislado de muestras clinicas.
Crece entre 22 y 40°C dando positivas las reacciones de reduccion de los nitratos y
del telurito, la fosfatasa, la ureasa, la nicotinamida y la pirazinaminidasa.
Es resistente a la isoniazida y a la rifampicina y sensible a la estreptomicina y al

etambutol.
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* Mycobacterium houstonense.
Descrito por Schisky et al. en 2004 (119). Estudiado en otros trabajos de este grupo
de investigacion (136), se vio que ocasionaba infecciones respiratorias y que
taxondmicamente estaba relacionado con Mycobacterium boenickei, Mycobacterium
neworleaense, Mycobacterium brisbanense y Mycobacterium porcinum.
Fue caracterizado mediante el estudio del fenotipo convencional, por las
susceptibilidades frente a los antimicrobianos, el genotipo y por la quimiotaxonomia
de los acidos grasos de su constitucidon, estudiados por HPLC. Relacionado con
Mycobacterium brisbanense y Mycobacterium boenickei (136).

* Mycobacterium neworleansense.
Descrito por Schinsky et al. en 2004 (120).
De caracteristicas parecidas a M. boenickei, M. houstonense, M. brisbanense y M.
porcinum.
Se extrae de muestras biolégicas y del complejo M. fortuitum, sorbitol positivo y
negativo.
Ocasiona infecciones respiratorias, bacteriemia y enfermedades infecciosas
diseminadas.

* Mycobacterium phlei.
Lehman y Newman en 1899 (87), lo denominan asi por su procedencia del género
de la planta donde se aisl6 por primera vez.
Se encuentra en la naturaleza, fundamentalmente en plantas.

Caracteristicas morfologicas y de cultivo:
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Son bacilos cortos de 1-2 micras de longitud desarrollan colonias de textura rugosa
amarillo-anaranjadas, cuando se cultivan a temperaturas de 22 a 52°C, en un
tiempo aproximado de 3 a 5 dias en medios que contienen huevo.
Se consideraron sinonimas de esta micobacteria, Timothee bacillus, Moeller 1898,
Grassabacillus, Moeller 1898 (88) y Mycobacterium moelleri, Chester 1901 (89).
Sin embargo, los estudios de homologia DNA/DNA realizados por Baess en 1982, |la
confirmaron como especie diferente de las descritas anteriormente. Se le atribuye la
existencia en su estructura de MK-9 y de y MK-8 (H) segun los trabajos de Collins,
Piroux, Goodfellow y Minnikin (132).

* Mycobacterium phoceae.
Estudiado por Adekambi et al. en 2006 (121).
Su nombre hace referencia a Phoces, una ciudad maritima de Jonia, colonia
ateniense cuyos habitantes escaparon de la dominacion persa y fundaron Masssilia,
la actual Marsella en Francia.
Esta relacionada con M. aubagnense y M. bolleti.
Se realiz6 su secuenciacion de genes rpoB.

* Mycobacterium poriferae.
Mc Intosh y Moshier en 1979 (90), descubren la existencia de microorganismos no
fotosintéticos que intervienen en la carotenogénesis de una esponja marina
(Halichondria  bowerbanki). El caroteno de esta esponja forma parte de la
pigmentacion de la mayoria de las especies pigmentadas del género Mycobacterium

(91).
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Esta coincidencia, indujo a Padgitt y Moshier en 1987 (92), al estudio de la flora
bacteriana de esta esponja, aislando de ella una nueva especie de micobacteria de
crecimiento rapido, a la que denominaron Mycobacterium poriferae.
Caracteristicas morfologicas y de cultivo:
Estos microorganismos escotocromogenos, son bacilos cortos de 1.1 a 4.9 micras
de longitud y 0.7 a 2.5 micras de grosor, generalmente de forma cocoide.
Desarrollan colonias de textura lisa color anaranjado, cuando se cultivan a
temperaturas de 28 a 30°C, en un tiempo aproximado de 4 dias en medios que
contienen huevo.

* Mycobacterium pyrenovorans.
Descrito por Derz et al. en 2004 (122).
Fue aislado de suelos contaminados.
Relacionado con M. aurum, M. austroafricanum, M.vaccae y M. vanbaalenii.
Su nombre deriva de su capacidad para usar el pireno como unica fuente de energia
carbonada.

* Mycobacterium psicrotolerans.
Descrita por Trujillo et al. en 2004 (123).
Fue aislada de una charca cercana a una mina de uranio, siendo tolerante al frio.
Es analoga a M. sphagni.
Su descripcion como especie nueva, incluye analisis quimiotaxondmicos con
especificaciéon de acidos grasos existentes en la pared de la misma asi como de
micdlico, resistencia a antibidticos, tolerancia al cloruro sodico, fuentes de carbono

etc.
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* Mycobacterium rhodesiae.
Tsukamura et al., describen esta micobacteria en 1971(93).
No se incluyd en la lista de nombres de micobacterias aceptadas oficialmente,
presentada por Skerman et al., en 1980 (99), por lo que Tsukamura et al., solicitaron
su inclusion (100).
Se aisl6 originalmente en Rhodesia, en pacientes con tuberculosis, aunque no se
considera potencialmente patdgena.
Caracteristicas morfologicas y de cultivo:
Estos microorganismos, son bacilos cortos de dos micras de longitud. Desarrollan
colonias de textura lisa y color amarillo brillante, cuando se cultivan a temperaturas
de 25 a 37°C, en un tiempo aproximado de 5 dias en medios que contienen huevo.

* Mycobacterium senegalense.
Especie descrita por Chamoiseau, en 1973, como una subespecie de
Mycobacterium farcinogenes (94). Mas tarde este mismo autor la describe como
una especie diferente (95).
Este microorganismo produce linfadenitis e infecciones cutdaneas en el ganado
bovino africano.
Caracteristicas morfologicas y de cultivo:
Especie de formas filamentosas incurvadas que se unen formando grupos.
Desarrollan colonias de texturas rugosas y circundadas por un halo iridiscente,
cuando se cultivan a temperaturas de 25 a 37°C, en un tiempo aproximado de dos

dias en medios que contienen huevo.
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* Mycobacterium smegmatis.
Trevisan en 1889, la describe inicialmente como Bacillus smegmatis (96) y
posteriormente Lehman y Newman en 1889, la denominan como se conoce
actualmente (97).
Originalmente se aislo del esmegma y posteriormente también del agua y el suelo.
Caracteristicas morfologicas y de cultivo:
Son bacilos de 3-5 micras de longitud, que pueden formar ramificaciones en Y.
Desarrollan colonias de textura rugosa y blanquecina, cuando se cultivan a
temperaturas de 25 a 45°C, en un tiempo de 2-4 dias en medio Lowenstein-Jensen.
Si se cultiva en medio Agar-Ac. Oleico-Albumina, las colonias resultantes son
menos rugosas (98).

* Mycobacterium thamnopheos.
Micobacteria descrita por Runyon et al., como especie de crecimiento rapido (101).
Mas tarde Lechevalier y col (102)., sugieren que esta micobacteria se considere
incluida en el género Nocardia, tras estudiar su composicion lipidica. De la misma
manera se pronuncié Daffé et al., en 1981 tras estudiar sus acidos micolicos (103).
Actualmente no esta reconocida como micobacteria (104).
Caracteristicas morfologicas y de cultivo:
Desarrollan colonias rugosas no pigmentadas, cuando se cultivan a temperaturas de
28 a 37°C, en un tiempo aproximado de 7 dias en medio Lowenstein-Jensen.

e Mycobacterium thermorresistible
Descrita por Sherman et al. en 1966 (124).
Asi denominada dado el hecho de su capacidad para crecer a 52°C y para

sobrevivir a temperaturas incluso superiores a esa.
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Aislada en una mujer que presentaba bajo peso, cavitaciones, tos Yy fiebre.
Fue aislado de muestras pulmonares.
La paciente respondid bien a la combinacion de etambutol, rifampicina y
estreptomicina.

* Mycobacterium togolense.
Fue estudiada por James. Attipou, Blakime, Tignokpa y Abete (133) en lesiones
ulcerativas con metastasis en un 9,4% de los casos en un hospital de Togo, con
un 20,6% de los casos analizados en nifos.
Relacionada con Mycobacterium ulcerans, agente causal de la ulcera de Buruli,
estudiada esta relacion entre otros por Nackers, Jhonson, Glyn, Zinsen, Tonglet y
Portaels (134).

* Mycobacterium vanbaalenii.
Estudiada por Khan et al, en 1997 (125).
Aislada de sedimentos de estuario contaminados con petréleo.
Relacionada con M. aurum, M.vaccae y M.austroafricanum.

* Mycobacterium wolinskyi.
Descrita por Brown et al. en 1999 (126).
Relacionada con M. goodii, y M. smegmatis.
Se aisla de heridas postraumaticas y posquirurgicas y en de casos de osteomelitis.
Es susceptible al sulfametoxazol, la amikacina, el imipenem y a las tetraciclinas. Es
resistente a la claritromicina y moderadamente a la tobramicina.

* Nocardia farcinica.
En 2006 Shin et als. (127) hacen una comunicacion acerca de la infeccion que

provoca este microorganismo en higado.
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Dodds et als. en 2006 (128), estudian un absceso subretiniano producido por este
microorganismo.

El estudio de quinonas en el género Nocardia, fue llevado a cabo por diferentes
autores. Nocardia amarae fue estudiada por Goodfellow, Minnikin y Collins (4), que
observaron la presencia en su estructura de MK-9 (H). Nocardia asteroides fue
estudiada por Collins, Piroux, Goodfellow y Minnikin (3), apreciandose en su
estructura la existencia de MK-8(H), aserto este ratificado por Yamada, Inouye,
Tahara y Kondo (64) asi como por Yamada, Ishikawa, Tahara y Kondo (65).
Nocardia brasiliensis fue estudiada por Collis, Piroux, Goodfellow y Minnikin (3),
asignandole la presencia en su estructura de MK-8 (H), extremo este confirmado por
los autores citados en (64) y (65). Nocardia farcinica ATCC 3318, fue estudiada por
Yamada, Ishikawa, Tahara y Kondo (65), que encontraron en su estructura MK-8 (H)
y Nocardia transvalensis fue estudiada por los autores citados en (3), asignandole la
presencia de MK-8 (H), estando en igual situacién y estudiada por los mismos
autores Nocardia vaccinii.

e Gordonia rubropertincta.

Flaherty y Sutcliffe en 1999 (129), identifican el lipoarabinomanano de este
microorganismo. Por otro lado Brandao, Maldonado, Werd, Bull y Goodfellow (135),
la aislan de suelos de Namibia, utilizando para su cultivo sustratos nitrosos y la

diferencian fenotipicamente de la Gordonia namibiensis.
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2.2.- Espectros de quinonas.

1,4-Naphthaquinone
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1,4-Naphthaquinone
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2.3.- Eérmulas de menaquinonas:

MK-6
MK-8
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MK-9

Demetilmenaquinona

O

Fitonadiona

Fig. 31, a-Filoguinona.
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Fig. 32, Menatetrenona (2-Metil-3-tetraprenil-1,4-naftoquinona).

2.4.- Cromatogramas:

Qi3

o

pilnzy ‘L; ‘J b
iy
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Fig. 33, HPLC de ubiquinonas de la Legionella pneumopaila. Metanol-1-clorobutano (100:10, v/v) como fase movil.
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Fig. 34, Ejemplo de HPLC de mezcas de menaquinonas insaturadas. Metanol-1-clorabutano (100:10, v/v).
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Fig. 35, Ejemplo de HPLC de mezcas de menaquinonas hidrogenadas. Metanol-1-clorabutano (100:10, v/v).

72



MEL-03 [Hg) |
NK-13 [Hgl .
WE-LT {Hg) =k |
|
WS [Hgl
i |
] ME-TT (g
=
=
x |
F
BAIC- T {Hgh
18pt

Firz. #. Example of hgh-pesformence [uid chromaragram of & very complcx maxtun: af
ydropenaied menaquincnes from M. eedimagnong suhsp. o Spheerisort QL% (5 b colum
UEINgE myerhamal= L-chkoraburane (1HELD, viv] as glaant (1.3 mlfmenl,

Fig. 36, Ejemplo de HPLC de mezcas de menaquinonas hidrogenadas de la M. echisnospora subsp. pallida. Metanol-1-

clorabutano (100:10, v/v).
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Tabla 4, Longitudes de onda de absorcion de los grupos cromdéforas en Quinonas Isoprenoides.
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Fig. 40, Espectro de masas del MK-6 de la Capmocytophaga ochracea.
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Fig. 41, Fragmento del espectro de masas a m/e 225 derivado del nucleo de caldariellaquinona.
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Tabla 5, Especies bacterianas con la presencia de otras menaquinonas como principales constituyentes.

78



Arthrokoe ber rogeameral e

Ereuibasfartom
Tenens
e MM eyt oum
AR R s L
v Eepon | Lo

Oy nebaatepiun
diphtberigett
gt
Faoaotaas*s
T lauicum
By drozartoe fos Les
R S L BT
memiaen
wtya boddes
TroenciOd b Sh e oo
pesudotwaroulogts
TR L
ralirnem
uloemana
XPPoaLa

Mrcroboebarie ot

Fhodacooous
grythronaiis]
vhodaeltirons1
rulrei ey
Erthmobootar pinplopy™
Bren ibocbarita po by G
Hapcardie spp.**
e L il Lo ot
Ffocbac
Fime*
f?eﬂiJigE!?:lu
Derakouda
Furiasav ¥
aanthineolobiag

Arey itaesarium teatataiam®

Sorprebacterivm apuationm®

Tabla 6, (continuacion).
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Tabla 8, Distribucién de caracteres quimiotaxonémicos de los acidos micélicos y menaquinonas que contienen las bacterias

coryneformes. (T = traza).
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Tabla 10, Distribuciéon quimica de los distintos componentes de la pared

de las bacterias coryneformes.
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Apthrcbacter sp. ARLA +
Commehacteriny erpbirogenss :
Corpebagoterun 5p. NCME &

Tabla 11

3.1.- Analisis de menaquinonas en Micobacterias.-

La distribucion y presencia de quinonas isoprenoides en Micobacterias, se recoge

en las tablas expuestas, con expresion del componente principal y del minoritario.

Como se puede apreciar, el numero de especies estudiado, es bastante limitado,

contando el elevado numero de Micobacterias conocidas hasta el momento.

3.2.- Interés clinico de las menaquinonas en Micobacterias.-

El Ftiocol o 2-o0-oxi-3-metilnaftoquinona-1,4, ha sido aislado del Mycobacterium

tuberculosis, pero hay razones para suponer que pudo haberse formado en el curso

del proceso de aislamiento por degradacion de algun factor del tipo de la vitamina K

y como consecuencia de la saponificacion que se realiza previamente con hidroxido

de potasio alcohdlico, segun exponen Louis Fieser y Mary Fieser (138), que

reconocen su sintesis en 1933 por el quimico espafol J.Medinaeita y aislado ese

mismo afo por el americano Anderson en el bacilo tuberculoso.
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Fig. 41, Ftiocol

La existencia de un factor antihemorragico en las plantas verdes fue descubierto en
1929 por Dam (139) en Copenhague, siendo lo descubierto por él un aceite amarillo
insoluble en agua que se caracteriza por su espectro de absorcion en el UV, muy
especifico, asi como por la aparicion de un color purpura pasajero al tratarlo con
alcalis alcohdlicos, incluso a diluciones muy elevadas. Independientemente, Doisy
(140), aislé el principio de la alfalfa y ademas un segundo compuesto con actividad
antihemorragica proveniente de la harina de pescado en putrefaccion, la vitamina K2
(p.f 54°C). Estas sustancias de caracter lipoide resultaron sumamente sensibles a la
luz, alcalis y a un calor elevado, y los aislamientos iniciales se realizaron extrayendo
con éter de petroleo y fraccionando extractos por cromatografia. Todos los procesos
de aislamiento se apoyaron en un método de valoracién biolégica basado a su vez
en que la sangre de pollos deficientes en vitamina K, presentaban un tiempo de
coagulacion prolongado (mas de una hora), que disminuye hasta el tiempo normal
(4-6 minutos) administrando la sustancia activa. Doisy caracteriz6 las dos vitaminas
K como sustancias con 31 y 41 atomos de carbono respectivamente, teniendo
ambas dos atomos de oxigeno, espectros de absorcibn muy semejantes y
propiedades tipicas de quinonas como la capacidad de ser reducibles

reversiblemente generando dihidroderivados incoloros.
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La vitamina K tiene dos variantes naturales. La K1, proveniente de vegetales de hoja
verde oscura, el higado y los aceites vegetales, también en alfalfa, tomates,
cereales integrales y el higado de cerdo. La K2 es producida por las bacterias
intestinales.

La K3 es una variante sintética de las anteriores, pero que duplica el poder de las
mismas. Se suministra a personas que no metabolizan adecuadamente las
vitaminas K naturales.

Disminuyendo el nivel de vitamina K en el organismo, se reduce el de las sustancias
coagulantes y por tanto los tiempos para coagulacion son mas prolongados. De esta
forma, su carencia se detecta cuando aparecen hemorragias en los distintos tejidos
y 6rganos.

La vitamina K1 es la 2-metil-3-fitil-1,4-naftoquinona, también formulada como 2-
metil-3-(3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecenil)1,4naftalenodiona; 3-fitimenadiona;
fitomenadiona; fitonadiona; filoquinona o vitamina antihemorragica. Nombres
comerciales son Konakion®, Mephyton® y Monokay®. Su peso molecular es de
450,68. Es liposoluble y el isbmero trans es el natural, siendo aislada por primera
vez de la alfalfa, estando ampliamente distribuda en plantas verdes. En su sintesis
en el laboratorio, se generan la forma cis y trans, predominando esta ultima,
teniendo los preparados comerciales hasta un 20% de isémero cis. Es un aceite
viscoso con indice de refraccion n=1.5263 y maximos de absorcién en UV a 396,
419, 383, 387. Es insoluble en agua y soluble en disolventes organicos. Es la
vitamina protrombigénica y antidoto en envenenamientos por dicumarol.

La vitamina K2 o menaquinona; 2-metil-3-todo trans-poliprenil-1,4-naftoquinona. La

longitud de la cadena poliprenilica va desde 5 carbonos isoprénicos (n=1) hasta 65
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atomos de carbono (n=13), siendo aisladas de bacterias. También se le denomina
2-metil-3-farnesilgeranilnaftoquinona-1,4, siendo la cadena lateral un grupo
isoprenoide en C35 que contiene siete dobles enlaces, teniendo por lo general 15
carbonos mas que la vitamina K1, siendo ligeramente menos activa que esta. Una
alteracion tan insignificante como anadir dos atomos de hidrogeno, pasando el peso
molecular de 451 a 453, produce una pérdida de su actividad de 4 a 8 veces. Otro
cambio tan simple como la sustitucion del metilo en 2 por un etilo, practicamente
inactiva la molécula. Todo ello demuestra el elevado grado de especificidad
estructural. La actividad de la K3 es tres veces superiora la de la K1. Se ha
formulado la hipétesis, que hasta ahora no ha sido desmentida ni confirmada de
que la metilnaftoquinona suministra uno de los componentes necesarios para la
biosintesis intraorganica de un compuesto activo del tipo de la verdadera vitamina.
Con relacién a la vitamina K2, no se sabe que exista en las plantas, y es sustancia
aislada de la harina de pescado en putrefaccion. Se forma por accion de los
microorganismos. Mediante valoraciones biologicas se ha demostrado que las
heces contienen una considerable cantidad de productos con actividad de vitamina
K, los cuales se originan con toda probabilidad en virtud de una sintesis
microbioldgica en el intestino.

El nivel de protrombina es bajo en los seres vivos deficientes en vitamina K. La
terapéutica con esta vitamina se hace necesaria para tratar las enfermedades
hemorragicas del recien nacido.

