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S T U D I O R U M  P R O G R E S S U S  

Konstitution des Rifamycins B und verwandter 
Rifamycine 

IZifamycin B ist ein Stoffwechselprodukt des Strep- 
tomyces mediterranei n. sp.L Es besitzt die Formel 
CagH,0OtiN~ und stellt eine gelbe, zweibasische S~ture 
(pK~tcs ~ 2,6 und 7,76) dar. Die spektralen Daten (UV, 
Sichtb., IR  und NMR 4) weisen auf einen aromatischen 
Chromophor und auf mehrere verschiedenartige Funk- 
tionen hin, yon welchen ein Methoxyl und ein Acetoxyl 
analytisch nachweisbar sind. Auf Grund der physikali- 
schen und chemischen Eigenschaften seiner za.hlreichen 
Umwandlungs- und Abbauprodukte konnte Itir das 
Rifamycin B die ungew6hnliche Konsti tut ion I abge- 
leitet werden. Die wichtigsten Reaktionen, welche zu 
dieser Konsti tution fiihrten, sind in der Formeliibersicht 
zusammengestellt. Milde Oxydationsmittel  in neutralen 
gepufferten LSsungen geben eine gelbe einbasische S~iure 

K" CaoH~7Ot,N (P MCS 7,61), das Rifamycin O (II), aus dem 
durch milde Reduktionsmittel  (z.B. Ascorbins~ture) das 
Rifamycin B zurtickerhalten werden kann. Oxydation des 
Rifamycins B oder Stehenlassen yon Rifamycin O in 
w~tsserigen sauren L6sungen liefern unter hydrolytischer 
Abspaltung yon Glykolsiiure eine gelbe, einbasische S$ure 
CaTH~O~N (pK[,lcs 7,16), das Rifamycin S (III), welches 
durch milde Reduktionsmittel  zum Rifamycin SV, einer 
gelben, einbasischen S~ure C37H470~aN (pK~,tcs 2,96) re- 
duziert werden kann ~. Das letztere (IV) wird dureh milde 
Oxydationsmittel  in das Rifamycin S (III) zuriickver- 
wandelt. Es handelt  sich hier offenbar um eine Chinon- 
Hydrochinon-Reaktion, wobei das Vorliegen eines o- 
chinoiden Systems sehr unwahrscheinlich ist, da das 
Rifamycin S auch unter energischen Reaktionsbedin- 
gungen yon Blei(IV)-acetat nicht angegriffen wird. Der 
Verlust einer sauren Funktion und das Auftreten einer 
neuen, charakteristischen Bande im I R  bei 1820 cm -~ 
beim ~bergang yon Rifamycin B in O fiihren zum 
Sehluss, dass die Oxydation zum Chinon in diesem Falle 
mit  der Bildung eines Spiro-Systems am C-4 (iI) ver- 
knfipft ist ~. 

Die meisten weiteren Reaktionen, die wir n~Lher unter- 
suchten, gingen yon Rifamycin S (III) aus, dessen NMR 
eine Anzahl typischer Signale aufweist, welche folgenden 
Gruppen zugeordnet werden konnten: 4 CH~CH (C-31, 
-32, -33, -34): d 0,22; 0,65; 0,80; 1,01 (J 7, je 3H), CH~ 
(C-13): s 1,70 (3H), CHa (C-30)+CHaCOO: s 2,03 (6H), 
CHs (C-14): s 2,35 (3H), CHaO: s 3,10 (3H), CH (C-3): 
s 7,8 (1H), N H :  s 8,3 (1H), OH (C-8): s 12,5 (IH). Die 
Banden im 3~-Gebiet des I R  weisen auf OH- und NH- 
Gruppen, diejenigen im 6tx-Gebiet auf mehrere Carbonyle 
bin. 

Rifamycin S gibt mit  Methyljodid und Silberoxid als 
Hauptprodukt  einen Monomethyl~ther CasHaTO~N, der 
mit  Acetanhydrid ein Diacetylderivat Ca~H~O~N liefert. 
Im IR  des letzteren befindet sich im 3~-Gebiet keine 
OH-Bande mehr, woraus folgt, dass darin und somit auch 
im Rifamycin S keine weiteren, nichtacetylierbaren 
Hydroxyle anwesend sind. Als Nebenprodukt der Methy- 
lierung yon Rifamycin S mit  Methyljodid und Sitberoxid 
entsteht  der Iminomethylii ther CasH~rO~N (V), welcher 
die Schliisselrolle bei der Konstitutionsaufkl~rung der 
Rifamycine spielte. Im Gegensatz zu Rifamycin S liisst 
sich der daraus hergestellte Iminomethyl/ i ther unter 
milden Bedingungen methanolytisch spMten, wobei als 
Hauptprodukte  ein Naphthochinonderivat  C~H~O,N 
(VI) und ein Dimethylacetal-methylester C25Ha~Os (VII) 
entstehen. Als Nebenprodukte der Methanolyse wurden 

