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Strutturistica chimica, —- Determinazione roentgenografica della 
struttura della rifam icina. Nota di M a r io  B r u f a n i , W a l t e r  F e d e l i , 

G i o r d a n o  G ia c o m e l l o  e A l e s s a n d r o  V a c ia g o  <#), presentata ((*) **} dal 
Corrisp. G . G i a c o m e l l o .

Le rifam icine sono una serie di antibiotici isolati nei laboratori della 
L ep e tit S. p. A. dai brodi di ferm entazione dello Streptomyces Mediterranei [1]. 
T ra  di esse è partico larm ente in teressante la rifam icina B, la quale può 
essere trasfo rm ata  iri rifam icina O, S e SV m ediante blande reazioni chimiche.

Le rifam icine B, O, S e SV sono collegate tra  di loro dalle reazioni 
seguenti: la rifam icina B (C39H 49NOI4), per ossidazione con mezzi ossidanti 
blandi, si trasform a in rifam icina O (C39H 47NOI4), e invece in soluzioni 
acquose, in presenza di ossigeno, si trasform a in rifam icina S (C37H 45NOI2) 
con separazione di acido glicolico. L a  rifam icina B può essere r io tten u ta  
dalla rifam icina O con riducenti blandi, come per esempio l’acido ascorbico; 
la rifam icina S dà invece per riduzione la rifam icina SV.

Per le nostre indagini roentgenografiche si p resta  in modo particolare 
la rifam icina B, perché in essa è presente, come m ostra la trasform azione 
in rifam icina S, il gruppo carbossilico libero dell’acido glicolico, sul quale 
è possibile addizionare un atom o pesante o, più in generale, un radicale 
contenente un atom o pesante.

L a presenza di un  atom o pesante rispetto  al resto della molecola è indi­
spensabile per determ inare la s tru ttu ra  di molecole complesse, per le quali 
ogni altro  m etodo di determ inazione dei valori della fase dei fa tto ri di s tru t­
tu ra  è in genere inefficace. P ertan to  l’analisi roentgenografica di molecole 
complesse a s tru ttu ra  chimica ignota richiede almeno quelle inform azioni 
di n a tu ra  chim ica (per esempio un  gruppo funzionale) necessarie per po ter 
in trodurre un atom o pesante nel composto in esame quando già non lo 
contenga di per sé.

Nel nostro caso i cristalli di / -b ro m o  e di ^-iod io  anilide della rifam icina 
B, se m antenu ti chiusi in capillare in presenza del solvente di cristallizzazione, 
sono sufficientemente stabili per perm ettere, però non senza difficoltà, la rac­
colta dei dati.

D e t e r m in a z io n e  d e l l a  s t r u t t u r a .

Delle due anilidi p arasostitu ité  della rifam icina B, la p -iodio  anilide 
(C45H 53N 2Oi3I) è quella che ha dato  i cristalli più ad a tti per l’analisi ai 
raggi X. I cristalli sono sta ti p repara ti da soluzioni acetone-acqua e tenu ti
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in presenza del solvente du ran te  l’analisi, come da noi descritto  in una N ota 
precedente [2]. È quindi prevedibile che molecole di solvente saranno p re­
senti nella s tru ttu ra  cristallina. I dati cristallografici di questi cristalli s ta­
bili sono, come da noi già pubblicato  [2], i seguenti: C45H 53N 2Oi3I, M =  956,8, 
rombico bisfenoidico, a =  9,06 ±  0,03, b =  23,66 ±  0,08, c.=  25,45 ±  0,09 A, 
U =  545^ A > =  1,23 g cm ~ 3 (m etodo dei liquidi pesanti), Z =  4 ,

=  1,16 g cm ~ 3 (senza solvente di cristallizzazione), F  (000) =  1976 (senza 
solvente di cristallizzazione), gruppo spaziale P2I2I2I (D2 , No. 19), rad ia­
zione C uK a , fotogram m i W eissenberg e oscillanti.