Las mas ampliamente estudiadas han sido la MK-7, MK-8 y MK-9, constituyendo el

85-90% del total.
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La MK-7 es la 2-(3,7,11,15,19,23,27-heptametil-2,6,10,14,18,22,26-
octacosaheptaenil)-3-metil-1,4-naftoquinona; 2-metil-3-todo trans-
farnesilgeranilgeranil-1,4-naftoquinona; menaquinona 7. Fue descrita por Mc Kee et
al. (141), aislada de pescado en precarias condiciones de conservacién. Su punto
de fusion es de 54°C. Presenta maximos de absorcion a 278, 195, 266, 267 en éter
de petrdleo y en alcohol 243, 248 y 261 nm.

La vitamina k 5 es la 4-amino-2-metil-1-naftalenol, 4-amino-2-metil-1-naftalenol; 4-
amino-2-metil-1-naftol; 1-hidroxi-2-metil-4-aminonaftaleno; 2-meil-4-amino-1-
hidroxinaftaleno; 2-metil-4-amino-1-naftol; 3-metil-4-hidroxi-1-naftilamina. Su peso
molecular es de 173,21.

La vitamina K6 es la 2-metil-1,4-naftalendiamina; 1,4-diamino-2-metilnaftaleno; 2-
metil-1,4-diaminonaftaleno. Posee un peso molecular de 172,22.

Finalmente la vitamina K7 es la 4-amino-3-metil-1-naftalenol; 4-amino-3-metil-1-
naftol; 1-hidroxi-3-metil-4-aminonaftaleno;  3-metil-4-amino-1-hidroxinaftaleno; 3-
metil-4-amino-1-naftol; 2-metil-4-hidroxi-1-naftilamina; 1-amino-2-metil-4-naftol. Pos
En la tabla 12 se especifican las micobacterias mas recientemente descubiertas con
expresion de su contenido en menaquinonas, de acuerdo con la bibliografia
consultada.

Las naftoquinonas de plantas se encuentran en las mismas en forma heterosidica,
liberandose la genina durante el proceso de desecacion. La plumbagina procedente
de la Drossera es utilizada para el tratamiento de la tos y la juglona (5-hidroxi-1,4-
naftoquinona) procedente de las hojas y frutos del nogal, es bactericida y fungicida
(142), como ocurre con la lawsona (2-hidroxi-1,4-naftoquinona) presente en las

hojas de alhefia o henna.
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MK-10 |H4 856
MK-10 |H6 858
[MK-11 920
[MK-11 [H2 922
[MK-11 [H4 924
[MK-12]___[988
UBIQUINONAS
Q-8 726
Q-8 H2 |728
Q-9 794 +
Q-9 H2 |796 +
Q-10 862 3+
Q-10  |H2 |864 +
[MK-8 [H4 "Nocardia autophrofica”
|MK-9 H4 "Nocardia mediterranea”
|MK-9_[H4 P. d thermophila
|IMK9__[H2 Micropolyspora faeni
iMK-9 [H2 Mycobacterium sp.|
IMK-9 “aurantiaca tyaxon”
IMK-9 H2 Nocardia amarae |
MK-8 |H4 Micropolyspora brevicatena
MK-8 |H4 Nocardia asteroidesd
N. brasiliensis | |
N. ofitidis caviarum
MK-8 |H2 Rh. Coprophilus
Rh. Equi_|
Rh. Erytropolys|
R. rhodnii |
R. rhodochrous
- R.ruber |
MK-9 |H2 R. brochialis
R. corallinus
R. terrae |
MK-8 [H2 R. rubropertinctus
MK-9 [H2 R. rubropertinctus
MK-9 |H2 Corynebacterium bovis
MK-8 [H2 Corynebacterium sp_ |
MK-9 [H2 Corynebacterium sp |

Tabla 12, Especies bacterianas de los Géneros Mycobacterium, Gordonia, Rhodococcus, Corynebacterium, Dietzia y

Tsukamurella que poseen menaquinonas.
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4. MATERIAL Y METODOS.

4.1.- Cepas.-

Hemos utilizado 41 cepas de referencia (Type strain), procedentes de varias
colecciones de cultivos. De ellas, 39 pertenecen a especies de crecimiento rapido
que engloban al conjunto total de las especies reconocidas en la actualidad dentro
del género Mycobacterium, y complementariamente Nocardia farcinica y Gordonia
rubropertinta al objeto de contrastar las diferencias entre géneros.

Estas cepas de coleccion utilizadas en el estudio son las siguientes:

1.- Mycobacteriumm aichiense
2.- M. aurum

NCTC 10820T
NCTC 10437T

3.- M. austroafricanum CCM 323/88T
4.- M. chubuense CCM 255/80T
5.- M. duvalii CCM 311/87T
6.- M. flavescens CCTM 24209T

7.- M. gallinarum

ATCC 19710T'

8.- M. gilvum NCTC 10742T
9.- M. komossense CCM 274/80T
10.- M. phlei NCTC 8151T
11.- M. poriferae CCM 325/88T
12.- M. rhodesiae DSM 44223T
13.- M. senegalense CCM 319/87T
14.- M. smegmatis NCTC 8159T
15.- M. thamnopheos ATCC 4445
16.- M. thermoresistible CCTM 1908T
17.- M. hodleri DSM 44183T
18.- M. elephantis DSM 44368T
19.- M. chlorophenolicum CECT 4065
20.- M. bolletii CCUG 50184
21.- M. neworleansense CIP 105354
22.- M. houstonense CIP 105353
23.- M. canariasense CIP 107998
24.- M. brisbanense DSM 44680
25.- M. holsaticum DSM 44478
26.- M. boenickei DSM 44677
27.- M. hackensackense DSM 44833
28.- M. frederiksbergense DSM 44346
29.- M. fortuitum subsp. acetamidolitycum DSM 44220
30.- M. cosmeticum CIP 108170
31.- M. fluoranthenivorans CIP 108203
32.- M. vanbaalenii DSM 7251T
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33.- M. pyrenivoran DSM 44605T

34.- M. aubagnense CCUG 50186
35.- M. togolense CCUG 48898
36.- M. phoceae CCUG 50185
37.- M. conceptionense CCUG 50187
38.- M. psychrotolerans DSM 44697T
39.- Gordonia bronchialis CIP 100847T
40.- Gordonia rubropertincta CIP 100848T
41.- Nocardia farcinica CECT 3053

ATCC: Coleccion Americana de Cultivos Tipo (U.S.A.).

CCM: Coleccion de Cultivos Microbianos (Republica Checa).
CCUG: Coleccion de Cultivos Universidad de Goteborg (Suecia).
CECT: Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo.

CIP: Coleccion Instituto Pasteur (Francia).

DSM: Coleccion Alemana de Microorganismos.

NCTC: Coleccion Nacional de Cultivos Tipo (Reino Unido).
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4.2 .- Medios de cultivo.-

Para la extraccibn de los componentes quindnicos, todas las cepas de
referencia congeladas en medio Brain Heart Infusién con glicerol al 15%, se

recuperaron en medio de Middlebrook 7H9 Broth de la siguiente composicion:

Sulfato amonico 0,54g.
Acido L-glutamico 0,5g.
Citrato sodico 0,14g.
Piridoxina 0,01 g.
Biotina 0,0005 g.
Fosfato disodico 254g.
Fosfato monopotasico 1,0 g.
Citrato amonico férrico 0.04 g.
Sulfato magnésico 0,05 g.
Cloruro calcico 0,0005 g.
Sulfato de zinc 0,001 g.
Sulfato de cobre 0,001 g.

Este medio se suplementé anadiéndole 100 ml. de la solucidn:

Glicerol 0,54g.
Glucosa 0,54g.
Tween 80 0,005 g.
Agua destilada 100 ml.

Finalmente se ajustd el pH del medio a 6,6.
Todas las cepas una vez recuperadas se cultivaron sobre medio de Lowenstein
Jensen (Difco) de la siguiente composicion:

Fosfato monopotasico 0,15 g.
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Sulfato de magnesio 0,015 g.

Citrato magnésico 0,0375 g.
Asparragina 0,225 g.
Glicerol 0,75 ml.
Fécula de patata 2,0g.
Verde malaquita 1,25 ml.
Agua destilada 37,5 ml.
Huevo 60 ml.

Las cepas se incubaron a 35°C y el tiempo medio de crecimiento de los cultivos
oscilé entre 5y 7 dias.

o Instrumentacion:

- Estufa de cultivo Memmert

- Centrifuga Sorvall (Du Pont)

- Agitador de tubos Atomixer (Atom)

- Bafio calefactor K 20 Kp Lauda
Los reactivos fueron todos de grado analitico de la casa Merck
Los patrones cromatograficos fueron de la casa Sigma: K1 V3501-G, K2
9378-1G asi como la K 3 (menadiona) M5750-1KG.
El Ftiocol (2-hidroxi- 3-metil-1,4—naftoquinona) cuyo CAS es 483-55-6, es
producto Sigma-Aldrich rfvia S970840.
Tubos empleados de 14x120 mm. provistos de tapdén de rosca y sello de

Teflon.
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4.3.- Preparacién de las muestras (Metodo de Extraccion).-

Una vez cultivadas las cepas bacterianas, de la manera expuesta con
anterioridad, recrecidas las colonias de las cepas tipo estudiadas, se procedia
a la extraccion de las mismas.

Para ello se prepara una suspensién de las colonias en agua estéril en un tubo
de ensayo, agitando en un vortex hasta tener del orden de 2 unidades
nefelométricas de turbidez.

Se trata con acetona y n-hexano a partes iguales en volumen (10 mis de cada
uno de ellos) y se lleva al congelador durante 8-10 horas, al cabo de las cuales
se decantan los liquidos que se generan asi como el precipitado resultante.

En dicho precipitado, se encontraran los acidos grasos, recogiendo la
disolucion resultante, que se evapora en atmosfera de nitrogeno o de argon y
posteriormente se le agrega unos 10 mls de una mezcla al 50% V/V de agua
estéril y de cloruro de metileno, centrifugandose a 2500 rpm durante 5 minutos.
Al cabo de este tiempo, se decantan las capas acuosa y organica formadas,
quedando en la acuosa el resto de los acidos grasos existentes asi como la
materia proteica de las micobacterias, y en la capa organica las quinonas a

estudiar.
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Esguena te extiacsion

Suspensién acuosa bacteriana

l Acetona y n-Hexano al 50%

Hasta turbidez

disolucion l precipitado

Evaporacion

Adiciéon de Agua y Cloroformo al 50%

Capa acuosa ‘ Capa organica

4.4.1.- Cromatografia en capa fina de los extractos quindnicos obtenidos.

Las micobacterias objeto del presente trabajo, asi como las cepas de Nocardia
farcinica y de Gordonia rubropertincta, fueros sometidas al control de la
cromatografia en capa fina sobre gel de silice, al objeto de evaluar el grado de
separacion y de pureza de las quinonas constituyentes de las mismas, antes de
someterlas a HPLC.

Para ello, se disolvieron las muestras extraidas segun el procedimiento anterior
en una mezcla de hexano-acetato de etilo-acetonitrilo 10:1 y se depositaron las
muestras en la capa fina de la placa con un capilar.

Una vez desecadas las muestras, se desarrollaron en una cubeta que contenia
cantidades variables de hexano-acetato de etilo, como fase movil de desarrollo.
Se revelaron con 6leum.

Tras varias puebas, se comprobd que la mezcla adecuada para el desarrollo

del frente era la cosntituida por hexano: acetato de etilo 20:1.
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Se puso de manifiesto en una primera aproximaciéon el contenido de las
quinonas de las diferentes cepas, su Rf y la presencia o ausencia de algunas
de ellas.

Estos resultados experimentales se expresan a continuacion. En ellos se pone
de manifiesto el Rf de los patrones, asi como el del las diferentes quinonas
constitutivas de las cepas bacterianas.

En las figuras 42, 43, 44, 45, 46 y 47 se pueden apreciar las diferentes
cromatografias en capa fina realizadas colocando los patrones vy
simultaneamente distintas micobacterias, que nos dan frentes de adsorcion en

la placa de silica-gel, con diferentes Rf.
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Fig. 44 Fig. 45

fer o @ o - ———

Fig. 46 Fig. 47

4.4.2.- Cromatografia HPLC.

Vistos los resultados obtenidos por cromatografia en capa fina, utilizando como
disolventes los expresados anteriormente a distintas polaridades, y observando
los Rf de patrones y micobacterias, con esa informacion previa, se realizé la
cromatografia liquida de alta presion.

Los espectros se llevaron a cabo en un cromatégrafo Varian Pro Star
compuesto de dos bombas Vaman Prestar 210.

El detector fue de Diodo Array (DAD) marca Varian 335 y las muestras fueron
introducidas a través de un inyector automatico Pro Star 410.

La columna utilizada fue la Phenomenex Fusion de 4 micras y de 250x 4,60
mm. de diametro de fase reversa.

El detector efectu6 barridos a longitudes de onda de 280 y 254 nm
respectivamente.

El flujo utilizado fue de 1 mi/min.
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En el primero y en el segundo de los ensayos llevados a cabo en gradiente el
disolvente A fue agua y el disolvente B metanol, mientras que en el tercero de
los ensayos el disolvente A seguia siendo agua mientras que el B fue
acetonitrilo.

En el primero de los métodos se inici6 el gradiente usando un 30% de metanol
y un 70% de agua manteniéndolo durante 5 minutos. El 100% de metanol
comienza a los 20 minutos de iniciado el proceso, permaneciendo con esta
polaridad durante 5 minutos. El proceso dura pues un total de 25 minutos.

Por este procedimiento solo se corrieron los patrones y Mycobacterium bolleti.
El resultado obtenido queda reflejado en la Figura 48.

En la misma se puede apreciar la aparicion de diferentes picos cromatograficos
a tiempos de retencion que van desdee 4,1 minutos hasta 25,1 minutos.

La resolucion cromatografica es aceptable, pero se probaron otros métodos de
separacion utilizando gradientes de disolventes polares y no polares en distinta

proporcion.
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Con anterioridad al procesado de las muestras se introdujeron los patrones
para saber los tiempos de retencion de cada uno de ellos.
Los resultados experimentales obtenidos para Mycobacterium bolletii por la

aplicacion del Método 1 se expresan en la Figura 49:

C:\VarianWS\data\fernando\m.bolletii 0205-12-2006.run
Tuesday, December 05, 2006

Time(min)

375

Wavelength(nm)

Fig. 49 Mycobacterium bollettii por el Método Cromatografico N° 1.
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Los resultados obtenidos de la aplicacion del Método 2 a Mycobacterium

bollettii, se exponen en la Figura 50:

C:\VarianWS\data\fernando\bolleti.run
Thursday, January 11, 2007

mAU

Wavelength(nm)

Fig. 50, Método de Separacion Cromatografica N° 2.
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Por el mismo procedimiento se procesé el Mycobacterium phoceae,

obteniéndose el resultado que se expresa en la Figura 51:

C:\VarianWS\data\fernando\phoceae.run
Thursday, January 11, 2007

Time(min)

IS

Wavelength(nm)

Fig. 51, Mycobacterium phoceae por HPLC.
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Finalmente los patrones constituidos por mezcla de menaquinonas, procesados
por el Método 2, arrojaron el resultado experimental que se muestra en la

Figura 52:

C:\VarianWS\data\fernando\mezcla menq11-01-2007.run
Thursday, January 11, 2007

mAU

379

Wavelength(nm)

Fig. 52
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En el segundo de los procedimientos de separacién cromatografica utilizados
en gradiente, se comienza con una mezcla de metanol al 60% y 40% de agua
durante los cinco primeros minutos de elucion. Posteriormente a los 10
minutos, se pasa al 100% de metanol, permaneciendo con esta concentracion
hasta el final del proceso que se lleva a cabo a los 20 minutos.

En la Figura 53 se ponen de manifiesto los resultados obtenidos por este

procedimiento.
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El tercer procedimiento de separacion comienza con una mezcla de
acetonitrilo al 60% agua al 40% hasta los 5 minutos. Posteriormente alcanza el
100% de acetonitrilo a los 10 minutos y finaliza a los 15 minutos.

Los resultados obtenidos quedan reflejados en la Figura 54:
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Comentario de los resultados obtenidos:

1.- En la primera separacion cromatografica con agua y metanol, se reliza una
aproximacion al sistema separativo de las quinonas. Los patrones quedan bien
separados, pero aparecen casi al final del cromatograma, durando este
proceso 25 minutos.

Solo se aplico esta técnica en el estudio de Mycobacteriom bolleti, en el cual se
aprecian varias quinonas en el tramo final del espectro.

2.- El segundo método cromatografico, nos ofrece una informacion mas
discriminatoria y eficaz que el anterior.

El patron de menadiona K-3 aparece a un tiempo de retencion de 16.5 minutos,
la menaquinona K-2 aparece a 21,7 minutos y la fitomenadiona K-1 a 23,2
minutos respectivamente.

Como era de esperar, ninguno de las tres micobacterias analizadas en principio
por este procedimiento poseen en su constitucion menadiona.

La especie de las tres analizadas que posee mayor variabilidad quimica en
componentes de tipo quinénico es Mycobacterium phoceae, en el que aparece
un componente quinonico a 15,9 min., préxmo a la menadiona y otros a 17,7
min., 20,7 min., 22,6 min. y 25,7 min. respectivamente, hasta el momento no
identificadas, aparte de la presencia de fitomenadiona , menaquinona y
menadiona.

Mycobacterium togolense presenta un cromatograma muy limpio. Solo posee
fitomenadiona menaquinona y un pico a 17,9 min. no identificado.
Mycobacterium phoceae aparte de poseer también en su estructura
fitomenadiona y menaquinona, tiene picos sin identificar a 18,2 min. y a 26,1

min. respectivamente.
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3.- Con relacién al tercer método de separacion utilizado a base de acetonitrilo
y agua, se observa que la menadiona K-3 tiene un tiempo de retencién de 7,3
min., la menaquinona K-2 de 14 min. y la fitomenadiona K-1 de 18,3 min.
Mycobacterium phoceae sigue siendo la especie, dentro de las analizadas, que
presenta mayor variabilidad quimica, con la presencia de un pico a 8,2 min. de
tiempo de retencidn y otros a 12,6, 14,7 16,6, 17, 9 y picos finales no
identificados. Se observa claramente la fitomenadiona K-1 , la menaquinona y
algo la menadiona (k-3)

Mycobacterium togolense, como en el caso anterior, presenta un espectro
bastante limpio, con un pico al tiempo de retencidn de la menaquinona K-2 y
otro desconocido a 16,8 min.no identificado.

Mycobacterium bolleti tampoco presenta un espectro muy complicado, bastante
limpio, observandose aparte de la fitomenadiona K-1 en su constitucion, asi
como menaquinona K-2 y picos a 14,9 y 17,9 min. respectivamente, no
identificados.

4.- El cuarto procedimiento de separacion partia de metanol al 80% y agua al
20% durante 5 minutos. A los 10 minutos se cambiaba a metanol al 100% que
permanecia hasta los 20 minutos, al cabo de los cuales acababa el espectro.
Los resultados obtenidos tanto de las muestras de patrones como de las tres
cepas analizadas en cada uno de los procedimientos anteriores, se expresan

en la Figura 55:
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En lo relativo a este método de separacién 4, la mezcla de quinonas como en
los anteriores, aparece bien diferenciada, a 5.8 minutos sale el pico de la
menadiona K-3, a 20.9 la menaquinona K-2 y a 23.3 la fitomenadiona K-1.
Mycobacterium bolletii presenta fitomenadiona, Mycobacterium phoceae
fitomenadiona igualmente y Mycobacterium togolense carece de menadiona, si
posee fitomenadiona y menaquinona y otros picos aun no identificados
correspondientes a otras quinonas.

5.- Método 5 de separacion:

Es un método isocratico a base de metanol.

Los resultados experimentales obtenidos, se exponen en las Figuras 56 y 57:
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Fig 57
Como se pone de manifiesto, los patrones aparecen a menores tiempos de

retencion que en los casos anteriores, al aumentar la polaridad del la fase

movil.
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En Mycobacterium bolleti, aparece claramente la presencia de una sefal al
mismo tiempo de tetencidn de la fitomenadiona K-1, no aparece K-2 y al mismo
tiempo se atisban algunos picos hacia el final del espectro, que pueden ser
atribuidos a quinonas de indice superior.