ein weiterer, stereoisomerer Dimethylacetal-methylester  
C~5H4208 und ein Enolmethyl~tther-methylester C2iHa~O 7 
(VIII) isoliert. Das Dimethylacetal  VII  geht dutch Pyro- 
lyse in den Enol~ther V I I I  fiber und dieser gibt durch 
saure Methanolyse das Dimethylacetal  VII  zurfick. Die 
funktionellen Gruppen in den erw~thnten Methanolyse- 
produkten VII  und VIII ,  die Methoxyle und die Acetoxyle 
lassen sich spektval nachweisen und bestimmen. Im UV 
ist die Absorption des mit  der Carbomethoxygruppe kon- 
jugierten Doppelbindung-Systems sichtbar (;~ma~ 268 mEz, 
log e4,48), welches durch katalytische Hydrierung leicht 
abges~tttigt werden kann. Das NMR erlaubt nieht nur die 
drei olefinischen Protonen am C-17, C-18 und C-19 zu 
erkennen, sondern man kann aus der Multiptizit/it der 
Signale, ihren chemischen Verschiebungen, sowie aus den 
Kupplungskonstanten 7 ihre Konfiguration eindeutig ab- 
leiten, so wie sie in VI I  angegeben ist. Im NMR des 
Enolmethyl~thers VI I I  sind dariiber hinaus die Signale 
der zwei olefinischen Protonen der Enoldoppelbindung 
ersichtlich 8. 

In den Spaltprodukten VI und VII  ist das ganze 
Gerfist des Rifamycins enthalten, welches demnach aus 
zwei grossen Teilstficken, die lose miteinander verknfipft 
sind, besteht. Die Feststeltung dieser Tats~che ha t  die 
weitere Konstitutionaufkl~rung bedeutend erteichtert. 

Das aromatische Methanolyseprodukt VI C14HIIO,N, 
gibt bei der Methylierung mit  Methyljodid und Kalium- 
carbonat in Aceton ein O,O'-Dimethyl-N-methylder ivat  
C17HlrO,N (IXa) und ein O, O'-Dimethyl-N, N-dimethyl- 
derivat  ClsH190~N (IXb), in welchen anhand des NMR 
die Bindung zwischen C-13 und 6-0 gespalten ist. Die 
Verbindung I X a  gab durch saure Hydrolyse das N-freie 
e-Hydroxy-naphthochinonderivat  C16H1407 (X). Diese 
Reaktionen best~tigen, dass in der Verbindung VI ein 
e-Amino-chinonderivat vorliegt. 

Die Konsti tution des Kohlenstoffgerfistes des aromati-  
schen Methanolyseproduktes VI  liess sich zum grossen 
Teil aus den Ergebnissen des energischen Abbaus des 
Rifamycins S mit  Ozon abteiten. Dieser Abbau liefert als 

1 p. SENSl, A. M. GR~co und R. BALLOTTA, Antibiotics Annual 
(1959-1960), p. 269. l~ber die in Forschungslaboratorien durch- 
geffihrten Untersuchungen wurde verschiedentlich beriehtet; vgl. 
97. Mitt. fiber Rifamyeine, G. G. GALLO, C. R. PASQUALUCCI und 
P. R~DA~LLI, Farmaco, Ed. prat. 18, 78 (I96,q) und friibere Mitt. 
dieser Reihe. 

2 Alie erwfihnten Verbindungen gaben entweder direkt oder in Form 
ihrer Derivate iibereinstimmende Mikroanalysen. 

a Dcfinition yon pKI~IC S : W. SiMor~, E. KOVATS, L. H. C~OPARD-mT- 
JEAS und E. HEILBRONNER, Helv. chim. Aeta 37, 1872 (1954}. 

4 Ffir Absorptionsspektren in Ultraviolett, Siehtbarem, Infrarot 
und f/Jr Keruresonanzspektren verwenden wir in dieser Mitteilung 
die Abk~rzungen UV, Sichtb., IR bzw. NMR. Die chemischen 
Versehiebungen im NMR sind in ppm, bezogen auf das Signal der 
Protonen in Tetramethylsilan = 0 angegeben, die J-Werte sind in 
cps. Die NMR wurden mlt Varian A 60 in CDCla-Lfsung aufge- 
nommert. 