M isura e correzione delle intensità. -  La m isura delle in tensità  è s ta ta  
effettuata  per confronto visuale con scale campione su fotogram m i W eissen­
berg o tten u ti ruo tando  il cristallo a tto rno  all’asse a (6 stra ti) e c. (6 strati). 
Sono sta ti fino ad ora osservati 2175 riflessi non nulli, corrispondenti al 
33% del num ero dei riflessi possibili nella sfera C uK a . L a raccolta dei 
da ti è ancora in a tto  e gli a ltri riflessi osservati saranno in tro d o tti nelle 
u lterio ri fasi dell’affinamento.

Le in tensità  m isurate sono s ta te  corrette poi per i fa tto ri di L orentz 
e di polarizzazione, m a non è s ta ta  invece ap p o rta ta  per ora alcuna corre­
zione di assorbim ento e di estinzione secondaria.

A nalisi della struttura. —M entre venivano raccolte le in tensità  dei riflessi 
in tre dimensioni, fu fa tto  un  ten ta tivo  d i 'in te rp re ta re  la proiezione [100]. 
A tal fine fu calcolata una proiezione Patterson , sulla quale fu possibile 
determ inare le coordinate y  e z, dell’atom o di iodio [2]. Ogni ten ta tivo  di 
in terp re tare  la proiezione Fourier calcolata in base alla posizione dello iodio 
non diede, come era prevedibile, alcun risu ltato .

È s ta ta  pertan to  calcolata la sintesi P atterson  tridim ensionale basata  
sui 2175 riflessi raccolti: è s ta to  così possibile determ inare senza am biguità 
la posizione dell’atom o di iodio. U n calcolo di fa tto ri di s tru ttu ra , eseguito 
introducendo le coordinate del solo atom o di iodio, ha dato  un indice di 
accordo R  == 41 % .

Dalla sintesi di Fourier, calcolata attribuendo  ai riflessi le costanti di 
fase del solo atom o di iodio, sono sta ti localizzati 61 massimi, i quali in ­
trodo tti tu tti  come atom i di carbonio nel calcolo di fa tto ri successivo hanno 
dato  un indice di accordo R =■ 36 %. A  questo stadio l’esame della d istri­
buzione dei m assimi di densità elettronica non ha permesso l’identificazione 
di alcun aggruppam ento caratteristico  della molecola, in quanto  alcuni dei 
picchi osservati erano spuri e m olti atom i non erano ancora sta ti localizzati.

E sta to  pertan to  continuato  raffinam ento m ediante cicli di sintesi 
Fourier. Nel grafico della fig. 1 è riporta to  l’indice di accordo R  in funzione 
dei cinque stadi di affinamento Fourier a tu ttogg i effettuati. Il valore 
corrispondente allo stadio zero è quello dato  dal solo atom o di iodio loca­
lizzato! sulla Patterson .

D uran te  questo processo di determ inazione della s tru ttu ra  per stadi 
successivi è s ta to  possibile individuare l’anello benzenico dell’anilide sulla 
seconda Fourier, l’anello naftochinonico e larga p arte  del resto della mole-
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cola sulla q u arta  Fourier; e infine, sulla qu in ta  e u ltim a Fourier, tu tti  i 
71 atom i della un ità  asim m etrica (idrogeni esclusi) e cioè 61 della molecola 
in esame e io  tra  acqua e acetone di cristallizzazione. Il calcolo dei fa tto ri 
di s tru ttu ra  basato su queste posizioni ha dato  un valore di R del 24,2 %. 
D uran te tu tti  i cicli effettuati è s ta to  in trodo tto  un fa tto re termico medio B 
per tu tti  gli atom i pari a 5 A . A  questo punto  è possibile rilevare che 16

Fi g. 1.