En Mycobacterium togolense, aparece un pico muy limpio de K-1, confirmado
en espectroscopia UV-Vis y diversos picos desconocidos a tiempos de
retencion superiores.

En Mycobacterium phoceae, K-1 y dos picos grandes a tiempos de retencion
superiores a 18,5 minutos.

A fin de poner de manifiesto la existencia de fitomenadiona K-1 en los
microorganismos analizados, se realizo el espectro UV-Vis. De los patrones,
asi como de cada uno de los picos con probabilidad de serlo, una vez
separados por cromatografia.

Los espectros de cada uno de los patrones, se muestran en las Figuras 58, 59,

60y 61.

Spectrum Plot Report
Spectrum # 1

jata\fernando\patrones 003.run
uP (220.000->400.000 nm) = 275.217 nm
Instrument: Varian HPLC VAR1
Method:  menaquinonas06.mth
Operator
Run Date: 22/02/2007 11:16
Scan Rate: 10.000 Hz Bunch: 1 Data Rate: 10.000 Hz
Detector Range: 220.000->400.000 nm _Valid Range: 220.000->400.000 nm
Spectrum Type: Within Correction Type: Start

Channel Range: 220.00 to 400.00 nm ~ Absorbance Range: 0.0403 to 2.0127 AU
Max Wavelength(nm): 258.27 33174
Percent of Max Abs 100.0% 60.5%

Within at 3.388 min_PuP =275.22 nm
AUPZO00 300.00]

—— menadiona
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Fig 58
En la menadiona, aparecen dos maximos de absorcion a 258,27 nm y a 331,74

nm., respectivamente.

Spectrum Plot Report

Spectrum # 1

File: civarianws\data\femandolpatrones 003.run

tR: 4.743 min PuP (220.000->400.000 nm) = 256.108 nm

Name: patrones
Instrument: Varian HPLG VAR1
Method:  menaquinonas06.mth
Operator:

Run Date: 22/02/2007 11:16
Scan Rate: 10.000 Hz Bunch: 1 Data Rate: 10.000 Hz

Detector Range: 220.000->400.000nm _Valid Range: 220.000->400.000 nm
Spectrum Type: Within Correction Type: Start

Channel Range: 220.00 to 400.00 nm  Absorbance Range: 9.0761 to 754.61 mAU

Max Wavelength(nm). 246.70 264.95 32953 K2
Percent of Max Abs.: 100.0% 854% 18.1%
Within at 4.743 min_PuP =256.11 nm
yP20.00 N 400,01

700{ 7\

600{ T\

500{ / %

4001/

0| / \

200{ \

100{ L -

225 250 T275 300 T325 350 375

Fig 59

Como se puede apreciar, la menaquinona K-2, da maximos de absorcion a
246,69 nm., 264,91 nm. Y 329,54 nm. respectivamente.

La fitomenadiona, arrojo el espectro siguiente:
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Spectrum Plot Report

Spectrum #1

File: civarianws\data\femando\patrones 003.run

tR: 5580 min PuP (220.000->400.000 nm) = 256.230 nm

Nare: p:
Instrument: Varian HPLC VAR1
Method:  menaquinonas06.mth
Operat
Run Date: 22/02/2007 11:16

Scan Rate: 10.000 Hz Bunch: 1 Data Rate: 10.000 Hz

Detector Range: 220.000->400.000 nm Valid Range: 220.000->400.000 nm

Spectrum Type: Within Correction Type: Start

Channel Range: 220.00 to 400.00 nm  Absorbance Range: 8.4737 to 957.53 mAU

K1

Max Wavelength(nm): 246.57 26526 32946
Percent of Max Abs. 1000%  867% 18.1%
Within at 5,580 min_PuP =256.23 nm
B2000 30004
A N\
0.75] /e N\ \
\
oso{ / \
0.25] \
/ N —
225 1250 275 300 1325 350 375

Fig. 60

En él se pone de manifiesto la existencia de un maximo de absorcion de 264,57
nm., a 265,26 nm. y a 329,46 nm.

Como se puede apreciar, los espectros UV-Vis. de fitomenadiona K-1 y de
menaquinona K-2, son muy analogos.

En M. bolleti, se realiz6 el espectro al pico cromatografico que aparece a igual
tiempo de retencion de la fitomenadiona K-1, siendo el que se expone a

continuacion:
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K1 en boleti004

Fig. 61

Se observa una gran analogia con el del patrén, pero no podemos elucidar si
se trata de fitomenadiona K-1 o menaquinona K-2.

También se realizé el analisis del pico cromatografico de M. togolense, que
aparece al mismo tiempo de retencién de la fitomenaquinona K-1. El resultado

obtenido se expone en el siguiente grafico:

K1 en togolense
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La analogia es elevada con relacion al espectro del patrén, aunque habra que
confirmar por otros procedimientos instrumentales fisico-quimicos, que se trata
de fitomenadiona K-1.

6.- Método n° 6 de separacion cromatografica en HPLC.

Se utiliza un régimen isocratico a base de metanol y de tetrahidrofurano en una
proporcion de 3:1.

En primer lugar se corren los patrones, que arrojan el espectro de la Figura 62:
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Como se puede apreciar, en primer lugar se han procesado la menaquinona
K-3, la fitomenadiona K-1 y la menaquinona K-2 por separado y luego
conjuntamente.

La menadiona K-3, aparece a un tiempo de retencién de 3,4 minutos, la
menaquinona K-2 a 4,78 minutos y la fitomenadiona K-1 a 5,56 minutos
respectivamente.

Los resultados obtenidos para las tres cepas en estudio por este método, se

exponen en la Figura 63:
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En ella, se aprecia que Mycobacterium bolleti presenta en su composicion
fitomenadiona K-1 y otro componente, por ahora desconocido.

Mycobacterium togolense, también presenta en su composicion fitomenadiona
K-1, mientras que en Mycobacterium phoceae, no aparece por este
procedimiento claramente fitomenadiona K-1, teniendo picos de mayor entidad
a mayores tiempos de retencion.

Al mismo tiempo se procesaron otras cepas diferentes a las tres estudiadas
hasta ahora, concretamente Mycobacterium wolinskyi. Mycobacterium fortiutum
acetamidomidolitycum, Mycobacterium psichrotolerans y Mycobacterium
vanbaalenii.

Los resultados experimentales obtenidos, se exponen en la Figura 64:
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En Mycobacterium wolinskyi, se aprecia la existencia de fitomenadiona K-1,
pero no muy claramente, asi como de menaquinona K-2.

En Mycobacterium fortuitum acetamidolitycum, la presencia de menaquinona
K-2 y fitomenadiona K-1 y algo de K-3.

En Mycobacterium psichrotolerans, no fitomenadiona K-1 ni K-3, pero si
menaquinona K-2. No se aprecia la presencia de menadiona (K-3).

En Mycobacterium vanbaalenii, la presencia de fitomenadiona K-1 vy
parcialmente menaginona K-2.

Dado que por este método 6, isocratico, a base de metanol y tetrahidrofurano
en proporcion 75:25, separa bien los patrones y las muestras iniciales de
referencia, se sometieron los extractos de las cepas disponibles a este
procedimiento cromatografico, con los resultados que se expresan en la Figura

65:
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Fig. 65
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En esta figura se pone de manifiesto que la fitomenadiona K-1 aparece a un
tiempo de retencién de 5,6 minutos, la menaquinona K-2 a 4,7 minutos y la
menadiona K-3 a 3,3 minutos de tiempo de retencion.

Mpycobacterium aichiense parece presentar pequefia cantidad de K-1, que con
posterioridad se comprobé que no era tal como en Mycobacterium
austroafricanum 'y Mycobacterium canariasense. Mycobacterium brisbanense,
no parece presentar esta quinona, aunque el ruido de fondo es mas elevado
que en el resto de los que aqui analizamos a través de la figura.
Mycobacterium bolletii evidencia la presencia por este procedimiento de
fitomenadiona K-1.

Por otro lado, en la siguiente figura espectral, se estudian otras cinco especies.
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Fig. 66
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En ella, se pone de manifiesto que en Mycobacterium conceptionense, existen
varios picos cromatograficos, pero ninguno coincidente con los de los patrones
analizados, dada la baja resolucidon conseguida.

En Mycobacterium chlorophenolicum, existe muy poca cantidad de K-1 , nada
de menaquinona K-2 y ligeros atisbos de menadiona (K-3).

En Mycobacterium elephantis, hay pequefas cantidades de K-2, en
Mycobacterium flavescens, ninguna de ellas, aunque el espectro no es muy
significativo al poseer mucho ruido de fondo y necesitar inyectar mas cantidad
de muestra.

En Mycobacterium frederickbergense, se apunta tambien la posibilidad de
existencia en muy pequefa cantidad de K-1, aunque no es muy significativa.

En la Figura 67, se estudian otras cinco especies, de las que hacemos a

continuacion el comentario de sus contenidos quinénicos:
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Fig. 67
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En ella se pone de manifiesto que Mycobacterium gallinarum es muy poco rico
en quinonas, se vislumbra débilmente la presencia de fitomenaquinona (K-1) y
algo de menadiona (K-3).

Por otro lado Mycobacterium gilvum, presenta cromatograma plano, con
ausencia de quinonas, mientras que Mycobacterium hackesackense, no posee
K-1, pero si K-2 y quinonas de indice superior. Un patron muy parecido es el
que arroja Mycobacterium houstonense, que no presenta K-1 muy nitidamente,
pero si quinonas de indice superior. Ambas micobacterias tienen patrén similar
al descrito para Mycobacteriun conceptionense.

Finalmente, en la parte superior del espectro Mycobacterium fortuitum
acetamidolyticum, no se discierne bien la existencia de quinonas del tipo
analizado, dado también la poca cantidad inyectada y la existencia
concomitante de ruido de fondo.

En la Figura 68, se analizan otras cinco especies micobacterianas.
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Fig 68

En ella se pone de manifiesto que Mycobacterium neworleaense, posee
pequenas cantidades de quinonas, solo un pequefio pico de K-3.

Mycobacterium hodleri es poco rico en quinonas presentando un cromatograma
plano, con una pequeia cantidad de menadiona (K-3).
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En Mycobacterium phoceae, posee poca cantidad de fitomenaquinona K-1y en
cambio se pone de manifiesto la presencia de quinonas de indice mas elevado.
Mycobacterium poriferae, posee quinonas K-1 y de indice superior, mientras
que Mycobacterium psichrotolerans, en la parte superior del cromatograma, es
poco rico en quinonas, presentando un cromatograma plano.

En la Figura 69, se estudian seis especies nuevas:
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Fig. 69

En el mismo, se pone de manifiesto que Gordonia rubropertincta, no posee las

quinonas patréon, Mycobacterium senegalense posee K-1, K-2, atisbos de K-3 y
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quinonas de indice superior. Mycobacterium thamnopheos posee perfil bajo de
quinonas, aunque se apunta la posibilidad de existencia de K-1 y K-2, mientras
que en Mycobacterium togolense se aprecia una pequefa cantidad de
fitomenaquinona K-1.

Finalmente, en la parte superior del cromatograma, se puede ver que
Mycobacterium vanbalenii tiene quinonas de tiempo de retencidn
correspondiente a K-1, aunque en pequeia cantidad y si de indice superior al
igual que Mycobacterium wollinskyi que se encuentra en el extremo superior

del cromatograma.
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En estas muestras se aprecia de nuevo la apariciéon de pequenas cantidades
de Fitomenaquinona K-1 y se utilizaran para realizar su aislamiento por
cromatografia HPLC semipreparativa con objeto de confirmar la presencia de
este compuesto por resonancia magnética nuclear (RMN)

Se quiso comprobar que el sistema de extraccion era el correcto,
cromatografiando la fase acuosa de algunos extractos de micobacterias que
habian mostrado la presencia de Fitomenaquinona K1. Los resultados

experimentales se exponen a continuacion.
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Como se puede apreciar, no se extraen menaquinonas en los extractos
acuosos de las micobacterias sometidas a extraccion.

4 .4.3.-Cromatografia gaseosa de las muestras.

Al igual que se ha realizado con anterioridad, las muestras bacterianas se
sometieron a cromatografia gaseosa con detector de masas y resultado
negativo.

Se utilizé una columna V-5 de 30 metros de longitud, 0,25 metros de diametro y
0,25micras de pelicula, con un inyector a 250°C y rampa de temperaturas de
40-300 °C a razdén de un gradiente de 10°C/minuto. El detector segun se ha
especificado era de masas.

Los resultados fueron adversos en todos los casos ensayados, lo que pone de
manifiesto que esta técnica no es la adecuada para el analisis quimico de

quinonas en Micobacterias.
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5.1.- Prediccion de los espectros rmn de los productos.-

ChemNMR '3C Estimation

ChemNMR "H Estimation
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Fig. 73
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Estimation quality is indicated by color: good, medium, rough

Mi

PPM

Fig. 74

139

\
80

60

40




Protocol of the H-1 NMR Prediction:

Node Shift Base + Inc. Comment (ppm rel. to TMS)
CH 7,60 7,26 l-benzene
0,55 1 -C=0
0,19 1 -C=0
-0,40 general corrections
CH 7,60 7,26 l-benzene
0,19 1 -C=0
0,55 1 -C=0
-0,40 general corrections
CH 7,92 7,26 l-benzene
0,19 1 -C=0
0,28 1 -C=0
0,19 general corrections
CH 7,92 7,26 l-benzene
0,28 1 -C=0
0,19 1 -C=0
0,19 general corrections
CH2 2,63 1,37 methylene
1,26 2 alpha -C=C
CH3 2,43 0,86 methyl
1,07 1 alpha -C (C(=0)R)=C
0,50 general corrections
CH 1,062 1,50 methine
0,34 2 alpha -C
-0,01 1 beta -C
-0,21 general corrections
CH2 1,96 1,37 methylene
0,63 1 alpha -C=C
-0,04 1 beta -C
CH2 1,25 1,37 methylene
-0,08 2 beta -C
-0,04 1 beta -C
CH2 1,25 1,37 methylene
-0,08 2 beta -C
-0,04 1 beta -C
CH2 1,25 1,37 methylene
-0,08 2 beta -C
-0,04 1 beta -C
CH2 1,25 1,37 methylene
-0,08 2 beta -C
-0,04 1 beta -C
CH2 1,25 1,37 methylene
-0,08 2 beta -C
-0,04 1 beta -C
CH2 1,33 1,37 methylene
0,00 1 beta -C=C
-0,04 1 beta -C
CH2 1,25 1,37 methylene
-0,04 1 beta -C
-0,04 1 beta -C
-0,04 general corrections
CH2 1,25 1,37 methylene
-0,04 1 beta -C
-0,04 1 beta -C
-0,04 general corrections
CH3 1,82 0,86 methyl
0,85 1 alpha -C=C
0,11 general corrections
CH3 0,96 0,86 methyl
0,20 2 beta -C-R
-0,10 general corrections
CH3 0,96 0,86 methyl
0,20 2 beta -C-R
-0,10 general corrections
CH3 0,91 0,86 methyl
,10 1 beta -C-R
0,05 1 beta -C
-0,10 general corrections
CH3 0,91 0,86 methyl
0,10 1 beta -C-R
0,05 1 beta -C
-0,10 general corrections
H 1,65 1,50 methine
0,17 1 alpha -C
-0,01 1l beta -C
-0,01 1 beta -C
H 1,65 1,50 methine
0,17 1 alpha -C
-0,01 1 beta -C
-0,01 1 beta -C
H 5,21 5,25 l-ethylene
-0,50 2 -C c + t
0,46 1 -CC=C gem
Tabla 13
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ChemNMR "H Estimation
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PPM
Protocol of the H-1 NMR Prediction:
Node Shift Base + Inc. Comment (ppm rel. to TMS)
CH 7,60 7,26 1-benzene
0,55 1 -C=0
0,19 1 -C=0
-0,40 general corrections
CH 7,60 7,26 1-benzene
0,19 1 -C=0
0,55 1 -C=0
-0,40 general corrections
CH 7,92 7,26 1l-benzene
0,19 1 -C=0
0,28 1 -C=0
0,19 general corrections
CH 7,92 7,26 1-benzene
0,28 1 -C=0
0,19 1 -C=0
0,19 general corrections
CH3 2,43 0,86 methyl
1,07 1 alpha -C(C(=0)R)=C
0,50 general corrections
H 7,54 5,25 l-ethylene
0,56 1 -C(=0) -1:C*C*C*C*C*C*1 trans
-0,22 1 -C cis
1,95 1 -C(=0) =1:C*C*C*C*C*C*1 gem

Fig. 74 y Tabla 14
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Protocol of the H-1 NMR Prediction:

Node

CH

CH

CH

CH2

CH3

CH2

CH2

CH2

CH2

CH2

CH2

CH3

CH3

CH3

CH3

CH3

Base + Inc.

7,26
0,55
0,19

-0,40

7,26
0,19
0,55

-0,40

7,26
0,19
0,28
0,19

7,26
0,28
0,19
0,19

1,37
1,26

0,86
1,07
0,50

1,37
0,63
0,00

1,37
0,63
0,00

1,37
0,63
0,00

1,37
0,63
0,00

1,37
0,63
0,00

1,37
0,63
0,00

0,86
0,85
0,11

0,86
0,85
0,11

0,86
0,85
0,11

0,86
0,85
0,11

0,86
0,85

-0,01

5,25

-0,50
0,46
5,25
-0,50
0,45
5,25
-0,50
0,45
5,25
-0,50
0,45

Tabla 15
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Comment (ppm rel. to TMS)

1l -benzene
1 —-C=0
1 —-C=0
general
1l -benzene
1 —-C=0
1 —-C=0
general
1l -benzene
1 —-C=0
1 —-C=0
general
1l -benzene
1 —-C=0
1 —-C=0
general
methylene
2 alpha
methyl
1 alpha
general
methylene
1 alpha
1 beta
methylene
1 alpha
1l beta
methylene
1 alpha
1l beta
methylene
1 alpha
1 beta
methylene
1 alpha
1l beta
methylene
1 alpha
1l beta
methyl
1 alpha
general
methyl
1 alpha
general
methyl
1 alpha
general
methyl
1 alpha
general
methyl
1 alpha
general
l-ethylene

corrections

corrections

corrections

corrections
—-C=C

—-C(C(=0)R) =C
corrections

—-C=C
-c=C

-c=C
-c=c

—Cc=C
—C=C

-c=C
-c=Cc

-C=C
corrections

—-C=C
corrections

corrections

-C=C
corrections

—-C=C
corrections

2 -C c + t

1 —-CC=C gem
l-ethylene

2 -C c + t

1 -C gem
l-ethylene

2 -C ¢ + t

1 -C gem
l-ethylene

2 -C c + t

1 -C gem



5.2.- Resultados experimentales de RMN de las cepas analizadas.-

Para comprobar finalmente que los resultados obtenidos en cromatografia
eran coherentes y tener la seguridad evidenciada por otra técnica fisico-
quimica alternativa de la existencia de menaquinonas en las cepas estudiadas,
se sometieron algunas de ellas a la Resonancia Magnética Nuclear (RMN)
tanto de Carbono como de protones.

El aparato utilizado fue un Innova de 400 Mhz de la casa Varian perteneciente
a los Servicios Centrales de la Universidad de Cadiz.

En primer lugar se le hizo dicho espectro a la fitomenaquinona (K1) por ambas
técnicas.

El resultado experimental obtenido por la técnica del carbono, se muestra en la
figura 78 en la que se aprecia que a 184 y 185 ppm aparecen los carbonos
carbonilicos aromaticos de las naftoquinonas. En la zona central del espectro
los correspondientes a carbonos aromaticos y dobles enlaces (110-130 ppm.)
y en la parte final del espectro los carbonos saturados.

Esta técnica se realizé con el patrén de fitomenaquinona K1, pero no se aplicé
a las fracciones separadas por HPLC preparativa, al requerirse cantidades
superiores en peso a las obtenidas por esta técnica tras reiteradas inyecciones

del extracto en el cromatografo.
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Fig. 81
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A continuacion se realizd la Resonancia Magnética Nuclear de protones
(RMNH) al patron de fitomenaquinona que queda reflejado en las figuras 79 y
80.

