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Strutturistica chimica. -— Sulla struttura della rifamicina Y (#). 
Nota di Mario B rufani, W alter F edeli, Giordano Giacomello e 
A lessandro V aciago, presentata ((*) **} dal Corrisp. G. G iacomello.

SUMMARY, -— The crystal structure of the /-iodoanilide derivative of rifamycin Y, 
at room temperature, has been determined by three-dimensional methods. There are two 
formula units in the monoclinic unit cell, a — 9.49 , b — 18.96 , c =  15.30 A , (3 =  90°48', 
with space group P21.

The constitution and configuration of rifamycin Y, C39H47NO15, as well as many of 
its conformational details, are therefore now established through these crystallographic results 
obtained from the study of its /-iodoanilrd e derivative.

Come abbiam o detto in una N ota precedente [1] e, con maggiori dettagli 
tecnici, in una successiva comunicazione [2], la s tru ttu ra  molecolare d e ir an ti
biotico rifam icina B, C39H49NO14, è stata  da noi determ inata attraverso  l’ana
lisi roentgenografica di un  suo derivato, la fi-iodio  anilide.

L a rifam icina B è, accanto alle varie rifamicine (A, C, D, E) che con essa 
costituiscono la rifamicina—complex, il prodotto principale della ferm enta
zione dello Streptomyces mediterranei n. sp. in terreno contenente dietilbarbi- 
tu ra to  di sodio [3].

È stato in seguito notato che in queste condizioni viene prodotta  in pic
cola quan tità  anche u n ’altra rifam icina con proprietà chimiche e fisiche molto 
simili a quelle della rifam icina B, m a microbiologicam ente inattiva: a questa 
sostanza è stato dato il nome di rifam icina Y. L a rifam icina Y si trasform a 
per b landa ossidazione in un  prodotto denom inato rifam icina YO, il quale, 
per idrolisi seguita, da riduzione, dà successivamente la rifam icina YS e YSV. 
Questi prodotti sono molto simili ai corrispondenti derivati dalla rifam icina B, 
m a presentano u n ’attiv ità  praticam ente trascurabile contro i batteri gram -posi- 

’■tivi e g ram -negativ i, e contro i m icobatteri [4].
Poiché dunque la rifam icina Y e la rifam icina B sono molto simili per 

quanto riguarda num erose loro proprietà chimiche e fisiche, m a profondam ente 
diverse per quanto  concerne l’attività, presenta un  ovvio interesse la cono
scenza della s tru ttu ra  della rifam icina Y, nei suoi tre  aspetti di costituzione, 
di configurazione e di conformazione, per lo studio delle relazioni tra  stru ttu ra  
e attiv ità  della rifam icina B.

A bbiam o perciò determ inato per via cristallografica la s tru ttu ra  della rifa- 
micirìa Y, dato che essa era ignota in tu tti e tre i suoi aspetti sopra m enzionati, 
e che la stessa form ula b ru ta , pur dovendo sicuram ente essere poco dissimile 
da quella della rifam icina B, era incerta.

(*) Centro di Studio per la Strutturistica Chimica (C.N.R.). Istituto di Chimica Farma
ceutica e Tossicologica della Università degli Studi, Roma.

(**) Nella seduta del 12 marzo 1966.
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Anche in questo caso abbiam o fatto all’uopo ricorso alla p-iodio  anilide 
del composto in esame. Sem pre in base all’analogia con la rifam icina B, era 
stato infatti possibile stabilire anche per la rifam icina Y la presenza del gruppo 
carbossilico libero dell’acido glicolico sul quale poter addizionare un  atomo 
pesante o, più in generale, un  radicale contenente un  atomo pesante [4].

Nella presente N ota descriviam o brevem ente i risultati di questa indagine, 
risu ltati che sono stati ricavati solo con i metodi della stru ttu ristica diffratto- 
m etrica, senza fare appello a nessuna inform azione chimica che non fosse la 
già nota analogia della rifam icina Y con la rifam icina B W.

I cristalli di p - ìodio anilide della rifam icina Y sono stati preparati da 
soluzioni dim etilsolfossido-acqua e tenuti in presenza del solvente, chiusi in 
capillare, duran te l’analisi. Così come da noi descritto per il caso della rifa
m icina B [5], questa tecnica è indispensabile per m antenere i cristalli suffi
cientem ente stabili.