dei 61 massimi localizzati sulla prim a Fourier erano spuri. È anche possi­
bile affermare che la s tru ttu ra  della molecola è ora univocam ente e sicuram ente 
determ inata, soggetta solo ai successivi fu turi affinamenti. Essa è qui rap p re­
sen ta ta  nellQ T av. I, II , II I  e IV. O ltre alla molecola rapp resen ta ta  in queste 
figure, ogni finità asim m etrica com prende sei molecole di acqua e una di 
acetone. Su questo punto  sussistono però ancora dei dubbi, perché un m as­
simo in terp re ta to  finora come molecola d ’acqua potrebbe rivelarsi spurio 
duran te il successivo affinamento, dato che tu tto ra  non è ben definito. In
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questo caso le molecole d ’acqua nella u n ità  asim m etrica si ridurrebbero  a 
cinque.

Come è ovvio, nessuno degli atom i di idrogeno visibili nelle riproduzioni 
del modello di Tav. I, II e I I I  è s ta to  localizzato per via roentgenografica. 
Gli atom i di idrogeno sono s ta ti in tro d o tti per completezza nella costruzione 
del modello e posti, quando possibile, nelle posizioni univocam ente determ inate 
come conseguenza della configurazione sterica del resto della molecola. Nei 
casi non univoci essi sono in posizioni corrispondenti a una conform azione vo­
lu tam ente arb itraria .

Descrizione della struttura. -  L a molecola della rifam icina B è costi­
tu ita  da una parte  arom atica e da una catena alifatica saldate assieme a 
costituire un  anello a 24 m em bri. L a p arte  arom atica consiste di un  anello 
naftalinico, con tre  ossidrili, uno dei quali eterificato cdn l’acido glicolico 
che si libera nel passaggio a rifam icina S. A  questo ad d o  glicolico è lega­
ta  la / - io d io  anilide, ben visibile nelle fotografie del modello ripo rta te  
nelle Tav. I e I I I .  L ’anello dell’anilide e quello naftalinico giacciono appros­
sim ativam ente su un  piano, coincidente con il piano della T av. I l i ,  m en­
tre la catena laterale si distende su un  piano all’incirca perpendicolare ad 
esso.

Il legame tra  la catena laterale e la parte  arom atica avviene da una 
p arte  a ttraverso  un  azoto ammidico, e dall’a ltra  a ttraverso  un ponte enol- 
etereo e un  anello diidrofuranonico condensato con il nucleo naftalinico.

D is c u s sio n e  d e i  r is u l t a t i.

L a form ula da noi determ inata per via roentgenografica nel giro di 
circa un  anno è in accordo con quella recentem ente dedo tta  in modo del tu tto  
indipendente da V. Prelog per a ltra  via [3]. Inoltre i dati chimici fornitici 
da P. Sensi e da V. Prelog nel corso della determ inazione della s tru ttu ra  
hanno contribuito  ad accelerare l’interpretazione delle sintesi di Fourier.

T u ttav ia  la s tru ttu ra  roentgenografica fornisce nuove utili inform azioni 
sulla configurazione e conformazione della catena. Per esempio, la conform a­
zione dei due doppi legami successivi della catena laterale (parte destra  
della fotografia r ip o rta ta  in Tav. Il), risu lta di tipo transoide. Questo fa tto  
è determ inante per la form a di tu t ta  la catena, la quale si piega dopo il secondo 
doppio legam e (Tav. IV), form ando u n ’ansa con una distanza m assim a dal 
centro dell’anello naftalin ico  di circa 8,5 À.

In complesso l’analisi s tru ttu ra le  per diffrazione di raggi X,' p u r avendo 
in questo caso sostanzialm ente conferm ato la form ula dedo tta  chim icam ente, 
ha aggiunto quelle inform azioni stereochim iche che, riteniam o, solo questo 
m etodo può fornire in modo univoco e sicuro. L ’ulteriore affinamento della 
s tru ttu ra  po trà  dare anche quelle inform azioni più de ttag lia te  necessarie per 
discutere accuratam ente le varie proprie tà  chimiche della rifam icina in fun­
zione della sua s tru ttu ra .
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