Como se puede apreciar, en la zona terminal del espectro a 7,6 y a 8 ppm,
aparecen los protones aromaticos, a 5 ppm los protones olefinicos, a 3,3 ppm
los primeros protones de la cadena de fitilo que estan muy desapantallados al
estar situados en una posicién alilica con relacién a los dos dobles enlaces que
estan anejos, todo esto influido ademas por un carbonilo de la naftoquinona
que esta del mismo lado estérico.

A 2,2 ppm resuenan los protones del metilo situado en posicion 2.

Finalmente a 1,7 ppm aparecen los protones del metilo que esta situado sobre
el doble enlace del isopreno y a 0,9 ppm los otros metilos de la cadena
saturada.

Para comprobar que nuestros asertos acerca de la fitomenaquinona K1
presente en las cepas estudiadas eran ciertas, una de ellas, concretamente
Mycobacterium vanbaalenii, se sometido a esta técnica. Para ello previamente
se intenté por todos los medios obtener una cantidad apreciable de esta
bacteria a tarvés de reiterados cultivos acumulativos. Con posterioridad se
extrajeron las menaquinonas por el método descrito y se separo6 la fraccidon
correspondiente a la fitomenaquinona K1 por HPLC preparativa, recogiendo
esta fraccion a mano en un erlenmeyer, cuando se corria la muestra por la
citada técnica. Se realizo reiteradas veces dicha operacion al objeto de tener
una cantidad minima que pudiese ser usada para la técnica de RMNH.

Se procedid con esta muestra a realizarle el espectro de protén tras 1024

acumulaciones durante un tiempo de 50 minutos (Fig. 81).
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6. RESULTADOS EXPERIMENTALES DE ESPECTROSCOPIA UV-V Y

ESPECTROMETRIA DE MASAS EN LAS CEPAS ANALIZADAS.

Se sometieron todas las cepas en estudio a la espectroscopia UV-V y
espectrometria de masas al objeto de ver los maximos de absorcion a
diferentes longitudes de onda, asi como los fraccionamientos moleculares de
las diferentes quinonas, en el caso de existir, para la posterior dilucidacién de
estructuras.

Los espectros UV-Vis, se llevaron a cabo en un espectrofotometro
AGILENT-5244.

Los espectros de masas se llvaron a cabo en los Servicios Centrales de la
Universidad de Cadiz en un cromatografo de gases acoplado a un
espectrometro de masas de Fison, modelo Voyager a través de insercion
directa con sondas de solidos.

El rango tedrico de deteccion de unidedes de masa atdomica es de hasta 1022,
aunque el rango real es de hasta 650 uma.

Como resumen de las estructuras quinonicas, a fin de facilitar su comprensién
de manera resumida, podemos decir que la fitomenaquinona K-1, es la
estructura que posee cuatro instauraciones, en el segundo, tercero y cuarto
isopreno y se expresa de manera abreviada como MK-4 (ll, I, IV-H), siendo la
vitamina K-1 que esta asociada normalmente a las plantas verdes, de ahi su
prefijo “fito”, no habiendo sido descrita normalmente como constitutiva de las
bacterias. Posee un peso molecular de 450. Su denominacion IUPAC es: 2

metil-3fitil-1,4 naftoquinona.
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La menaquinona K-2 posee un peso molecular de 444 y no posee saturaciones
en las cadenas laterales isoprenilicas. Su denominacion IUPAC es:2-metil-
farnesil geranil-1,4-naftoquinona.

La menaquinona k-3 es la mas sencilla estructuralmente al carecer de cadenas
laterales isoprenilicas. Posee un peso molecular de 172 y es la 2-metil-1,4
naftoquinona.

La quinona mas frecuentemente encontrada es la MK-9, que posee nueve
restos isoprénicos

Los resultados experimentales se recogen a continuacién, junto con el listado

de los picos moleculares:
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2. Mycobacterium aubagnense.
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3.- Mycobacterium aurum.
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Mycobacterium austroafricanum.
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Mycobacterium boenickei.
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Mycobacterium bolletii.
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Mycobacterium brisbanense.
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Mycobacterium chubuense.
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Mycobacterium duvali.
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Mycobacterium elephantis.
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Mycobacterium flavescens.
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Mycobacterium fluoranthenivorans.
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Mycobacterium fortuitum acetamidolitycum.
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Mycobacterium gallinarum.
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Micobacterium gilvum.
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Mycobacterium hackesackense.
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Mycobacterium hodleri.
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Mycobacterium holsaticum.
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Mycobacterium houstonense.
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Mycobacterium neworleansense.
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Mycobacterium phlei.
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Mycobacterium phoceae.
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Mycobacterium poriferae.
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50,31
51,22
52,22
53,15
55,03
56,27
57,24
58,36
59,22
60,24
61,33
62,30
63,21
64,21
65,21
67,05
68,26
69,18
70,32
71,28
72,36
73,25
74,33
75,32
76,22
77,02
78,27
79,23
80,29
81,13
82,32
83,30
84,34
85,32
56,40
87,29
88,36
89,28
91,08
92,35
93,28
94,31
95,29
96,33
97,31

Intensity

To34.9
15081.8
9660.3
300194
313020.8
95521.6
2822688
275878
814960
814040
147266
34511
72599
5667.3
14605 .4
71474 4
317994
142120,0
5TO83.2
1255144
346778
650344
177820
5479.7
13414
238824
87924
24488.6
7220,8
580144
40505.0
82lo6.4
46826.6
T0677.6
136146
17717.0
4796.3
56228
3lo6l4
6626,3
154788
142762
370532
207754
635960

Relative

246
4,82
3,09
12,75
100,00
30,52
90,18
8,81
26,04
26,03
4,70
1,10
2,32
181
4,67
22,83
10,16
4540
18,52
40,10
11,08
20,78
5,68
1,75
043
7.63
2,81
7,82
2,31
18,82
12,94
26,25
14,96
22,58
4,35
5,66
1,53
1,80
1043
2,12
4,94
4,56
11.54
9,51
20,32

08,35

0,36

100,38
101,32
102,34
103,29
104,28
105,27
106,34
107,29
108,33
109,31
110,34
111,34
112,38
113,37
114,34
115,23
116,31
117,27
118,35
119,28
120,37
121,34
122,34
123,33
124,36
125,36
126,38
127,36
128,34
129,30
130,41
131,33
132,34
133,29
134,33
135,32
136,36
137,32
138,36
139,36
140,38
141,36
142,39
143,31
144,38

39075,8
247618
75258
85609
52284
6548,1
7500,1
167272
61004
131432
87796
211918
195558
322134
171904
172834
75429
27324,2
192458
43780,2
108499
20377.2
02014
12021,8
0443.1
16329.6
131624
181314
106788
157958
116192
275748
62163
2078.1
4842 .8
112153
68403
11734,2
58904
11368,0
89250
105114
T183.6
12760,8
42341
03813
35420

219

145,32
146,32
147,29
148,34
149,20
150,38
151,35
152,37
153,39
154,39
155,37
156,41
157,34
158,39
159,36
160,36
161,34
162,38
163,34
164,38
165,35
166,42
167,39
168,42
169,42
170,43
171,33
172,45
173,38
174,39
175,38
176,40
177,38
178,38
179,38
180,42
181,43
182,44
183,43
184,41
185,23
186,47
187,42
188,41
189,37
190,40
101,37

55497

3564,8

8695,5

3502.3
143279
52773

O878,5
101273
8307,5

6647,2
107688
3740,0
83609
37731

3856.8

24343

4662,3

2833.8

60319
37564

82648

6491.4

73437

55893

73259
33156
102145
30149
3404,0
26223

3737.8

25162

42979
4246.6

50324

49724

4656,6

4154.,6

66139
1103,3
14667,7
35136

20771

1940,0
34019
27450
5167.1

1,77
1,14
2,78
1,12
4,58
1,69
316
3,24
2,65
2,12
344
1,19
267
1,21
1,23
0,78
1,49
0,91
1,93
1,20
2,64
2,07
2,35
1,79
234
1,06
3.26
0,96
1,09
0,84
1,19
0,80
1,37
1,36
16l
1,59
1,49
1,33
2,11
0,35
4,69
1,12
0,95
0,62
1,12
0,88
1,65



192,43
193,39
194,44
195,45
196,47
197,45
198,47
199,40
200,46
201.42
202,37
203.39
204,42
205.40
206.41
207.19
208,44
209,45
210,46
211,43
21246
213,38
21447
215,37
216,40
217.40
218,42
21941
220,43
221.39
22246
22345
224,45
225,45
226.46
22742
228,45
220,41
230,38
231.39
23242
233.41
23446
23545
23647
23747
238,43

30939
4493,0
4607.3
41429
38004
5980.6
26614
65994
25023
2830.6
42068
4646.6
29657
3842.1
15152
12720,7
5412,0
4210.6
31707
73539
28718
10781.5
31667
6240,0
4061.1
4032.2
2813.6
39449
31133
5469,1
3709.2
3305,8
32314
5467.8
30le6.4
6684, 1
44429
5203.2
7150,0
9199,0
5582.8
6600.4
3465.8
35587
4175.1
3929.6
1086,1

0,99
1.44
1.47
1,32
1.21
1,91
0,85
2,11
0,83
0,90
1,34
1.48
0,95
1,23
0.48
4,06
1,73
1,35
1,01
2,35
0,92
344
1,01
1,99
1,30
1,29
0,90
1.26
0,99
1,75
1,18
1,06
1,03
1,75
0,96
2,14
1,42
1,66
2.28
2,94
1,78
2,11
1,11
1,14
1,33
1.26
0,325

239,30
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241,47
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243,48
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245,42
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251,47
252,48
253,47
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157,53
258,52
259,48
260,49
261,47
262,49
263,49
264,48
265,53
206,53
267,47
268,53
209,46
270,51
271,50
272,54
273,50
274,51
275,51
276,53
277,52
278,53
279,51
280,51
281,27
282,51
283,47
284,52
285,51

19411,8
5300,1
5770.6
26526
24960
16209
28313
33407
40134
22347
25557
25936
22141
26279
54049
21259
30288
64670
32356
14453
1564.2
1464,1
18618
24606
25133
TOED.6
42836
23836
4902.5
19131
27833
17452
1609,3
B86.0
R
8199
1238.5
1027.9
1269.5
1561.6
1731.2
1131.8
68159
2076.1
20063
37758
44623
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1.69
1,54
0,85
0,80
0,52
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1,07
1,57
0,71
0,82
0.83
0,71
0,84
1,73
0.68
1.26
2,07
1,03
046
0.50
047
0,59
0,79
0.80
226
1,37
0,76
1,57
0.6l
0,89
0,56
0.51
0,28
0.31
0.26
0.40
0,33
041
0,50
0,55
0.36
2,18
0.66
0,93
1.21
143

286,52
287,53
288,56
289,51
200,55
201,53
202,57
203,56
204,55
205,53
206,57
207,53
208,55
209,53
300,52
301,49
302,50
303,51
304,54
305,52
306,56
307,56
308,57
309,56
310,57
311,51
312,53
313,37
314,59
315,54
316,53
317,52
318,54
319,53
320,56
321,55
322,58
323,59
32461
325,53
326,56
327,51
328,55
329,49
330,54
331,56
332,59

18007
10366
7180
12146
053.4
11387
11228
11378
14457
28139
1519.8
20248
1873,5
19216
13136
13293
924,1
10957
7853
1050,3
0844
978.5
1206,1
19483
12476
26078
5389
122592
28642
1752.4
1307.8
975,6
T84
946,85
992,2
093,7
12228
19390
12085
18932
1486.,6
20777
923.3
1353.1
1001,7
1211.1
798,5

0,58
0,33
0,23
0,39
0,30
0,36
0.36
0,36
0.46
0,90
0.49
0.65
0,60
061
042
042
0,30
0,35
0,25
0.34
0.31
0,31
0,39
0,62
0.40
0.86
0,17
3,92
0,92
0,56
042
0,31
0,25
0,30
0,32
0,32
0,39
0,62
0,39
0,60
047
0,66
0.29
043
0,32
0,39
0.26



33357
334,58
33555
336,58
33756
338,59
33954
340,58
341,50
342,55
34351
34451
34549
346,50
34751
34855
349,53
350,56
351,59
352,62
353,56
354,57
355,51
356,57
35753
358,56
359,57
360,59
361,57
361,57
36355
364,59
365,60
366,60
36753
363,61
369,61
370,63
371,58
372,61
37361
374,64
375,64
376,65
377,64
378,65
379,64

044,5
1059,7
1175.3
13346
2443,1
20703
39229
2116.8
3508.8
13634
1029,7
058,1
1231,9
1481.2
18102
1746,8
1892.6
17673
2234.6
11974
2047.9
2752,1
48434
1503,1
1054.3
6824
8905
763,1
0819
1140,8
1226.6
1270,9
1888.2
1225.8
4387.9
4267.9
24953
11588
0839
503,8
648,3
524,8
6127
738.8
825.2
876.0
1260.5

0,30
0,34
0,38
0,43
0,78
0,66
1,25
0,68
1,15
0,44
0,33
0,31
0,39
0,47
0,58
0,56
0,60
0,56
0,71
0,38
0,65
0,88
1,55
0,51
0,34
0,22
0,28
0,24
0,31
0,36
0,39
041
0,60
0,39
1,40
1,36
0,80
0,37
0,31
0,19
0,21
0,17
0,20
0,24
0,26
0,28
0,40

380,04
381,58
382,60
383,00
384,61
385.62
386,62
387,63
388,04
389,06
300,66
301,65
302,04
303,54
394,66
395,58
396,62
397,61
398,68
399,62
400,62
401,52
402,59
403,61
404,62
405,67
406,71
407,66
408,07
409,59
410,64
411,65
412,66
413,63
414,069
415,55
416,61
417,63
418,06
419,66
420,606
421,59
422,65
423,56
424,65
425,65
426,69

10970
17519
1440.5
10060
TT2.0
6930
660,0
6100
466,1
5280
495,1
570.8
692,6
25347
1000.3
17222
11504
1048.5
618,1
518.6
7164
BO8.S5
6870
7197
13109
T41.0
7774
11682
60U, 8
1699.8
9733
587.8
3749
430.3
5145
6711
501.2
4609
4683
4576
5653
15126
868.4
31139
13404
1305.0
5485

221

0,35
0,56
046
0,32
025
022
0.21
0,19
0,15
0,17
0,16
0,18
0,22
081
0,32
0.55
037
0,33
0,20
0,17
023
026
022
023
042
0.24
0.25
037
022
0,54
0,31
0,19
0,12
0.14
.16
0.21
0,16
0,15
0,15
0,15
0,18
048
028
0.99
0.43
042
0,18

427,66
428,57
420,30
420,96
430,57
431,62
432,65
433,67
434,68
435,65
436,70
437,63
438,66
439,65
440,65
441,64
442,67
443,66
444,69
44571
446,64
447,64
448,65
440,57
450,67
451,61
452,66
453,66
454,68
455,68
456,68
457,68
458,67
459,68
460,72
461,66
462,63
463,60
464,64
465,62
466,65
467,65
468,67
469,60
470,68
471,69
472,72

382.1
221,8
1630,8
17.2
13490
9417
11049
654,5
5749
1074,0
7570
13409
008,3
614,5
350.8
3884
3559
411,1
362,1
450,8
550,0
5449.1
477.1
1860,3
926,0
1927,1
11808
696,7
399.1
346,1
337.1
4159
10746
T14.5
689,9
5972
8269
14512
1043,1
1860,1
13896
963,0
5174
362,0
3039
279,2
309,2

0,12
0,07
0,52
0,01
0.43
0,30
0,35
021
0,18
0,34
024
0.43
029
020
0.11
0,12
0,11
0,13
0,12
0,14
0,18
0,18
0,15
0,59
0,30
0.62
0,28
0,22
0,13
0,11
0,11
0,13
0,34
023
022
0,19
0.26
046
0,33
0,59
0.44
0,31
0,17
0,12
0,10
0,09
0,10



473,74
474,74
475,68
476,70
477,65
478,68
479,63
480,66
481,69
482,67
483,67
484,73
485,78
486,79
487,77
488,80
489,71
490,75
491,65
492,70
493,66
494,70
405,66
496,73
497,75
408,76
499,76
500,78
501,77
502,78
503,60
504,69
505,68
506,73
507,67
508,72
500,71
510,73
511,72
512,71
513,71
514.74
515,75
516,76
517,77
518,77
519.70

3240
4594
5389
5939
13347
069,6
23227
1724.8
8217
41209
3189
3089
287.8
388.1
3059
Jel.l
3560.8
420,6
896,0
655,2
1309.6
1413.8
32585
13297
4709
284,1
2297
267.8
300.4
419.6
054.1
694,2
11052
637.8
13226
011.0
699,5
337.1
2069
2610
2283
231.2
253.6
279.6
291.5
3256
T46,8

0,10
0,15
0,17
0,19
0,43
0,31
0,74
0,55
0,26
0,13
0,10
0,10
0,09
0,12
0,10
0,12
0,11
0,13
0,29
0.21
0,42
0,45
1,04
0,42
0,15
0,09
0,07
0,09
0,10
0,13
0,30
0,22
0,35
0,20
0,42
0,29
0,22
0,11
0,07
0,08
0,07
0,07
0,08
0,09
0,09
0,10
0,24

520,75
521,69
522,75
523,70
524,75
525,78
526,83
527,80
528,79
529,79
530,81
531,78
532,76
533,04
534,77
535,71
536,77
537,73
538,76
539,80
540,80
541,84
542,85
543,81
544,84
545,81
546,77
547,72
548,74
549,73
550,78
551,73
552,79
553,81
554,80
555,80
556,83
557,85
558,85
559,81
560,82
561,75
562,77
563,73
564,80
565,76
566,82

694.0
1800.6
16931
40056
1492.5
4816
279.1
074
3027
262.5
2736
2039
281.9
12592
680.1
13832
016.4
1148.6
493.7
2488
246,7
204.9
181.5
186.8
2260
264.4
4210
1076.5
2026,1
43204
37007
83115
2890.9
7311
305 .4
251.1
2246
204.3
215.7
2339
250.8
585.5
580.0
14350
1363.5
2827,1
1080.6

222

022
0,58
0.54
1,31
048
0,15
0,09
0,10
0,10
0,08
0,09
0,00
0,09
040
022
044
029
0,37
0,16
0,08
0,08
0,07
0,06
0,06
0,07
0,08
0,13
0,34
0,65
1,38
1,19
2,66
0,92
0,23
0,10
0,08
0,07
0,07
0,07
0,07
0,08
0,19
0,19
046
044
0,90
0,35

567,85
568,81
569,78
570,78
571,82
572,82
573,82
574,76
575,78
576,78
577,78
578,83
579,80
580,84
581,84
582,79
583,75
584,81
585,83
586,83
587,82
588,88
589,87
590,84
591,80
502,83
503,80
504,86
595,83
596,76
507,75
508,73
599,81
600,80
601,88
602,83
603,82
604,85
605,83
606,80
607,85
608,88
609,90
610,83
611,83
612,81
613,85

430,1
265.8
228.8
241.4
216,8
3123
4439
12172
2607,3
6362,7
100544
51029
6358,1
23024
795,6
370.,9
272,3
2514
192,2
195.6
206,5
302,60
538,5
B82,3
18009
21834
4104,3
17202
684.4
3854
2440
2377
219,5
263.1
3477
5884
068,5
1193,8
16828
13836
2438,5
D838
381.2
238.3
le3,l
1516
132,2

0,14
0,08
0,07
0,08
0,07
0,10
0,14
0,39
0,83
2,03
3.21
1.63
2,10
0,76
0,25
0,12
0,09
0,08
0,06
0.06
0,07
0,10
0,18
0,28
0,58
0,70
1,34
0,55
0,22
0,12
0,08
0,08
0,07
0,08
0,11
0,19
0,31
0,28
0.54
0,44
0,78
0,31
0,12
0,08
0,05
0,05
0,04