5 Das Natriumsalz des Rifamycins SV ist das im Handel befindliche 
Antibiotieum Rifocin®. 

6 Diesc Schlussfolgerung wurde durch Modellversuche mit einfachen 
p-Hydroxylphenyl-glykols'/iure-fithern gestfitzt: G. G. GALLO, 
C. R. PASQUALUCCI und P. SENSI, Annali Claim. 52, 902 (1969). 

7 NMR analoger konjugierter Systeme wurden yon M. S. BARBER, 
A. HARDISSON, L. M. JACICMAN und B. C. L. WEEDON, J. chem. 
Soc. 1961, 1697, nntersuebt. 

8 Beispiele ffir NMR der EnolSthcr findcn sich z.B. bei N. S. 
BuAccx, L. F, JOHNSON und J. N. SaOOLERY, Varian NMR 
Spectra Catalog, Varian Associates 1962, Spectra Nos. 110, 111. 
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Hauptprodukte  zwei aromatische S/iuren: eine Di- 
hydroxy-dicarbons~ure ClzHl00 ~ und eine Dihydroxy- 
tricarbonsi~ure C~0HsOv Aus der letzteren Verbindung 
wurde der kristalline Dimethyl~ther-tr imethylester  
C1sHlsO s hergestellt, welcher auf Grund seines NMR und 
des Vergleiches mit  einem durch Behandlung der be- 
kannten~ Dimethoxy-tricarbonsAure X I I  mit  Diazo- 
methan in Methanol bereiteten Ester  ats 5-Methyl-4, 6- 
dimethoxybenzol-1, 2, 3-tricarbons~ure-trimethylester XI  
identifiziert werden konnte. 

Die Dicarbons/~ure C~Hi00 s XIIIX wurde mit  einem 
Unterschuss yon Methyljodid und Silberoxid in Chloro- 
form-Methanol in den Dimethylester CxiHxlO s X I I I c  
tibergeftihrt, der sich mit  Natr iumperjodat  zur Verbin- 
dung XIVc oxydieren liess. Diese wurde mit  Diazomethan 
in Methanol in den Methoxy-trimethylester C1,HlsOs 
XIVb verwandelt  und durch I R  ( v ~  1770 em -x) und 
NMR (s 2,3:3H) als Acetoxy-Derivat  identifiziert. Da 
daraus dureh Methanolyse und anschliessende Behand- 
lung mit  Diazomethan in Methanol der bekannte Di- 
methoxy-tr imethylester  XI  erhalten wurde, besitzt die 
Dicarbonsiiure C~aH~00 s die Konsti tution XII Ia .  

Weitere wichtige Auskunit  fiber die Konstitution des 
aromatischen Teiles der Rifamycine wurde durch Um- 
setzung des Rifamycins O (II) mit  p-Toluolsulfonyl- 
hydrazin und katalytische Hydrierung des dabei erhal- 
tenen 'Chinondiazids 'x0 Ca~HisO~Na XV erhalten. Im 
Hydrogenolyseprodukt C~H~,OnN sind die konjugierten 
Doppelbindungen abges/ittigt und die Diazo-Stiekstoff- 
atome durch einen "vVasserstoff ersetzt. Es handelt  sich 
um eine relativ starke einbasische S~ure (pKMcs 4,44), 
woraus man schliessen kann, dass der Sauerstoff am C-1 
in peri-Stellung zum Hydroxyl  am C-8 noch anwesend ist. 
Im NMR liegen Signale vor, welche fiir zwei aromatische 
Protonen in o-Stellung typisch sind. Es folgt daraus, dass 
das Hydrogenolyseprodukt die Konsti tut ion XVI eines 
Desoxy-tetrahydro-rifamycins SV besitzt, in dem der neu 
eingeftihrte aromatische Wasserstoff am C-4, der ur- 
spriinglich vorhandene aromatische Wasserstoff in o- 
Stellung dazu, also am C-3, und der Amidstickstoff dem- 
nach am C-2 sitzen muss. Ftir das aromatische Methano- 
lyseprodukt C~H~O~N ist dadurch die IZonstitution VI 
bewiesen. 