I dati cristallografici relativi a questi cristalli stabili, tenendo conto anche 
dei risu ltati trovati duran te la determ inazione della stru ttu ra  per quanto ri
guarda la form ula b ru ta  e le molecole di solvente presenti nel reticolo, sono:

C45H51N2O14I +  (CHs)2SO +  H 20  , M =970,82 +  78,13 - f  18,02 =  1066,97, 
monoclino sfenoidico, a =  9 ,4 9 ^  0,03, b =  i8 ,9 6 ±  0,06, c =  15,304= 0,05 À, 
0 =  9O048 ' ±  30', U  =  2752,66 À®, D £ =  1,287 gcm -3  per Z =  2 <®>, F  (000) =  
=  1104 <®>, gruppo spaziale P21 (Cf, No. 4), radiazione C uK a (X =  1,5418 À), 
^ =  5 5 >4° cm - 1 , fotogram m i W eissenberg e di cristallo oscillante.

Le coordinate dello iodio sono state ricavate da una sintesi di Patterson 
basata sulle intensità m isurate per via fotografica delle 1426 riflessioni osser
vate con intensità apprezzabile (circa il 23 % di tu tte  le riflessioni possibili 
nella sfera limite di CuKa). L ’indice di accordo R relativo a un  prim o calcolo 
di fattori di s tru ttu ra  per il solo atom o di iodio così localizzato è risultato del 
44)3 %•

Come è poto, nel gruppo spaziale P21 la posizione dell’origine lungo l’asse 
y  c arb itraria. Nel nostro caso è stata  fissata nel punto interm edio tra  due atom i 
di iodiò correlati dall’elemento di sim m etria 21. In  questo modo l’origine della 
cella diviene uno pseudo-centro  di sim m etria per i due atomi di iodio e la prim a 
sintesi di Fourier, calcolata attribuendo alle ampiezze osservate i valori di fase 
ricavati dal solo atom o di iodio, presenta un falso piano di sim m etria passante 
per lo stesso atom o di iodio a y/b =  0,25. Questo dà luogo a una sovrapposi
zione della molecola e della sua im m agine speculare, con un raddoppiam ento 1 2 3

(1) Indagini chimiche e chimico-fisiche sulla costituzione della rifamicina Y sono ora 
in corso per opera di J. Leitich, V. Prelog e P. Sensi. È interessante far qui notare che i risul
tati delle due indagini, quella chimica e quella roentgenografica, così diverse nei loro metodi 
e condotte in modo del tutto indipendente, sono in completo accordo [4].

(2) Il valpre di Dc è stato calcolato considerando anche il solvente di cristallizzazione. 
Non è stato misurato Dm, ma è tuttavia possibile affermare che il valore di Z =  2 è corretto, 
perché porta a un valore di D*-dello stesso ordine di grandezza del valore trovato per la rifa
micina B.

(3) Valore calcolato considerando anche il solvente di cristallizzazione.
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del num ero degli atom i nella cella. Per isolare e identificare gli atomi di una 
singola molecola, rim uovendo questa am biguità <4>, abbiam o innanzi tu tto  
ritrovato  tra  i m assim i della sintesi di Fourier la parte  p iana di ciascuna mole
cola presum ibilm ente analoga alla corrispondente parte piana della rifam icina B 
(Lanello naftalinico e Panello diidrofuranonico con esso condensato, e Panello 
delPanilide). Dei due gruppi omogenei di atom i così trovati, in posizioni tra  
loro speculari, è stato poi scelto quello che portava alla stessa chiralità

( I )  ( I I )

Fig. 1. -  Struttura della /-iod io  anilide della rifamicina Y (I) e della /-iod io  anilide della
rifamicina B (II).

planare della rifam icina B. Con una seconda sintesi di Fourier, calcolata 
attribuendo alle ampiezze osservate i valori di fase ricavati da questo gruppo 
di atomi, l’am biguità iniziale è stata  in parte rim ossa e da questo stadio la 
determ inazione di tu tta  la s tru ttu ra, e poi il suo affinamento, sono continuati 
con una combinazione di sintesi di Fourier, sintesi di Fourier differenza e

(4) A nulla è valsa a questo scopo la localizzazione sulla sintesi di Patterson della posi
zione dell’atomo di zolfo della molecola di dimetilsolfossido che entra a far parte del reticolo 
come solvente di cristallizzazione, perché l’atomo di zolfo giace approssimativamente sul 
falso piano di simmetria a yjb  =  0,25.
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m etodo dei m inim i quadrati, fino al valore attuale del 13,6%  per l’indice di 
accordo R  (5>. D urante questo processo, e parallelam ente alla progressiva 
sparizione dell’im m agine speculare, circa il 20 % dei m assimi della prim a 
Fourier sono risultati spuri e sono andati via via scom parendo. La deviazione 
standard  cr (p) sulla densità elettronica è ora uguale a 0,22 eA~3.

D ato che l’affinamento della s tru ttu ra  è dunque praticam ente comple
tato , è legittimo tra rre  a questo punto alcune conclusioni.