614,91
61593
616,94
617,239
618,88
61982
620,87
621,87
622,93
623,96
624,99
62598
626,99
62708
628,95
629,95
630,99
631,91
632,90
633,86
634,90
635,88
636,95
637,94
638,93
639,99
641,01
642,01
643,05
644,03
645,03
64505
646,95
647,63
648,82
649,86
650,88
651,93
652,94
633,95
634,96
656,04
657,10
638,17
659,15
660,00
660,93

1427
1621
2118
344,85
5890
1023,3
760,85
7530
3270
10,0
1095
97.5
94,9
BE3
94,6
122,1
1571
2043
5908
10837
11577
23676
923,1
3018
1359
1130
822
94,5
96,3
B35
1133
1523
125,5
3040,5
1257,1
6324
236,5
1308
100,4
74.2
85,8
B3.6
839
1041
150,7
273,1
604,5

0,05
0,05
0,07
0,11
0,19
0,33
0,24
0,24
0,10
0,05
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,04
0,05
0,09
0,19
0,35
0,37
0,76
0,29
0,10
0,04
0,04
0,03
0,03
0,03
0,03
0,04
0,06
0,04
0,97
0,40
0,20
0,08
0,04
0,03
0,02
0,03
0,03
0,03
0,03
0,05
0,09
0,19

661,93
662,88
663,86
664,99
666,00
667,02
665,03
669,10
670,11
671,05
672,04
673,06
674,03
675,05
676,00
676,98
677,96
678,97
670,98
681,01
682,10
683,10
684,11
684,97
6R5,80
6E6,86
6RT,0]
HEE,99
690,01
691,04
692,03
693,02
604,04
694,97
695,50
696,02
696,88
607,48

223

12163
1956,5
37825
13718
3832
1353
83,0
824
Th,5
76,5
07,3
w37
1248
1669
2386
2919
3le 4
1738
1040
20,9
T8.S
83,5
07
1108
1326
1733
659
6171
T48.8
4540
3286
1622
1017
87,2
KRY
06,3
2328
74

0,39
0,63
1,21
0.44
0,12
0.04
0,03
0,03
0,02
0,02
0,03
0,03
0.04
0,05
0,08
0,09
0,10
0.06
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0.04
0.04
0.06
0,12
0.20
0.24
0,15
0,10
0,05
0,03
0,03
0,00
0,03
0.07
0,00
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'z

50,32
51,23
52,21
53,15
55,08
57,04
58,42
59,21
60,03
61,31
62,40
63,25
64,18
65,01
67,06
69,02
70,28
7112
73,04
74,38
75,31
77.00
78,26
79,08
81,06
82,26
83,26
84,30
85,12
86,45
87,29
88,37
80,28
91,08
92,28
93,05
95,07
96,20
97,19
98,36
99,32
100,44
101,30
102,34
103,31

Intensity

112971
212353
138422
501098
T13898,2
1598510,5
677409
433367
468654.5
67730,7
49214
5857.1
1490.4
219415
1758604
T11198,5
153262,5
11132044
5928727
457425
18168 4
507025
T177.5
624320
2027753
210728,7
4714938
B7703.3
759400,7
515505
710182
121291
147378
365920
1861,1
427753
1724044
119086,5
4937076
165160,7
224814.5
285200
452609
18380,1
121280

Relative

0,71
1,33
0,87
3,70
4529
100,00
424
2,71
20,32
4,24
0,31
0,37
0,09
1,37
11,00
45,12
9,59
69,64
37,09
2,86
114
3,17
0,45
3,01
12,60
13,18
29,50
5,49
4751
3,22
444
0,76
0,02
2,29
0,12
2,68
10,79
7.45
30,89
10,33
14.06
1,78
2,83
115
0,76

105,05
106,34
107,27
109,09
110,33
111,32
112,40
113,35
114,41
115,29
116,35
117,33
119,03
120,33
121,30
122,32
123,34
124,36
125,35
126,40
127,37
129,10
130,43
131,34
132,30
133,12
135,12
136,39
137,35
138,38
139,36
140,39
141,36
142,44
143,33
144,38
145,33
147,09
148,35
149,30
150,34
151,34
152,38
153,39
154,41
155,39
156,44

583564
13071,3
318244
99786,2
84160,0
2318313
50649,5
150238.5
20262,5
65605,8
30183.3
162225
41166,5
130167
35033,5
350884
51656,7
SB0RR,7
129053.1
705120
117617.5
1766109
170858
15689,5
20223
33270,2
4150109
51511.3
473527
41464,7
69557.8
48600,7
91921,5
178269
394589
137793
168447
738024
15814.5
350004
16949, 8
256233
35219,3
48557.1
43216,0
77194,2
117058

226

3,65
0.82
1,99
6.24
526
14,50
5,61
9,40
1.83
4,10
1.89
1.01
2.58
0.81
2.19
2.25
323
3,63
8.07
441
7.36
11,05
1,13
0,08
0.1%
2,08
25.96
322
2.96
2.59
435
3.04
5,75
112
247
0.86
1,05
4,62
0,99
2.19
1.06
1,60
2.20
3.04
2,70
4,83
0.73

157,22
158,40
159,36
160,37
161,33
162,35
163,26
164,38
165,35
166,40
167,39
168,39
169,13
170,43
171,17
172,45
173,39
174,38
175,34
176,37
177,35
178,39
179,35
180,41
181,42
182,44
183,42
185,19
186,48
187,41
188,41
189,36
191,15
193,11
194,41
195,40
197,16
198,44
199,39
200,48
201,42
202,42
203,38
204,38
205,30
207,11
209,13

554953
132038
10748.4
5438.5
12066,5
5232.8
210036
86264
199476
245829
387825
14414.5
1183404
2922.5
6Blel.S
112418
8708,2
5448.5
9005,8
5266,1
12804,9
8458.6
16356,0
200349
20070,2
204433
563709
890996
12206,2
8453,5
ie2e,7
7120.6
29129,1
T1500.8
323687
30101.1
2790109
41221.8
45835.6
10063.3
8200,1
34383
5890,5
30852
108164
453440
133357.1

347
0,83
0,67
0,34
0,75
0,33
1,31
0,54
1,25
1,54
243
0,90
740
0,18
426
0,70
0,55
0,34
0,62
0,33
0,81
0,53
1,02
1,31
1,82
1,84
3,53
5,57
0,76
0,53
0,23
0,45
1,82
447
2,02
245
17,45
2,58
2,87
0,63
0,51
0,22
0,37
0,19
0,68
2,84
8,34



210,45
211.45
212,48
213,22
214,53
21546
216,44
217.40
218,42
219,39
221,18
222,45
223,44
224,49
22548
226,53
227,31
228,50
229.47
230,48
23141
232,49
233,44
23446
23541
236,38
237,49
238,50
239,29
240,58
241.48
242,50
243,50
244,53
24545
246.46
247,45
248,51
249.41
250,50
251.46
252,50
253,20
254,51
255,38
256,21
257,48

30160.0
59405.1
ELIEN|
BB538.2
115240
67360
3096,5
5426.5
45042
10553.8
686375
237116
218655
217782
38485.1
58309
343375
12848.0
11093,5
34697
To61.1
31015
4382.1
3956.5
6310.5
25019.6
19677.5
81709
TU271.3
14116.7
178229
116520
8027.8
3020.8
4172.3
4113.5
8446.0
4359.3
79062
121182
159647
4190.2
668844
7389.5
7589.5
186410,2
2894778

245
3,72
0,23
5,54
0,72
042
0,19
0,34
0,29
0,66
4,30
1,48
1,37
1,36
241
0,36
2,15
0,80
0,69
0,22
0,48
0,19
0,27
0,25
0,39
1,57
1,23
0,51
4,96
0,88
1,11
0,73
0,56
0,19
0.26
0.26
0,53
0,27
0,49
0,76
1,00
0,26
4,18
0.46
047
11.66
18,11

258,59
15949
260,49
26149
262,50
26348
264,50
265,51
267,19
269,10
271,00
272,44
27343
27442
27546
276,51
277,50
278,53
279,53
181,19
283,20
284,46
28543
286,51
28749
288,52
289,52
290,54
291,51
292,56
293,57
204,53
205,24
296,56
20748
208,53
200,49
300,53
301,52
302,52
303,50
304,54
305,51
306,56
307,59
308,60
309,59

462716
18653,1
71944
46468
44697
5B68.S
12765,1
130516
63329.5
559825
T4177.5
133349
83474
T556.7
4693.8
27552
4096,1
Tolod
89698
67656,7
l61466,2
520222
435520
0093.1
4154.5
21326
27562
21225
38939
63958
65127
11731
460698
10010,2
04738
52827
75229
29057
2660,1
18552
28173
12309.0
37115
54604
60683
12429,1
176869

227

2,80
1,17
045
0,20
028
0.37
0,80
0,82
3.96
3.50
4.04
0,83
0,52
047
0.29
017
0.26
048
0.56
4.23
10,10
3.31
2,72
0,57
0.26
0,13
0,17
0,13
0.2
040
041
0,07
2,88
.63
0.59
0.33
047
0,18
0,17
0,12
0,18
.11
0.23
0.34
0.38
0,78
111

310,63
31149
312,53
313,19
314,54
31543
31647
31745
318,53
319,52
320,57
321,60
322,61
323,60
324,65
32545
327,10
31840
329,32
330,38
353134
33240
333,35
335,03
336,59
33763
338,67
339,55
341,13
343,13
344,35
345,15
346,43
34743
348,52
349,57
350,62
351,62
352,67
353,58
354,56
355,38
57,19
35842
35942
360,46
361,52

6450,5
10134,0
116l1,1
310738
6079,1
6177.5
56799
4289,0
2187,7
2967,1
44799
48709
8440,7
153745
3665,1
10264,7
380080
9696,9
144353
5660,9
12993,1
4755,5
14125.1
307556
163767
15827.6
5601,5
6513,5
232215
56157.1
17604
1003680
246673
12871.3
6359.7
4386.5
TORE,S
12911.6
5079.7
71582
660,06
155389
497324
14077.5
9186,9
4437.8
31552

0,40
0,63
0,07
1.94
0,38
0,39
0,36
027
0,14
0,19
0,28
0,31
0,53
0,96
0,35
0,64
2,38
0,61
0,90
0,35
0,81
0,30
0,88
1.92
102
0,99
0,35
041
145
3,51
0,11
6,28
1,54
0.81
0.40
027
0,44
0,81
0,32
0,45
0,44
0,97
3,11
0,88
0,57
0,28
0,20



362,59
3636l
3646l
365,66
366,69
367.57
368,59
369,56
370,58
371,52
372,53
37341
374,55
375,52
376,62
377,61
378,62
379,63
380,69
381,52
382,62
383.56
384,59
38547
38641
387,11
38007
300,44
391,43
302,58
303,63
304,70
305,58
396,60
397,61
308,63
300,51
401.08
403,04
404,51
405,25
406,35
40738
408.56
400,55
410,62
411,60

3966,0
3366.6
10351.3
128535
5480,3
8478.2
15798.2
11710.5
4335.6
3335.8
1512,5
3223.7
1560,7
2558,8
2901,7
28339
58352
10817.5
4146,3
10935,9
5349.0
4219,8
3132.5
36717
3240
8232.5
l6180,1
7252.6
6004,6
9066,2
11945.8
42659
4652,8
3770.2
31052
19947
2487.8
14154.5
273367
85774
267505
10457.8
344102
93959
9219,8
3495,1
25888

0,25
0.21
0,65
0,80
0,34
0,53
0,99
0,73
0,27
0.21
0,09
0,20
0,10
0,16
0,18
0,18
0,37
0,68
0,26
0,68
0,33
0,26
0,20
0,23
0,02
0,52
1,01
0,45
0,38
0,57
0,75
0,27
0,29
0,24
0,19
0,12
0,16
0,89
1,71
0,54
1,67
0,65
2,15
0,59
0,58
0,22
0,16

412,65
413,60
415,16
417,13
418,33
419,16
420,49
421,59
422,65
423,59
424,63
425,63
426,67
427,61
429,14
429,60
431,19
432,51
433,52
434,62
435,68
430,74
437,55
438,66
439,60
440,67
441,65
442,66
443,52
444,54
445,24
440,28
447,51
448,65
449,66
450,93
451,61
452,64
453,62
454,67
455,63
450,67
457,67
458,56
459,27
459,86
461,02

15255
13709
70508
24878,2
31556
448640
19014,2
152858
52035
45705
26215
216l 4
11003
1248.9
50898
426.5
16129.6
66195
4850,1
5803.7
81072
30510
53826
27135
35234
1452,5
11033
10775
1827.6
1030.8
1376.6
81115
45732
63244
0556,9
60475
34543
2T66,8
22702
10259
10162
1068,1
1063.5
5634
22036
6366
69975

228

0,10
.09
0,50
1,56
0,20
2,81
119
0.96
0,33
0,29
0,16
0.14
0,07
0,08
0,32
0,03
101
041
0,30
0,36
0.51
0,19
0,34
0,17
022
0,00
0,07
0,07
0,11
0.06
0,09
0,51
0,20
0.40
.60
0,38
0,22
0,17
0,14
0.06
0,06
0,07
0,07
0.04
0,14
0,04
044

463,17
464,37
465,32
466,46
46741
468,53
469,46
470,57
471,62
472,66
473,64
474,90
475,53
477.19
478,40
479,16
43041
481,38
482,47
483,47
434601
485,70
486,74
487.69
488,79
489,66
490,64
491,33
492,00
493,25
494,55
495,57
496,63
497,62
498,13
498,60
499,68
501,12
502,17
502,84
503,71
504,74
505,67
506,81
307,71
508,73
509,68

290196
47916
221204
6205,5
11051.3
35722
39300
21052
1380,5
1129.8
17027
S098,5
1851.8
255516
1838,5
280585
9000,7
14158.2
51542
20833
18958
12655
953,5
1624,5
2780,1
21242
11605
13405,1
233,8
225625
7430.5
66314
26712
1490,3
327
15552
10284,7
9609,5
5050
2456.,3
1920,0
35322
57879
3204.6
28987
3424
36139

1,82
0,30
1,38
0,39
0,69
0,22
0,25
0,13
0,09
0,07
0,11
0,32
0,12
1,60
0,12
1,76
0,62
0,89
0,32
0,19
0,12
0,08
0,06
0,10
0,17
0,13
0,07
0,584
0,01
1.41
047
041
0,17
0,09
0,00
0,10
0,07
0,60
0,03
0,15
0,12
0,22
0,326
0,20
0,18
0,20
0,23



510,77
511,71
512,74
513,76
514,79
515,72
516,81
517,80
518,78
519,77
520,83
521,62
523,19
523,83
525,06
526.37
52733
52841
519,38
530.22
53093
531.78
53281
533,83
53497
53571
537,20
53771
53843
539.12
540,33
541,31
54241
543,44
544,58
545,64
546,75
547,81
548,86
549,66
550,76
551,54
352,54
553.12
553,68
55442
555,39

18523
13710
17643
1386,3
804,2
15695
19459
13984
26342
3722.1
2654.5
IB05.8
117852
1752.4
10805,5
4406.7
4901.2
21530
19567
11603
1545.8
1269,1
23051
28579
3033.5
2367.5
12240,5
11977
486,2
139269
53944,0
104022
4366.3
3971.8
24052
15647
17512
25244
2039.5
40709
3806.4
10608,1
231.5
9528.5
821.1
7112
72553

0,12
0.09
0,11
0,00
0,06
0,10
0,12
0,00
0,16
023
0,17
0.24
0,74
0,11
0,68
0.28
0,31
0,13
0,12
0.07
0,10
0,08
0,15
0,18
0.19
0,15
0,77
0,07
0,03
0,87
0,37
0,65
0,27
025
0,15
0,10
0,11
0,16
0,13
0,25
0,24
0,66
0.01
0.60
0,05
023
0.45

556,53
557,54
558,27
558,78
550,81
560,85
561,54
562,87
563,77
564,79
565,73
566,75
567,55
568,61
569,64
570,63
571,28
571,79
572,87
573.87
574,52
575,81
576,80
577,77
578,85
579,81
580,92
581,88
582,81
583,63
584,38
585,21
586,27
587.21
588,32
589,26
590,17
590,97
592,67
593,92
595,06
596,02
597,04
598,03
590,19
600,36
601,26

30377
2052.5
45836
14347
1056,1
13028
1450.,0
13809
16560
3431.7
34372
22764
27062
23305
1705.3
12247
2314
11990
1197.0
870.7
13043
17663
20298
30688
27762
22553
17027
740.1
1620.6
10638
B02.6
2240.5
1337.9
2313.0
1204.6
1251.7
8038
836.5
22635.6
7440.5
20024
8677
26813
1487.9
34462
19229
4183.1

229

0,19
0.13
0,03
0,09
0,07
0,08
0.09
0,09
0,10
0.21
022
0.14
0,17
0,15
0,11
0.08
0.01
0,08
0,07
0.05
0.08
0,11
0,13
0,19
0.17
0,14
0,11
0.05
0,10
0.07
0.05
0,14
0,08
0,14
0.08
0,08
0.06
0,05
142
047
0,18
0,05
0.17
0.09
022
0,12
0.26

602,40
603,43
604,54
605,63
606,82
607,89
608,97
609,90
610,91
611,71
613,14
614,36
61529
61649
617.47
618,51
619,46
620,66
621,96
623,04
624,05
625,03
625,66
627,18
628,45
620,42
630,51
631,60
632,70
633,73
634,81
635,47
636,00
637,05
638,10
639,13
639,99
640,74
641.47
642,49
643,42
644,50
645,38
646,06
647,53
648,80
650,02

22689
2799.3
15077
1611,3
15156
962,3
B71.8
5472
14754
1126,5
4059.6
1528.5
4650,5
21035
2086.6
10719
3155
133709
4476,5
1398.3
537.9
1110,5
2311
4212.5
19334
24031
1444,5
11142
759,5
1238,1
883.1
240,5
557.3
479.1
4119
828.5
539,1
4771
7839
633,5
6987
583.2
T14.5
2273
78757
111306
3636.1

0,14
0,18
0,09
0,10
0,09
0,06
0,05
0,03
0,09
0,07
0,25
0,10
0,29
0,13
0,13
0,07
0,02
0,84
0,28
0,09
0,03
0,07
0,05
0.26
0,12
0,16
0,09
0,07
0,05
0,08
0,06
0,02
0,03
0,03
0,03
0,05
0,03
0,03
0,05
0,04

0,04
0,04
0,01
0.49
0,70

0,23



651,05
652,05
653,01
633,95
635,01
655,75
656,67
657,41
658,54
639,29
6e0,26
661,25
662,62
663,94
665,02
663,81
667,03
667,70
668,47
669,40
669,093
670,45
671,38
672,42
673,31
67448
67536
676,94
678,19
679,20
680,41
681,26
682,23
683,12
633,91
684,20
685,54
686,50
68734
68,35
630,28
HE9,88
620,52
6u1,52
602,61
6Y3.61
694,58

1066,6
4117
3504
2813
365,2
2135
492.5
635,53
6237
10664
793,5
0984
4255.5
17634
5513
2515
62,6
304
3leo
2633
22,8
310,3
610,53
3373
11028
7524
1349.7
112623
4094,6
1272,5
3483
2319
191,6
228,2
lal4
2570
4394
2821
13367
482,2
2982,8
1495
1548.3
15209
B17.5
407,77
2455

0,07
0,03
0,02
0,02
0,02
0,01
0,03
0,04
0,04
0,07
0,05
0,06
0,27
0,11
0,03
0,02
0,06
0,00
0,02
0,02
0,00
0,02
0,04
0,02
0,07
0,05
0,08
0,70
0,26
0,08
0,02
0,01
0,01
0,01
0,01
0,02
0,03
0,02
0,08
0,03
0,19
0,01
0,10
0,10
0,05
0,03
0,02

695,55
696,51
607,22

230

146.4
146.1
69,5

001
001
0,00



Mycobacterium togolense.-
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Mycobacterium vanbaalenii .-
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mi'z

50,35
51,23
53,00
54,00
55,00
56,35
57.08
58,43
59,31
60,23
61,34
62,46
63,26
64,95
66,98
68,32
69,22
70,35
71,14
72,39
73,24
74,36
75,31
76,99
79,02
81,06
82,29
83,00
84,33
85,24
860,47
87,28
88,42
80,26
91.06
93,02
95,06
96,29
97,13
08,35
099,31
100,40
101,23
102,44

103,51

Intensity

263108
457810
126204,0
3062880
51572480
1107712,0
6369856.0
342516.0
517040,0
1231600,0
5439520
5245.8
271893
B5088.0
25418720
2098080,0
4743616.0
1832000,0
5462976,0
5918880
1776096,0
1710280
60940,0
2046240
7814240
36431360
1404800,0
67608320
23226720
47312040
236684,0
605272,0
65290,0
110941,0
3404680
7590240
3863296,0
1341120,0
77379200
21525760
1732016,0
2247680
637224,0
146512,0
1442810

Relative

0,34
0,50
1,63
1042
66.65
14,32
84,90
443
6,68
15,92
7.03
0,07
0,35
1,10
32,85
27,11
61.30
23,68
70,60
7.65
22,95
2,21
0,79
2,64
10,10
47,08
18,15
87.37
30,02
61,14
3,06
7,82
0,84
1.43
4,40
9,81
49.93
17,33
100,00
27,82
22,38
2,90
549
1,89
1.86

104,26
104,95
105,50
107,01
109,05
110,31
L1511
112,52
113,41
114,36
115,15
116,42
117,38
118,33
119,04
121,05
122,32
123,00
124,35
125,21
126,43
127,34
129,10
130,49
131,35
133,04
134,31
135,20
136,35
137,25
138,35
139,34
140,40
141,35
142,38
143,17
144,39
145,32
147,05
148,33
149,20
150,35
151,28
152,36
153,38
154,41
155,35

17221,0
305028.,0
41852,0
650584,0
2455408,0
638496,0
5370968,0
1250144,0
932912.0
2271920
9u2096,0
5022240
180804,0
166770
3479480
B66R50.0
821880
1679072,0
9142400
2661040,0
7523720
9122720
2025184,0
155407.0
1522750
3635680
2143440
T19396.,0
307628.,0
1012304,0
9524800
1287200,0
S44692.0
6144080
1030930
5408640
130286.0
146093.,0
2007720
171704,0
S02728,0
2431160
6741880
90955520
Q032800
4534000
S65248.0

235

0,22
3.94
0,54
8,52
31,73
8.00
69,53
16,16
12,06
2,94
12,82
649
2,34
0,22
4,50
11,20
106
21,70
11,82
34,39
9,72
11,79
20,17
2,01
1,97
4,70
2,77
9,30
3.08
13,08
12,31
16,63
7.04
7.04
1,33
6,99
168
1,89
3.87
222
6,50
3.14
8,71
12,87
11,67
5.86
T.30

157,08
158,39
159,35
161,07
162,36
163,15
164,36
165,19
166,37
167,36
168,42
169,37
171,12
172,46
173,37
174,36
175,14
176,37
177,186
178,38
179,19
180,37
181,39
182,46
183,39
185,16
186,49
187,38
188,39
189,25
190,40
191,19
102,27
103,41
104,28
105,45
196,49
107,44
199,14
200,47
201,41
20246
203,30
204.41
205,32
207.14
20844

T46448,0
1882440
1241990
235100,0
480460
385916,0
1063680
519952,0
474232,0
638560,0
315740,0
409276,0
831200,0
1442320
1423690
20745.0
1740670
459670
284216,0
719070
342640,0
386868,0
512080,0
259732,0
324996,0
TosB 16,0
1326780
1282950
361935
121708,0
412510
1273570
3385880
2194480
T19632,0
482016,0
226036,0
218752,0
4586840
102122,0
109512,0
406293
64595,0
330845
83451.0
330476,0
2863480

9,65
243
1,61
3,04
0,62
4,99
1,37
6,72
6,13
8,25
4,21
5,29
10,74
1,86
1,84
027
2,25
0,59
3.67
0,93
4,43
5,00
6,63
3,36
4,20
10,30
1,71
1,66
047
1,57
0,53
1,65
4,38
2,84
9,43
6,24
2,92
2,83
5,93
1,32
1,42
0,53
0,83
0.44
1,08
4,27
370



209,46
210,47
211.43
213,19
214,53
21545
217,16
218,41
219,37
220,50
221.43
222,45
22346
224,45
225,15
226,44
227,23
228,47
229,50
230,56
23145
23241
236,06
23749
239,26
240,64
241,52
242,57
24348
24445
24537
246,44
24746
24845
24937
250,12
251.45
253,14
255,22
256,80
257,534
259,68
260,54
262,17
264,21
265,55
266,59

295952,0
211860,0
299264.0
3196160
1379380
100102,0
196828,0
2351640
3836000
136079,0
177354,0
2304720
2251800
307760
558B08,0
518850
386020,0
158785,0
170075,0
237460
324155
235440
2830336,0
12172800
2230496,0
161504,0
2246040
SB533.0
517840
220498
526525
304710
T5860.0
25479.0
37370
302600,0
187436,0
1867616,0
1076064,0
64732160
26434560
80030
303773
3414680
804480,0
3537920
103818,0

3,82
2,74
3.87
10,59
1,78
1,29
2,54
3,04
4,96
1,77
2,20
2.98
291
0,66
7.22
0,67
5,00
2,05
2,20
0,31
0.42
0,30
37.22
15,73
2047
2,00
2,90
0,76
0,67
0,28
0,68
0,77
0,98
0,33
0.48
3,91
242
24,14
13,91
B3.06
34,16
0,10
0,39
441
11,56
4,57
1,34

267,34
268,55
269,40
270,56
271,39
272,67
27347
274,52
275,36
277,11
278,02
279,54
280,49
281.21
283,18
284,51
185,34
280,64
187,58
288,49
280,35
20047
202,04
203,58
294,57
205,53
297,22
208,58
200,51
300,68
301,53
302,43
303,22
303,78
305,17
306,10
307,59
308,58
300,55
31120
313,34
314,64
315,58
316,58
317,44
31848
319,44

3106790
72T66,0
164834,0
63931,0
108287.0
268978
360065,0
175170
42372,3
17780,0
3134600
163984,0
61848,0
379248.0
3246480
341730
7050600
31370,0
13937,5
12208,0
33007,8
12975
3267480
1304170
974970
1172470
198428.0
472440
606940
16350,3
lolle,s
4000,7
37552,0
T18.8
187160
225200,0
107616,0
99716,0
124605,0
201240,0
6715960
25600,0
161023
115743
250453
03445
54270

236

4,02
0,04
2.13
0.83
1 .40
0,35
047
023
0,55
023
4,05
212
0,80
4,90
420
044
0.11
041
0,18
0,16
044
0,02
422
1.60
126
1,52
2,56
0,61
0,78
021
021
0,05
049
0.01
024
2,01
1,39
129
1.61
3,76
8,68
0,33
021
0.15
0,32
0,12
0,07

320,11
321,60
322,60
323,57
32529
326,61
327,64
318,69
319,57
331,22
33249
33428
335,66
336,62
337,59
339.21
339,76
340,57
341,53
342,67
343,64
344,53
345,39
346,50
348,12
349,62
350,61
351,59
35327
354,55
355,60
356,67
357,63
358,52
359,30
359,82
360,53
362,21
363,66
364,54
365,62
367,27
368,03
368,55
369,69
370,81
371,68

188RTE,0
002160
T4066,0
879470
189860,0
642810
T3037.0
127785
14612.5
488370
8560.3
4584240
1419130
1204570
1386840
3834600
10140,0
874410
246468,0
224408
110288
70040
239750
4040.,3
159456,0
T8186,0
712190
889020
182620,0
1084580
184580,0
20080,8
126890
50832
258663
17123
37315
250900,0
811430
1240430
017740
146720,0
1302480
170596,0
2013320
343250
7089,5



37258
37330
37454
376,09
377.62
378,60
37957
381,25
382,61
383,63
384,67
385,60
386,54
38747
38851
390,35
391,68
30243
39355
304,65
305,29
396,56
307.66
308,71
399,69
400,60
401,54
402,53
403,43
404,28
405,61
406,58
407 .46
409,33
410,64
411,66
412,65
413,60
414,60
415.45
416,55
418,37
419,67
420,47
421,70
422,68
42334

23588
24083 .8
3618.5
089380
56040,0
547320
811490
175660,0
607370
404453
128048
10371.2
79191
147278
150243
2055660
48304,0
1847850
1395170
181970
1273290
1534320
1014400
230738
116395
80412
120989
66169
13770.8
458465
381445
315120
BO531.0
1556640
512320
213395
104752
O831.,8
7450,5
14968 4
138450
1319980
229380
268642,0
1279970
212433
1094320

0,03
0,32
0,05
1,28
0,72
0,71
1,05
2,27
0,78
0,52
0,17
0,13
0,10
0,19
0,19
2,66
0,62
2,39
1,80
0,24
1,65
1,98
1,31
0,30
0,15
0,10
0,16
0,00
0,18
0,59
0,49
0.41
1,04
2,01
0,66
0,28
0,14
0,13
0,10
0,19
0,18
1,71
0,30
347
1,65
0,27
1,41

424,48
425,74
426,73
427,70
428,60
420,56
430,55
431,50
432,57
433,58
434,63
435,33
435,84
437,36
438,76
430,60
440,69
441,63
442,57
443,54
444,47
446,39
447,67
448,47
449,69
450,70
451 48
452,55
453,77
454,70
455,72
456,64
457,57
458,56
459,36
460,57
461,59
462,63
463,35
465,72
466,83
467,81
468,78
469,71
470,62
471,55
472,55

1736860
11660
16313.3
Q0885
81924
11308,3
o144.1
17035,3
225455
27866,3
10258,3
80527.0
18428
152141.0
504433
14669,3
TO21.0
TI47.3
67338
82782
14743,2
935390
198670
188620.0
1280290
37700,0
735280
1335650
674440
14224.6
T400.3
56865
79732
53164
172944
204520
248488
T462.8
0454.0
3513800
406130
11836,5
52276
6014,8
56318
8337.1
4381.6

237

224
1.05
021
0.12
0,11
0,15
0,12
022
029
0.36
0,13
1.04
0.02
1,97
0,65
0,19
0,10
0,09
0,09
0,11
0,19
1.21
0.26
244
1.65
049
0,95
1.73
0.87
0,18
0.10
0.07
0.10
0,07
022
0.26
0.32
0,10
112
4,54
0.52
015
0.07
0,08
0,07
0,11
0.06

473,31
474,58
475,45
470,64
477,44
478,63
479,33
480,61
481,79
482,83
483,77
434,70
485,63
486,56
487.46
488,59
489,50
400,64
491,39
493,67
404,73
495,44
496,08
496,77
497,72
498,62
499,57
500,56
501,32
502,63
503,35
503,93
504,66
505,42
S06.63
507,46
508,57
509,77
510,68
511,68
512,74
513,65
514,55
51547
516,61
517,53
518,66

231563
205393
528238
260563
734720
13239.0
T1836.0
1165740
564300
116918
HeDE0
66589
TT90.6
6006.2
16789.4
191183
26060.5
109828
717950
3272800
3BR21.0
477353
23740
4739.6
57755
54349
85818
19429
250490
11757.8
48806.,0
34345
12096.5
5B682.0
19686.5
521040
TOBLT.0
S1828.0
15268.5
228396
9606,2
87256
50452
159948
157293
27T657.0
81243

0,30
0,27
0,68
0,35
0,95
0,17
0,93
1,51
0,73
0,15
0,09
0,09
0,10
0,08
0,22
0,25
0,34
0,14
0,94
4,23
0,50
0.62
0,03

0,07
0,07
0,11
0,03
0,34
0,15
0,63
0,04
0.le
0,76
0.25
0,67
1,03
0,67
0,20
0,30
0,13
0,11
0,07
0,21
0,20
0,36
0,10



51938
520,66
521.40
522,68
523,85
524,77
525.79
526,70
527.61
528,57
51937
530,65
531.58
532,70
53345
534.70
53543
536,66
537.83
538,71
539,78
540,76
541,68
542,53
543.36
543.04
544,61
545,57
547.11
548,67
549,38
550,76
551,82
552,80
553.86
554,86
555,72
556,67
557.63
558,66
559.61
560,69
56136
562,67
563.41
564.66
565,79

503230
511,85
131710,0
45104 .3
08544 .8
69708
5629.8
5106.1
8930.,6
24644
247327
16169.8
205703
8740,5
508365
10361.8
620075
376565
475045
113115
61343
53820
62723
16155
165535
2330
11692,1
148425
112334,0
271060
246033,0
754790
2124950
183375
73508
3060.6
537931
5058,3
10709.0
10139.0
166018
3066,8
442178
12609.5
08506,0
452168
130425,8

0,77
0,10
1,70
0,58
1.27
0,09
0,07
0,07
0,12
0,03
0,32
0,21
0,38
0,11
0,66
0,13
0,80
0,49
0,61
0,15
0,08
0,07
0,08
0,02
0,21
0,00
0,15
0,19
1.45
0,35
3,18
0,98
2,75
0,24
0,10
0,07
0,07
0,07
0,14
0,13
0,21
0,05
0,57
0,16
1,27
0,58
1,69

566,70
567.86
568,87
569,75
570.64
57167
572,68
573.65
574,69
575,53
576,67
577,50
578,07
578,83
579,95
580.86
581,88
582,91
583,80
584,74
585,65
586,71
58762
588,52
589,67
500,30
591,13
591,73
592,75
593,92
504,94
595,96
506,88
S07.T1
508,63
500,41
600,02
600,67
601,65
602,60
603,60
604,69
605,68
606,75
607,91
609,01
610,01

17960,3
5573.1
5466.1
61944
3380.5
0320.5
8893.0
12549,3
183788.0
69336,0
1217240
5054950
12508,0
153688,0
2418040
lnlles
81303
5475.5
6428.6
53158
10434,6
10338,8
106741
17719,5
27990
321040
3le46B.0
47768,0
143846.0
194262.0
32083,3
82624
6664,5
B683.0
20163
15079,8
332440
21043,5
50143,3
60578,5
136200.0
88142,0
163378,0
103456,0
164936.,0
391370
87028

238

610,97
611,86
612,72
613,66
614,87
61560
616,63
617.83
619,15
619,75
620,72
621,62
622,12
623,06
623,94
624,79
625,76
626,76
627,72
628,76
629,76
630,70
631,62
633,03
633,75
634,76
635,92
637,00
638,03
638,87
639,83
640,74
641,65
642,78
643,75
644,67
645,74
646,43
647,35
648,00
649,01
650,08
651,06
652,01
652,99
653,91
654,82

6028.8
58044
44934
9050,5
117403
110898
14782.0
11430.8
204802,0
375200
174926,0
83850.0
6663,0
10774.0
7065,8
7084.8
9433.6
6626.6
9470,1
11906.8
10857.0
8328.5
18001.3
83085.5
41195,0
744320
117384,0
282855
86077
84575
67982
47251
10481.0
98022
7867.8
15965.0
1678.5
14340
125754,0
378840
355710,0
316750
142043
6412.8
7484,9
5720,6
4911,1

0,09
0,08
0,06
0,13
0,15
0,14
0,19
0,15
2,65
0,438
2,26
1,08
0,09
0,14
0,09
0,10
0,12
0,09
0,12
0,15
0,14
0,11
0,23
1,07
0,53
0.96
1,52
0,37
0,11
0,11
0,09
0,06
0,14
0,13
0,10
0.21
0,02
0,04
1,63
0,49
4,60
0.41
0,18
0,08
0,10
0,07
0,06



653,75
656,77
657,83
658,77
659,65
660,64
661,59
662,81
664,05
663,10
B66.07
BE6.96
BET.DS
HESBE
669,84
6T0RS
671,78
672,65
674,55
675,54
677,16
678,29
679,30
6E0.24
BE1,1E
682,08
653,02
68383
654,20
HES.BE
686,87
687,86
6ES.E]
HEG B4
HO0.6T
602,06
693,24
694,18
695,00
696,01
696,96

6099,7
121410
0290,5
10655 8
124096
184315
672300
603210
B2189,0
170980
6481.6
TE14.1
37654
51693
5765,9
75820
4180.8
160885
139730
1296230
2683040
BSERED
114390
3962,1
4552,8
42499
30188
3746,5
10609 8
T412.8
O8le,s
9014,8
1all,l
149863
337490
65062 .8
18388,0
4500,1
57439
4236,3
30878

0,08
0,16
0,12
0,14
0,16
0,24
0,87
0,78
1,06
0,22
0,08
0,10
0,07
0,07
0,07
0,10
0,05
0,21
0,18
1,68
12,51
1,11
0,15
0,05
0,06
0,05
0,06
0,05
0,14
0,10
0,13
0,12
0,15
0,19
0,60
0,54
0,24
0,06
0,07
0,05
0,05
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Gordonia bronchialis .-
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Bronchialis

m/z

0.3
512
52,2
33.2
54.1
55.1
56.2
572
58.2
50.1
59.9
6l1.2
62,2
63,1
4.1
65.1
66,1
67,0
68,2
69,2
70,2
71,2
730
74,2
752
76.1
77.0
78,2
79,1
80.2
81.1
82,2
83.2
84,2
85.2
56,3
87.2
88.2
80,1
91.1
92,3
93,2
94,3
95,3
96,3
973
98,3
99,3
100,35

Intensity

9604,2
21107.2
13599,7
31018.9
36754.4

2000073
71575.5
149263 4
25414.6

§23,1
100033, 1
17846,9
5148,8
11809,7
18571,9
20422.4
1312.8
831529

472778
125110,3
65760.9
77089.3
1258908
18428.9
134153
2000,5
44179.7
218693
35675.0
113907
60230.7
38213.6
71998,1
47755.1
38156,9
102054
15659,2
44144

§497.0
30416.7
87718
14060,3
12850.8
26852 4
26239.4
39102.7
34559.,0
12247.8
5530,0

Relative

4,78
10,51
6,77
15,44
18,29
100,00
35,63
74,29
12,65
0,41
54,27
8,88
2,56
5,88
9,24
10,17
0,65
41,39
23,53
62,27
32,73
38,37
62,66
9,17
6,68
100
21,99
10,89
17,76
5,67
29,98
19,02
35,84
23,77
18,99
5,08
7,79
2,20
4,23
19,62
4,37
7,00
6,40
13,37
13,06
19,46
17,20
6,10
2,76

101,3
1023
103,2
104,3
105,3
106,3
1073
108,3
109,53
1103
11,3
1123
113,3
1143
15,1
1163
17,2
1183
119,53
1203
1213
122,3
1233
1243
1253
126,3
1273
128,3
129,1
1303
1313
132,3
1330
1343
1352
136,3
1373
138,3
1393
140,53
141,53
142,2
143,1
1443
1452
1470
148,3
149,1
150,2
151,1
152,53
1533
154,53
155.3

66153
53460
124789
14469,2
138353
50253
11093,7
73332
13150,3
137140
193104
123654
7798,2
35581
16237,0
6433.6
119195
50381
110256
6021.2
1025379
B767.7
13150,3
114369
131202
9204.3
83388
36139
273489
GESLE
9265.5
1090.9
268004
77798
13819,8
71049
111334
92933
87840
6003.6
016,06
28699
112237
46503
74442
23350,9
47184
153304
44574
140529
10533,3
78278
60826
67522

243

3,20
2,66
6,21
7.20
6,89
2,95
5,52
3,65
6,55
6.83
0,61
6,15
3,88
1.77
8,08
3,20
5,03
2,96
5,40
3,00
5,11
4.36
6,55
5,60
6,53
4,58
4.15
1.80
13,61
3.43
4.61
0,54
13,30
3,87
6,88
3,54
5,54
4.63
437
2,99
4,44
1.43
5,50
231
3,71
11,62
2,35
7.63
2,22
6,99
5,24
3,90
3.03
3,36

156,2
157,1
158,3
159,2
1603
lel,1
162,1
163,0
l64,1
165,0
166,3
167,3
168,3
169,3
170,22
171,1
172,3
173,3
174,3
1753
176,0
176,9
177.,5
178,3
179,2
180,3
181,3
182,3
183,3
184,1
185,1
1857
186,4
187,3
1883
189,2
1900
1910
192,3
193,0
194,3
195,3
196,4
197,3
198,3
199,2
200,4
2014
202,3
2033
2043
2053
207.1
208,3