Le posizioni e le densità elettroniche da noi trovate per gli atom i della 
p - iodio anilide della rifam icina Y, anche insieme a considerazioni stereochi
miche, definiscono per essa la s tru ttu ra  (I) rappresenta ta accanto a quella (II) 
della rifam icina B in fig. 1, e illustrata nelle T a w . I e IL  Queste posizioni 
definiscono distanze di legame che hanno una deviazione standard  m edia (/) 
di 0,07 À e uno scarto massimo di 0,24 À (in un caso) e medio di 0,097 ^  
da valori a priori accettabili per la form ula di fig. 1. Come abbiam o detto, la 
nostra interpretazione della s tru ttu ra  chimica della sostanza è com unque 
b asata anche su considerazioni stereochimiche e di densità elettronica, e può 
quindi essere considerata corretta.

Come è ovvio, nessuno degli atom i di idrogeno visibili nelle riproduzioni 
del modello di T av . I e II è stato localizzato per via roentgenografica. Gli 
atom i di idrogeno sono stati in trodotti 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 conformazione volu
tam ente arb itra ria .

Come prevedibile, la s tru ttu ra  della rifam icina Y risulta molto simile a 
quella della rifam icina B [1, 2, 6, 7] e quindi non ne darem o qui una descri
zione e discussione dettagliate. Le sole differenze sostanziali sono che l’ossi
geno ossidrilico secondario O (io) in posizione (21) nella rifam icina B è, nella 
rifam icina Y, sostituito da un  ossigeno carbonilico, e che l’atomo di idrogeno 
in posizione (20) nella rifam icina B è qui sostituito da un  ossidrile alcoolico 
terziario. Come conseguenza di questa variazione di s tru ttu ra  si nota anche 
una variazione conform azionale della catena nel tra tto  (20), (21), (22). Si 
ha però una ritenzione di configurazione del centro di asim m etria in posi
zione (20) quando l’atom o di idrogeno è sostituito dall’ossidrile. M entre già 
era in corso la nostra indagine, questa differenza di costituzione tra  la rifa
m icina B e la rifam icina Y era sta ta  ipotizzata anche in base a dati sullo 
spettro N M R  della rifam icina YO e YS; e la variazione della form ula b ru ta  
che essa com porta era stata  conferm ata con m isure di spettrom etria di m assa [4]. 
L a nostra determ inazione di tu tta  la s tru ttu ra  conferma, tra  l’altro, questa 
ipotesi e aggiunge essenziali inform azioni configurazionali e conform azionali 
sul tra tto  (20), (21), (22) della catena. 5

(5) L’affinamento è stato condotto introducendo e affinando un fattore di vibrazione 
anisotropo per lo iodio e lo zolfo, e uno isotropo individuale per tutti gli atomi. Il valore medio 
di B è allo stato attuale (R =  13,6%) di 6,7 A2 per gli atomi della parte planare della mole
cola e di 9,6 A2 per gli atomi della catena laterale e le molecole di solvente.
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D a notare, infine, che entrano a far parte del reticolo, per ciascuna m ole
cola di rifam icina Y, due molecole di solvente: una di dimetilsolfossido, legata 
da un legame idrogeno 0 - - - H0  di 2,70 A al gruppo ossidrilico 0 (9) della 
rifam icina, e una di acqua, legata da un legame idrogeno O - • -HN di 2,87 A 
all’azoto am m idico N (i)  della rifam icina (6).

Siamo particolarm ente g ra ti al prof. P. Sensi, D irettore Centrale della 
Ricerca della L epetit S.p.A ., per i campioni di p —iodio anilide della rifam i
cina Y. R ingraziam o anche il sig. N. Ocello per il valido aiuto tecnico dato 
allo svolgim ento di questa indagine.
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(6) Peraltro, allo stadio attuale di affinamento (R =  I3>6%) la situazione relativa 
alle molecole di solvente di cristallizzazione presenti nel reticolo non è completamente defi
nita. Infatti si trova nella sintesi di Fourier un ultimo massimo ancora non interpretato, a 
distanza di legame 1,4 A) dal massimo secondo noi dovuto a una molecola d’acqua di 
cristallizzazione. La costituzione della molecola di rifamicina Y, d’altro canto, non dipende 
da questa interpretazione ancora aperta ed è invece al presente stadio di affinamento comple
tamente e univocamente definita. Premesso che considerazioni energetiche e di altre natura 
fanno escludere l’ipotesi di una distribuzione statistica di una sola molecola di H2O sulle due 
posizioni trovate nella sintesi di Fourier, intendiamo a questo punto controllare, attraverso 
l’ulteriore affinamento della struttura e con altre misure chimico-fisiche, le due ipotesi che il 
massimo in questione sia spurio, oppure che i due massimi a distanza di legame siano relativi 
a una molecola diversa dall’acqua.