1837.0
113409
40554
49719
23013
S0:00,2
151,8
142022
403,9
160725
72111
71483
5047.1
52373
11849
98375
2974,5
33015
2588,5
4309,0
186,3
131288
375.8
5766,2
64629
58085
4301.3
29994
35335
86,5
10956,0
04,0
35560
2597.8
14217
39790
22,8
16300,6
T44,1
132787
49154
36784
22685
2886,1
9279
5347.9
1991,0
12949
22476
23676
1925,3
3069,7
76001,1
167527

0.91
5,64
202
247
1,15
3,98
0,08
7.07
0,20
8,00
3,50
3,56
2,51
2,61
0,59
4,90
1,48
1,64
1,29
2.14
0,09
6,53
0,19
2,87
322
2,89
2.14
1,49
1,76
0,04
345
0,05
1,77
1,29
0.71
1,98
0,01
&11
037
6.61
245
1,83
1,13
1,44
0.46
2.66
0,99
0.94
1,12
1,18
0.96
1,53
38,32
8,34



200.3
2104
211.3
212.3
213.2
2144
215.4
2164
217.4
2184
2104
220,1
221.1
2224
223.4
2244
2254
226.3
227.3
2278
228.4
2204
230.4
231 4
2324
233.4
2344
235.3
2364
2374
238.4
230.3
240.3
241.3
242.4
243 4
244 4
245 4
246 4
247 4
2483
249,0
249.6
250.1
2512
252.3
2532
254.4
255.3
256.4
2575
258.4
2504
260.4

102709
2640,2
30419
2037
66423
16419
16729
12524
1452,0
1295,6
laba,8
357
79152
28652
3033,1
2198,0
2230,5
952,6
32674
39,0
15944
1290,0
1025,1
12476
11346
1263.5
12027
12939
1876,1
1900,7
1088,5
26326
801,5
26542
1351,1
1180,1
860,18
938,6
10654
15359
102,9
37288
29,8
50239
35146
1136,7
3640,1
1183.3
1441,3
3148,1
12314
7227
829,56
01,5

5,11
1,31
1,51
0,10
3,31
0,82
0,83
0,62
0,72
0,64
0,80
0,02
3,94
1,43
1,51
1,09
111
0,47
1,63
0,02
0,79
0,64
0,51
0,62
0,56
0,63
0,60
0,94
0,93
0,95
0,54
1,31
0,40
1,32
0,67
0,59
0,43
0.47
0,53
0,76
0,05
.26
0,01
2,50
1,75
0,57
1,81
0,58
0,72
1,57
0,61
0,36
0,41
0.45

2614
262,4
263.3
264.4
265,1
266,1
267,0
268.3
269,3
270,4
2714
272,4
2734
2744
275.4
276.4
2774
278.4
279.3
281.2
2823
2833
284.4
285.4
286.4
287.4
2884
280.4
290,4
2014
202.4
203.4
2043
2052
296,4
2073
2084
2004
300,4
301,4
302.4
303.4
304.4
305.4
306,4
307.4
3084
3094
3104
3113
3124
313.4
3144
315.4

855.9

897.5

816.9

1233,1
5139,7
161.9

91821
2326.5
2129,1
1218.6
857.2

580,5

673.9

636.2

7415

7472

678.4

838.0

779.4
24235,7
6048,5
4429,1
22283
1465 .9
600,7

5731

460,3

561,9

495.0

587.5

580.9

713.9

328,3

1591,1
749.8

870.5

715.1

718.1

586,5

558,7

4412

4753

401.6

520,8

601.8

442.4

4799

601,6

446,1

635.1

554,1

580,0

553.6

451,9
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0,43
0,45
0.41
0.61
1,56
0,08
4,57
116
1,06
0.61
0,43
0,29
0,34
0,32
0,37
0,37
0,34
0,42
0,39
12,06
3.01
2,20
1,11
0,73
0,30
0.29
0,23
0.28
0,25
0,29
0,29
0.36
0,16
0.79
0,37
0.43
0,36
0.36
0,29
0,28
0,22
0.24
0,20
0.26
0,30
0,22
0,24
030
0,22
0,32
0,28
0,29
0,28
0,22

3led
3174
3184
3194
320,5
3214
3225
3234
3240
325,1
326,0
3270
3283
329,2
330,3
3313
3324
3334
3345
3354
336,5
337.5
338,6
3393
3399
31,1
3423
3433
3444
3454
3464
3474
348.4
3494
350,5
3515
3525
3534
3540
3552
356,3
357.3
3584
3594
360,4
3ol4
362,5
3635
364,5
365,5
3664
3674
368,5
3695

387.8
3567
358,35
330.8
353.5
3120
3896
542.6
85,0
24020
302,5
33222
002,2
7913
JEE4
3386
2859
2993
326,85
3397
2717
286,2
300,5
5004
33,5
6229.3
1819.6
1423.1
505,0
3424
270,5
236,5
257.8
245.6
250,0
303.8
2164
4379
47.4
6209.6
1962,2
14245
408.4
3143
227,1
197.9
1995
191,7
207.8
2023
341.2
277.5
B07.6
620,1

0,19
0,18
0,18
0,16
0,18
0,16
0,19
0,27
0,04
1,20
0,15
1,65
0.45
0,39
0,19
0,17
0,14
0,15
0,16
0,17
0,14
0,14
0,15
0,25
0,02
3,10
0,91
0,71
0,25
0,17
0,13
0,12
0,13
0,12
0,12
0,15
0,11
0,22
0,02
3,00
0,98
0,71
0,25
016
0,11
0,10
0,10
0,10
0,10
0,10
0,17
0,14
0,40
031



370.5
371.5
3726
373.5
374.5
375.5
376.5
377.5
378.5
379.5
380.5
381.5
3825
383.3
3844
385.3
3864
3874
3884
3804
390.4
3914
3924
3934
394.5
395.5
396.6
397.5
398.6
399,1
399.9
401,1
402.2
403.2
4043
4053
406,3
4074
4084
4094
4104
411.5
412.5
4134
4140
415,1
4163
417.2
4183
4193
420,3
4213
4220
422,60

3315
301,5
216,5
202,2
183,0
163,0
1794
153,2
160,1
1899
192,6
1837
3507
3842
407,9
417.8
300.8
254,6
177,0
1654
162,5
136,2
146,6
163,4
153,5
165,7
191,0
1754
114.4
552,8
175,2
1503,8
5377
436,9
226,9
161,4
147,1
162,1
1309
1409
146,0
139,3
151,8
191,1
60,5
1421,5
575,5
456,5
206,9
152,3
1297
112,5
68,5
v9,5

0,17
0,15
011
0,10
0,09
0,08
0,09
0,08
0,08
0,09
0,10
0,09
0,17
0,19
0,20
0,21
0,15
0,13
0,09
0,08
0,08
0,07
0,07
0,08
0,08
0,08
0,10
0,09
0,06
0,28
0,09
0,75
0,27
0,22
011
0,08
0,07
0,08
0,07
0,07
0,07
0,07
0,08
0,10
0,03
0,71
0,29
0,23
0,10
0,08
0,06
0,06
0,03
0,05

423,5
424,5
4254
4264
4272
427.8
4292
430,3
4313
432,3
433,3
4344
4354
436,4
4374
438.4
4394
4404
4414
4425
4434
4439
444.4
4454
4464
447.5
448.5
449,5
450,5
4514
4524
4534
454,3
454,9
455,7
4566
4575
458.,6
459,3
460,1
460,9
4614
4623
4632
464,1
465,0
465,8
466,6
4675
4684
4694
470,4
4716
4725

121,0
133,2
122,2
109,9
06,4
103,8

26209

1056,5
828.5
312.8
186,1
130,2
1271
114,2
110,7
112.2
1103
1232
131,6
135,0
132,4

2,3
128,1
1275
1551
1234
124,5
109,7
04,7
99,3
1073
99, |
79,5
67.2
96,7
1253
120,5
147,0
165,0
80,3
2362
138,5
153,9
1474
105,9
84,3
86,6
79.2
04,7
08,9
07,1
134,6
106,5
99,5
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0,06
0,07
0,06
0,05
0,05
0,05
1.30
0,53
0.41
016
0,09
0.06
0,06
0,06
0,06
0.06
0,05
0,06
0,07
0.07
0.07
0,00
0,06
0,06
0,08
0.06
0,06
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,04
0,03
0,05
0,06
0,06
0.07
0,08
0,04
0,12
0,07
0.08
0.07
0,05
0,04
0,04
0.04
0,05
0,05
0,05
0.07
0,05
0,05

4734
474.5
4752
476,2
4771
478,1
479,2
480,1
480,9
481,7
482,7
483,7
484,7
485,7
486,6
487.4
488.4
4892
490,2
491,2
492,2
492.9
493.,6
494,6
495,6
496,6
497.5
408,5
499,5
500,6
501,3
502,1
503,2
504,2
505,2
506,2
507,2
508,2
500,2
510,0
510,9
511,8
512,6
513,5
514,4
515.3
516,3
517.2
518, 1
519,0
520,0
520,0
521,7
522,5

114,85
125,0
245.6
1727
146,85
122,5
107,85
78,8
77,2
82,2
1104
101,2
101,6
88,3

83,5

03.7
118,6
2146
148,3
134,1
01.5

56,7
87,5

89,7
01.4
00,5

87.2
08,8
104,1
105,5
02,1

60,6
6628
338,0
270.,5
147,1
107,3
05,9
70.4
73,5

86,8
75.6
74,2
20,9
77.0
85,5

33.6
3l.6
77.1

0o, 1

23,8
84,5

68.6
89,5

0,06
0,06
0,12
0,09
0,07
0,06
0,05
0,04
0,04
0,04
0,05
0,05
0,05
0,04
0,04
0.05
0,06
0,11
0,07
0.07
0.05
0,03
0,04
0,04
0,05
0.05
0,04
0,05
0,05
0,05
0,05
0,03
0,33
0,17
0,13
0,07
0,05
0,05
0,04
0,04
0,04
0,04
0.04
0,04
0,04
0,04
0,04
0.04
0,04
0,05
0,04
0,04
0,03
0,04



523.5
524.5
525.5
526.5
527.6
5286
529.5
5304
5311
5319
5329
5337
5344
535.1
5360
536.7
5374
5383
5393
540.3
541.2
5418
542.4
543.4
544.4
5453
5464
5474
547.9
5484
5493
550.1
5510
5519
5527
553.6
554.6
555.5
5564
5573
5580
558.9
550.8
560.6
5617
562.5
5630
5640
564.7
565.5
5663
567.1
5680
568.8

83,7
89,9
86,9
88,9
80,6
83,0
76,1
66,0
63,3
73,5
114,2
67,4
66,2
1458,8
91,0
86,0
73,5
26,8
9L.8
83,3
Bo,7
1.4
95,2
72,5
79,3
78,5
78.1
77,8
13
87,6
BL9
7.8
77,2
80,0
68,6
82,5
77,5
75,9
68,4
63,5
57,4
65,2
66,9
69,8
104,3
12,6
96,4
80,2
56,4
77,9
65,5
65,9
64,4
68,3

0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,03
0,03
0,04
0,06
0,03
0,03
0,07
0,05
0,04
0,04
0,04
0,05
0,04
0,04
0,00
0,05
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,00
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,03
0,04
0,04
0,04
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,05
0,01
0,05
0,04
0,03
0,04
0,03
0,03
0,03
0,03

369.6
5702
5711
5721
573,1
574,1
575.0
53759
576.8
577.5
5784
5793
5804
3814
5824
5833
5842
585.1
386.0
586,06
587.1
5882
589.0
589.9
5008
5015
502.5
5034
5043
505.0
505.8
506.7
597.7
508.6
509.5
600,3
6013
6022
603,2
604,0
6049
605,7
al6,4
6073
608,3
6092
6l0,1
6109
6l1.8
612,6
613,5
6l4,6
6157
616,7

58,9
49.5
74,1
74,7
75.4
70,1
73,7
61,7
75,0
72,4
81,8
88,4
84,4
81,5
76,3
65,4
67.2
66,9
77.5
4,0
83,0
63,8
64,4
65,9
57.4
70,0
76,9
73,7
59,3
77,9
74,0
83,6
70,5
67,6
61,1
69,5
744
69,8
65,3
58,2
63,4
56,4
58,4
74,0
74,9
74,5
71,9
72,6
58,1
67,0
72,3
01,3
75,0
62,9
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0,03
0,02
0,04
0,04
0,04
0,03
0,04
0,03
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,03
0,03
0,03
0,04
0,00
0,04
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,04
0,04
0,03
0,04
0,04
0,04
0,04
0,03
0,03
0,03
0,04
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,03
0,03
0,04
0,05
0,04
0,03

6177
6186
6195
620,5
6210
6216
622,7
6237
6247
625,7
626,7
6278
628,7
629,6
630,6
6316
632,6
6337
634,83
635,7
636,7
6377
638,7
639,7
640,7
6417
642,2
6428
643,9
644,09
645,83
646,7
647,6
648,7
640,7
650,83
6518
652,8
653,83
6548
655,6
656,5
657,53
658,5
659,5
660,5
6614
662,5
663,6
6644
665, 1
665,9
666,9
6680

68,6
61,1
64,0
75,8
1,0
90,6
67,4
84,5
70,4
75,9
82,0
68,4
66,0
65,0
71,4
73,1
77,4
77.3
67.5
68,1
70,0
81,0
79,8
73,5
73,0
77,8
1.4
86,1
69,1
61,4
67.8
56,2
149,2
108,0
78,0
79,4
76,2
75,9
76,4
70,4
51,4
67,8
76,7
67.0
65,6
69,0
68,6
103,2
78,0
55,9
47,0
66,7
81,1
69,2

0,03
0,03
0,03
0,04
0,00
0,05
0,03
0,04
0,04
0,04
0,04
0,03
0,03
0,03
0,04
0,04
0,04
0,04
0,03
0,03
0,03
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,00
0,04
0,03
0,03
0,03
0,03
0,07
0,05
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,03
0,03
0,04
0,03
0,03
0,03
0,03
0,05
0,04
0,03
0,02
0,03
0,04
0,03



6689
6697
6704
671.1
6718
6727
673.6
6744
675.1
6759
6769
6775
678,0
6790
6708
650,6
6815
6824
6834
684.3
685,2
686,1
6E6,T
6872
6882
69,2
90,1
691,0
69,8
692.6
693.6
694,5
6954
6963
6972

60,6
56,5
49,2
52,1
50,5
63,1
61,9
49,6
44,7
69,5
67,6
3.0
76,1
50,2
593
59,4
62,6
70,9
67.2
65,3
52,8
76,1
1.5
64,8
733
62,0
56,9
59,7
47,6
65,1
64.3
61,7
59,3
66,5
55,0

0,03
0,03
0,02
0,03
0,03
0,03
0,03
0,02
0,02
0,03
0,03
0,00
0,04
0,02
0,03
0,03
0,03
0,04
0,03
0,03
0,03
0,04
0,00
0,03
0,04
0,03
0,03
0,03
0,02
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
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Gordonia rubropertincta.-
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7. Discusion de resultados.

La mayor parte de las cepas estudiadas en el presente trabajo experimental, no
habian sido descritas en la literatura cientifica en relacion a su composicion
quindnica, aquellos que citan su composicion quinonica lo hacen casi en
exclusividad basandose en los resultados obtenidos por espectrometria de
masas con relacion a MK-7 ( M=648), MK-8 (M=716) y MK-9 (M=784).

En nuestro trabajo, hemos preferido utilizar varias técnicas instrumentales que
confirmasen las quinonas de rangos inferiores MK-4 (M=450) que es la
fitomenaquinona (K1), de la que disponiamos de patrones asi como de
menaquinona (K2) (M=444) y menadiona (K3) (M=172).

Hemos comprobado a través de HPLC, que el método n° 6 de separacion
utilizando en régimen isocratico metanol y tetrahidrofurano en la proporcion 3:
1, es el mas adecuado para apreciar la existencia de quinonas superiores MK-8
y MK-9. Con la aplicacion de este método cromatografico y su aplicacion a las
diferentes especies de micobacterias que hemos podido procesar,
comprobamos que de las cepas analizadas, Mycobacterium bolletii,
Mycobacterium conceptionense, Mycobacterium frederickbergense,
Mycobacterium hackesackense, Mycobacterium hodleri, Mycobacterium
phoceae,  Mycobacterium  poriferae,  Mycobacterium  senegalense y

Mycobacterium vanbaalenii, poseen quinonas de este tipo.
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Comparativamente con los datos disponibles en la bibliografia revisada hasta el
momento, coincidimos en el caso de Mycobacterium hodleri y Mycobacterium
frederickbergense, Mpycobacterium smegmatis, Gordonia bronchialis y
Gordonia rubropertincta en la existencia de MK9 y MK8 en su constitucion,
hecho este puesto de manifiesto a través del analisis del cromatograma de
HPLC de estas especies asi como por la aparicion de fragmentos a e/m de
648 y 578, correspondientes a esas menaquinonas. En el caso de Nocardia
farcinica, no existe una total coincidencia con nuestros resultados
experimentales y los encontrados en Bibliografia.

Del analisis espectral con relacion a la menadiona K-3, con un ién molecular a
172, poseen este compuesto en su composicion: Mycobacterium

boenickei, Mycobacterium brisbanense, Mycobacterium chlorophenolicum
Mycobacterium  cosmeticum,  Mycobacterium  duvali, = Mycobacterium
fluoranthenivorans, Mycobacterium fortuitum acetamidilitycum, Mycobacterium
gallinarum, Mycobacterium hodleri, Mycobacterium holsaticum, Mycobacterium
neworleaense, = Mycobacterium  phoceae, @ Mycobacterium  poriferae,
Mycobacterium pyrenovorans, Mycobacterium rhodesiae, Mycobacterium
senegalense y Nocardia farcinica.

El espectro de masas de la menadiona K3, se expone en la figura que sigue a
este texto.

Aunque pueda pensarse que todos los microorganismos que tienen
fitomenaquinona (K-1) o menaquinona (K-2) en su estructura, a la fuerza
tendrian menadiona (K-3), o que en Espectrometria de Masas (EM),

apareceria, por pérdida de los radicales fitilo o farnesilo, sin embargo esta
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hipbtesis no es cierta, ya que la ruptura nos generaria el ion molecular a m/e
225 y no necesariamente a m/e 172.

Por otro lado del analisis espectral con relacion a la menaquinona K2, poseen
la misma en su composicién: Mycobacterium brisbanense, Mycobacterium
cosmeticum, Mycobacterium duvali, Mycobacterium fortuitum
acetamidolitycum, Mycobacterium frederickbergense, Mycobacterium phoceae,
Mycobacterium poriferae, Mycobacterium pyrenovorans, Mycobacterium
smegmatis, Nocardia farcinica y Gordonia rubropertincta.

Con relacion a la cromatografia gaseosa realizada en columna V-5 de 30
metros de longitud, con inyector a 250° C y detector de masas, los resultados
obtenidos para la separacion y analisis de naftoquinonas en las muestras
estudiadas, han arrojado resultados negativos.

Finalmente se realizé la técnica de Resonancia Magnética Nuclear de Protones
(RMNH) a la fraccion separada por HPLC preparativa de la fitomenaquinona,
tras reiteradas inyecciones en el cromatografo, que comparada con la obtenida
del patron puro, es muy semejante, poniendo de esta manera de manifiesto la
confirmacién de nustras sospechas de presencia de dicho tipo de compuestos
en la composicion de algunas de las Micobacterias estudiadas.

Con relacion a la cromatografia gaseosa llevada a cabo con columna V-5 de 30
metros de longitud y provista de inyector a 250°C con detector de masas, los
resultados obtenidos con relacion a la separacion de quinonas, han sido

negativos.
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Espectro de Masas de la menadiona K3
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Tabulacién de los picos mas importantes del Espectro de Masas de la menadiona K3.
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Tabla resumen de resultados experimentales obtenidos por

Espectroscopia UV-Vis y Espectrometria de Masas.-

Quinonas

Ultravioleta

Disolvente [ 238(h) | 242 | 248 | 254 [ 260 | 263 | 265(h) | 269 | 275 | 578 | 648
M. aichiense Etanol + + + + + + + + -
M. augbanense " + + + - -
M. aurum " + | + | + + + +
M. austroafricanum " + + |+ | + | + +
M. boenickei " + + | + | + + +
M. bolletii " + | + + | + | + .
M. brisbanense " + + +
G. bronchialis " + + + + + +
M. canariesense " + + | + | + + + | + +
M. chlorophenolicum " + + + + + | + | +
M. chubuense " + + + | + +
M. conceptionense " + + | + + - +
M. cosmeticum " + + | + | + | + + + - |+
M. duvali " + + + + + +
M. elephantis " + + + + +
M. flavescens " + + + + + + + +
M. fluoranthenivorans " + + + + + + + -
M. fortuitum acetamidolitycum " + + | + + + + | + | + -
M. frederickbergense " + |+ |+ [+ ] + + | +
M. gallinarum " + + + + + + + + +
M. gilvum " + + + + +
M. hackesackense " + + + + + + - -
M. hodleri " + + +
M. holsaticum " + | + + | + + | +
M. houstonense " + + + + + + + - R
M. neworleansense " + + + +
M. phlei " + + | + | + + + + | +
M. phoceae " + + + + + +
M. poriferae " + + + | + + + + | -
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M. pyrenivorans " + + + + + +
M. rhodesiae " + + + + + + [ +
M. senegalense " + + + |+ + + - -
M. smegmatis " + i I I I +
M. thamnopheos " + + + + + + + + + - -
M. thermorresistible " + + + + + + + - -
M. togolense " + + + |+ + |+ |+
M. vanbaalenii " + + + + + + - -
M. wolinskyi + -
M. psichrotolerans
N. farcinica " + + + + + + - -
G. rubropertincta
Filogquinona K1 Isooctano + + + +
Menaquinona K2 Isooctano + + + + +
Demetilmenaquinona Isooctano + + + + +
Clorobiunquinona Etanol + +
Ubiquinona Etanol +

Quinonas E. de Masas

69 81 93 172 | 187 | 189 | 225 | 235 | 376 | 444 | 450

M. aichiense 53,711 22,0 1 3,75/039 041 | 10 | 437 (115 O 0 0
M. augbanense 84,13 |55,5613,07]| 1,73 | 4,54 | 2,72 144,66 1,92 (0,33| 0,15 | 0,51
M. aurum 11,36 9,76 | 4,48 | 0,86 | 0,38 | 4,16 | 6,35 | 1,24 | 0 0 0
M. austroafricanum 100 |96,58|43,24 (10,02 |10,86| 7,11 [89,08| 8,26 | 0 0 6,75
M. boenickei 75,98 175,62 39,55| 9,83 0 0 0 33| 0 0 4,82
M. bolletii 91,63(62,03|12,84| 1,46 | 2,45 | 2,23 | 40,11 | 1,86 | 0,84 | 0,48 | 3,45
M. brisbanense 80,6 |68,76)|24,85/10,98| O 3,30 0 4371 0 0 5,43
G. bronchialis 62,27 129,98| 7,00 | 1,48 | 1,29 | 1,98 | 1,11 | 041 0 0 0
M. canariesense 56,89 |31,33| 6,78 0 0 1,17 | 3,73 | 1,91 0 0 0
M. chlorophenolicum 64,39| 100 | 19,58 ]| 4,48 0 0 412 1 326 | O 0 4,58
M. chubuense 81,54 151,70 12,52 | 1,68 0 2,86 | 1,89 | 1,41 0 0 0
M. conceptionense 41,61 (56,21|11,59| 0,55 | 1,27 | 2,77 | 8,65 | 2,97 |0,69| 0,82 | 0,45
M. cosmeticum 91,75| 51,0 |13,03| 2,49 | 0,98 | 1,98 [2514| 2,71 |0,14] 0,53 | 0,28
M. duvali 50,02 |36,40|17,00| 2,69 | 2,39 | 3,63 |17,42| 2,62 |0,39 O 2,13
M. elephantis 92,19)62,58|15,12| 1,04 | 0,88 | 2,17 | 211 [ 2,71 [{0,36| 0,18 0
M. flavescens 74,27 146,95]11,30| 0,78 0 1,96 [ 3,28 | 3,27 ]| 0 0 0
M. fluoranthenivorans 36,43 131,7813,62| 245 | 0,53 | 1,01 | 0,80 | 1,07 [0,23| 0,23 | 1,55
M. fortuitum acetamidolitycum | 100 [65,70(19,61| 2,83 | 3,3 | 2,94 [20,21] 3,29 | 0,69 0,34 [ 9,39
M. frederickbergense 5,70 | 4,81 | 1,84 | 0,30 | 0,33 | 1,72 | 0,20 | 0,27 | O 0 0
M. gallinarum 79,56 |78,0232,89| 8,46 | 2,28 | 3,24 | 514 [ 716 | O 0 5,33
M. gilvum 87,06]72,01[1915| 0 0 4,33 4 568 | 0 0 0
M. hackesackense 82,26|59,64|12,74| 0,29 | 0,83 | 3,44 | 3,26 | 2,94 (0,77 | 0,12 0
M. hodleri 70,02 52,66 |15,88| 3,51 | 0,79 | 1,21 0 088 ] 0 0 0
M. holsaticum 77,95|79,73[36,65| 2,39 | 2,72 | 3,39 0 426 | 0 0 4,15
M. houstonense 72,7613199| 784 | 0,71 |1 048 | 0,62 | 2,16 | 0,79 [0,19] 0,15 | 2,41
M. neworleansense 67,92 153,27 |33,34|13,79|10,73| 6,23 | 4,07 | 3,31 0 0 0
M. phlei 68,44171,8731,34| 1,66 | 7,23 | 3,86 | 100 | 3,67 [0,59| 0,23 | 1,25
M. phoceae 83,98 192,11(32,21| 3,35 | 6,33 | 4,65 |99,25| 6,70 (0,91 | 0,36 | 4,34
M. poriferae 94,05(78,21|22,78| 3,29 | 3,29 | 3,25 |11,16| 3,73 |0,52| 0,27 | 2,76
M. pyrenivorans 30,8231,10| 14,01 | 2,60 0 0 967 | 473 ] 0 0 1,96
M. rhodesiae 751 171,87)28,34| 7,21 | 2,92 | 3,94 0 3151 0 0 5,07
M. senegalense 86,26 |57,5815,40| 2,56 | 3,87 | 3,87 | 4,62 | 2,14 [1,31] 0,56 | 0,42
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M. smegmatis 65,84 |30,77| 7,97 | 1,79 | 1,66 | 3,32 | 1,40 | 1,11 0 0 0
M. thamnopheos 454 (18,82]|1 494 | 096 | 0,95 | 1,12 | 1,75 | 1,14 |0,24| 0,12 | 0,59
M. thermorresistible 4512(12,69| 2,68 | 0,70 | 0,53 | 0,45 | 2,41 | 0,39 (0,18 0 0,38
M. togolense 71,14(47,21110,04| 1,13 | 1,29 | 1,20 (15,02 1,50 |0,39| 0,15 | 1,70
M. vanbaalenii 61,3 |[47,08| 9,81 | 1,86 | 1,66 | 1,57 | 7,22 [37,22(1,28| 0,19 | 0,49
M. wolinskyi 56,69 [ 59,26 | 20,02 | 1,74 | 4,48 | 2,21 | 100 | 3,25 |0,51]| 0,29 | 1,68
M. psichrotolerans 100 |71,76(16,68( 0,71 | 3,98 | 5,05 |42,94| 4,14 | 0,52 0,68 0
N. farcinica 86,26 | 57,58 15,40 | 2,56 | 3,15 | 3,87 | 4,62 | 2,14 |1,31| 0,56 | 0,42
G. rubropertincta 82,52|65,23(19,13| 1,07 | 1,21 | 1,21 0 1,07 0 0 0
Menaquinona K 2 100 [55,17142,42(10,53|72,14|15,17|99,76| 2,55 (7,60 | 49,93 0
Fitomenadiona K 1 50,24 116,98 | 8,84 | 3,56 |98,30| 1,78 | 100 | 4,34 0 0 91,07
8.- Espectrometria de Masas.-
Absorcion 450 + 225 444 + 225
Patrones Especies 225 444 450 | Fitomenaquinona | Menaquinona
1 | Fitomenadiona K 1 100 0 91,07 + 0
2 | G. bronchialis CIP 100847T 1,11 0 0 0 0
3 [ G. rubropertincta CIP 100848T 0 0 0 0 0
4 | M. aichiense ATCC 27280 4,37 0 0 0 0
5 | M. aubagnense CCUG 50186T 44,66 0,15 0,51 + +
6 | M. aurum ATCC 23366 6,35 0 0 0 0
7 | M. austroafricanum ATCC 33464 89,08 0 6,75 + 0
8 [ M. boenickei DSM 44677T 0 0 4,82 0 0
9 [ M. bolletii CCUG 50184T 40,11 0,48 3,45 + +
10 | M. brisbanense DSM 44680T 0 0 5,43 0 0
11 | M. canariasense CIP107998T 3,73 0 0 0 0
12 [ M. chlorophenolicum CECT 4065 4,12 0 4,58 + 0
13 | M. chubuense ATCC 27278 1,89 0 0 0 0
14 | M. conceptionense CCUG 50187T 8,65 0,82 0,45 + +
15 | M. cosmeticum CIP 108170 2514 [ 0,53 0,28 + +
16 | M. duvali ATCC 43910 17,42 0 2,13 + 0
17 | M. elephantis DSM 44368T 2,11 0,18 0 0 +
18 | M. flavescens ATCC 14474 3,28 1] 0 0 0
19 | M. fluoranthenivorans CIP 108203 0,8 0,23 1,55 + +
M. fort. acetamidolyticum
20 | DSM4420T 20,21 0,34 9,39 + +
21 | M. frederickbergense DSM 44346 0,2 1] 0 0 0
22 | M. gallinarum ATCC 19710T 5,14 0 5,33 + 0
23 | M. gilvum ATCC 43909 4 0 0 0 0
24 | M. hackensackense DSM 44833T 3,26 0,12 0 0 +
25 | M. hodleri DSM 44183T 0 0 0 0 0
26 | M. holsaticum DSM 44478T 0 0 4,15 0 0
27 | M. houstonense CIP 105353T 2,16 0,15 2,41 + +
28 | M. neworleansense CIP 105354T 4,07 0 0 0 1]
29 | M. phlei ATCC 11758 100 0,23 1,25 + +
30 | M. phoceae CCUG 50185T 99,25 | 0,36 4,34 + +
31 | M. poriferae ATCC 35087 11,16 0,27 2,76 + +
32 | M. psichrotolerans DSM 44697T 42,94 | 0,68 0 0 +
33 | M. pyrenivorans DSM 44605T 9,67 0 1,96 + 0
34 | M. rhodesiae DSM 44223T 0 0 5,07 0 0
35 | M. senegalense CCM 319/87T 4,62 0,56 0,42 + +
36 | M. smegmatis NCTC 8159T 1,4 0 0 0 0
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37 | M. thamnopheos ATCC 4445 1,75 0,12 0,59 + +
38 | M. thermorresistible ATCC 195270 2,41 1] 0,38 + 0
39 | M. togolense CCUG 48898 15,02 | 0,15 1,7 + +
40 | M. vanbaalenii DSM 7251T 7,22 0,19 0,49 + +
41 | M. wolinskyi ATCC 700010T 15,02 | 0,15 1,7 + +
42 | Menaquinona K 2 99,76 | 49,93 0 0 +
43 | Nocardia farcinica CECT 3053 4,62 0,56 0,42 + +

Distribucién T. strains %

FM + MK + 16 37,2

FM + MK - 7 16,2

FM - MK + 4 9,3

FM - MK - 16 37,2

43 100
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DISTRIBUCION DE K1,K2 Y K3 EN

LAS ESPECIES ESTUDIADAS

G. bronchialis
G. rubropertincta
M. aichiense
M. augbanense
M. aurum
M. austroafricanum
M. boenickei
M. bolletii
M. brisbanense
M. canariasense
M. chlorophenolicum
M. chubuense
M. conceptionense
M. cosmeticum
M. duvali
M. elephantis
M. flavescens
M. fluoranthenivorans
M. fort. acetamidolyticum
M. frederickbergense
M. gallinarum
M. gilvum
M. hackesackense
M. hodleri
M. holsaticum
M. houstonense
M. neworleansense
M. phlei
M. phoceae
M. poriferae
M. psichrotolerans
M. pyrenivorans
M. rhodesiae
M. senegalense
M. smegmatis
M. thamnopheos

MND/k3 FM/K1 MK/K2

- + +
+ + -
+ = -
- + +
+ - -
+ + -
- + +
+ + -
- - +
+ + +
+ + -
- - +
+ - -
+ - -
- + +
+ - -
- + +
+ + +
- - +
+ + o
+ - -
+ + +
- + +
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M. thermorresistible -

M. togolense =

M. vanbaalenii -

+ [+ [+ [+

M. wolinskyi -

Nocardia farcinica (LS e I ]

Patréon K1 - + -

Patron K2 - - +

Patron K3 + - -
AGRUPAMIENTO DE LAS ESPECIES POR LA PRESENCIA DE K1, K2 y K3

MND/k3 FM/K1 MK/K2

G. bronchialis - - - Grupo | |

G. rubropertincta - - -

M. aichiense - - -

M. aurum - - -

M. canariasense - - -

M. chubuense - - -

M. flavescens - - -

M. frederickbergense - - -

M. gilvum - o -
M. smegmatis - - -
M. augbanense - + + Grupo Il |
M. bolletii - + +
M. conceptionense - + +
M. houstonense - + +
M. phlei - + +
M. thamnopheos - + +
M. togolense - + +
M. vanbaalenii - + +
M. wolinskyi - + +
M. austroafricanum + + . Grupo Il |
M. chlorophenolicum + + -
M. duvali + + -
M. gallinarum + + -
M. pyrenivorans + + -
M. boenickei - - Grupo IV |

M. brisbanense
M. hodleri
M. holsaticum
M. neworleansense
M. rhodesiae

+ |+ |+ |+ |+
1
1

M. cosmeticum
M. fluoranthenivorans
M. fort. acetamidolyticum
M. phoceae
M. poriferae
M. senegalense
Nocardia farcinica

M. thermorresistible | - |+ - | Grupovi |
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M. elephantis - - + Grupo VII |
M. hackesackense - -
M. psichrotolerans - o +

+

9. Diagramas de Espectros de Masas.-

. aubagnense

. bolletii

. conceptionense

. cosmeticum

. fluorantenivorans

. phoceae

. togolense

I 1 . wolinskyi
[l -

187 . psichrotolerans
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172 187 225 444 450

172 187 225 444 450
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172 187 225 444 450

69 172 187 225 444 450
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172 187 225 444 450
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69 172 187 225 444 450

) N
69 172 187 225 444 430
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L ‘.‘II‘\‘\\ 0
172 187 225 444 450

10. Taxonomia Numérica.-
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En lo referente a la taxonomia numérica, realizados los dendrogramas en base
a la positividad o negatividad de la absorcion en UV-Vis a determinadas
longitudes de onda de las diferentes especies bacterianas estudiadas, se
aprecia un mismo patron de absorcion en el caso de Mycobacterium phlei y
Mycobacterium gallinarum por un lado, por otro entre Nocardia farcinica y
Mycobacterium duvali 'y finalmente entre Gordonia rubropertincta,

Mycobacterium psicrotolerans y Mycobacterium wolinskyi.
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11. Conclusiones.

1.- El procedimiento de extraccion utilizado para aislar las quinonas, se ha
demostrado que es eficaz en todos los casos con las 38 cepas analizadas asi
como con Nocardia farcinica Gordonia bronchialis y Gordonia rubropertincta,
utilizadas como elementos comparativos de otros géneros. La reproducibilidad
del mismo, puesta de manifiesto a través de reiteradas extracciones y posterior
sometimiento a técnicas cromatograficas, con resultados similares. asi lo
confirman.
2.- Para el analisis de los componentes menaquindnicos de las 41 especies
estudiadas, se han puesto a punto técnicas de cromatografia en capa fina,
cromatografia liquida de alta presion (HPLC), Ultaravioleta-Visible (UV-V),
Espectrometria de Masas (EM) y Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de
protones y de carbono 13, que han resultado complementarias para nuestra
investigacion.
3.- En HPLC se han probado hasta seis métodos de separacion, en régimen
tanto isocratico como en gradiente, para el adecuado estudio de las quinonas
estructurales.
4.- El analisis de la distribucidn de las naftoquinonas K1, K2 y K3 distribuye,
segun su contenido, las 41 especies tipo estudiadas en siete grupos; 10 de
ellas carecen de K1, K2 y K3; 9 poseen K1 y K2; 5 tienen en su composicion
K1y K3; solo 6 K3; 7 de ellas K1, K2 y K3; tres K2 y unicamente una es K1
positivo.

5.- El criterio que nos induce a afirmar que estas naftoquinonas estan
presentes en las especies resefadas, se basa en la coincidencia de los

tiempos de retencion con el de los patrones, a diferentes condiciones de
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elucién en sistemas isocraticos o de gradiente, los maximos de absorcion
detectados en espectroscopia UV-V, la existencia de sefales a m/e de 450,
444, 225 y 172 en Espectrometria de Masas, asi como en Resonancia
Magnética Nuclear la presencia de protones a diferentes y especificas ppm.
para la K1.

6.- El estudio clasico de quinonas en micobacterias, se ha centrado en la
presencia de quinonas superiores MK-7, MK-8 y MK-9 fundamentalmente y sus
derivados hidrogenados, basandose exclusivamente en la Espectrometria de
Masas y en algunos casos Espectroscopia UV-V. En el presente trabajo
experimental, nos hemos centrado en quinonas de rango inferior a MK-4, la
fitomenaquinona (K1), Menaquinona (K2) y menadiona (K3), al disponer de
patrones de las mismas y poder asi comparar los tiempos de retencion en
HPLC y TLC de las diferentes micobacterias con los de los patrones, aparte de
evidenciar por Espectrometria de Masas los iones moleculares.

7.- El espectro UV-V procesado mediante taxonomia numérica, permite
diferenciar todas las especies probadas con la excepcion de Mycobacterium
phlei 'y Mycobacterium gallinarum por un lado, Nocardia farcinica y
Mycobacterium duvali, asi como Gordonia rubropertincta, Mycobacterium
psichrotolerans y Mycobacterium wolinskyi por otro, que estan en el mismo
fenon y que pueden diferenciarse gracias a la Espectrometria de Masas.

8.- Con relacion a la existencia de MK9 y MK8 en las cepas analizadas,
comparando nuestros resultados con los descritos en la bibliografia, existe
coincidencia en atribuir estos compuestos a Mycobacterium frederickbergense,

Mycobacterium hodleri, Mycobacterium smegmatis, Gordonia bronchialis y
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Gordonia rubropertincta. No se cumplen estos criterios en el caso de Nocardia
farcinica.

Apuntan la posibilidad de la existencia en su composicién de MK9 y de MK8, en
razon a los picos a e/m de tales quinonas, Mycobacterium austroafricanum,
Mycobacterium boenickei, Mycobacterium bolletii, Mycobacterium
canariasense, Mycobacterium chlorophenolicum, Mycobacterium
conceptionense, Mycobacterium cosmeticum, Mycobacterium flavescens,
Mycobacterium fluoranthenivorans, Mycobacterium fortuitum acetamidolitycum,
Mycobacterium gallinarum, Mycobacterium gilvum, Mycobacterium holsaticum,
Mycobacterium poriferae, Mycobacterium togolense y Mycobacterium wolinsky.
No poseen estas menaquinonas, o no las detectamos por los métodos
analiticos utilizados en el caso de Mycobacterium aichiense, Mycobacterium
aubagnense, Mpycobacterium aurum, Mycobacterium hackensackense,
Mycobacterium houstonense, Mycobacterium senegalense, Mycobacterium

thamnopheos, Mycobacteriun thermorresistibile y Mycobacterium vanbaalenii.
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