~3ber die Konsti tut ion des iibrigen Teiles des Rifamy- 
eins S gab die energische Oxydation mit  Salpeters/iure 
des dutch katalytisehe Hydrierung mit Palladium-Kohle- 
Katalysator  in Alkohol und milde Oxydation des Hydrie- 
rungsproduktes erhaltenen Tetrahydro-rifamycins S 
Ca~H,,OIeN (XVII) Auskunft. Aus dem Oxydationsge- 
misch konnten folgende Produkte isoliert und identifiziert 
werden: die homologen aliphatischen ~-Methyl-dicarbon- 
s/~uren X V I I I - X X ,  die meso- und die reehtsdrehende 
e, e'-Dimethyl-pimelins/~ure (XXI) ~ und eine kristaltine 
Tetracarbonsi~ure C~0H~,O ~. Aus der Bildung der ~m'- 
Dimethyl-pimelinsiiuren bei der Oxydation I~sst sich 
eindeutig die Konsti tut ion der Kohtenstoffkette von C-15 
bis C-21 ableiten. Das Differentialspektrum im UV des 
Rifamycins S und seiner Tetrahydroderivate zeigt, dass 
die durch Hydrierung abgesXttigten zwei Doppetbin- 
dungen mit dem Amid-Carbonyl ein konjugiertes System 
bilden, was dutch weitere Abbauversuche best~tigt wer- 
den konnte. Das Vorliegen sowohl der m e s o -  als auch der 
rechtsdrehenden e,e'-Dimethyl-pimelins/~uren (getrennt 
als Dianilide) t~ im Oxydationsgemisch spricht daftir, dass 
dutch Hydrierung der konjugierten Doppelbindungen ein 
Gemisch yon zwei am C-16 epimeren Tetrahydro-rifamy- 
cinen S entsteht, welche nicht getrennt werden konnten. 

Die Konstitution X X I I  ftir die Tetracarbons~ure 
Cx0H~O ~ folgt aus ihren pK~cs-Werten (5,51; 9,44), aus 

dem NMR ihres Tetramethylesters,  sowie aus der 13ber- 
fiihrung in die Methyl-bernsteins~Lure durch Erhitzen auf 
130 ° mit  65prozentiger Bromwasserstoffs/iure und kata- 
lytische Hydrierung der Reaktionsprodukte mit  Palla- 
diumkohle in alkalischer L/Ssung. Die Tetraearbonsiiure 
X X I I  s tammt  offenbar aus dem Teil der Moleket zwischen 
C-21 und C-28. Man muss, um ihre Ents tehung zu erkI/iren, 
die auf Grund weiterer Erfahrungen in der Rifamycin- 
reihe plausible Annahme machen, dass in saurer LSsung 
zuerst zwischen C-23 und C-28 unter Abspaltung des 
Methoxyls ein Tetrahydropyran-Ring entsteht,  der dann 
zwischen C-24 und C-25 unter  Verlust des Methyls C-33 
oxydat iv  aufgespalten wird. Das Methyl C-33 k6nnte 
demnach entweder am C-24 oder am C-25 sitzen und seine 
Lage musste durch besondere Versuche best immt werden. 

Der Dimethylacetal-methylester  C25H4~O s VII  gibt 
durch Ozonisierung, Nachoxydation mit  Perameisen- 
s/ture und Behandlung der sauren Oxydationsprodukte 
mit  Diazomethan e inen  Hydroxy-acetoxy-dimethylester  
C19H~20 s X X I I I a ,  dessen Zusammensetzung die Lage 
des konjugierten Doppelbindung-Systems best/itigt. Das 
durch Acetylierung des Hydroxyls erhaltene O-Acetyl- 
derivat X X l I I b  liefert bei der pyrolytischen Zersetzung 
einen e, fl-unges~ttigten Acetoxy-dimethylester C19Ha00 ~ 
X X I V  (~max 219 m~x, log e4,13). Die gleiche Verbindung 
entsteht  auch durch pyrolytische Zersetzung des analogen 
o-Propionyl-Derivates X X l I I c ,  woraus folgt, dass die 
freie Hydroxyl-Gruppe in Rifamycinen am C-21 sitzt. 
Die Frage, die auf Grund der Konsti tut ion der Tetra-  
carbons~ure Cx0Hx4Og often blieb, d.h. ob die urspriing- 
liche Acetoxy-Gruppe in Rifamycinen am C-24 oder am 
C-25 sitzt, l~sst sich auf folgendem \¥ege beantworten. 
Der e,/~-unges/~ttigte Acetoxy-dimethylester  C~9H3007 
X X I V  wurde ozonisiert, mit  Perameisens~ure nach- 
oxydiert  und die sauren Produkte mit  Diazomethan 
behandelt. Man erhielt auf diese ~Neise einen ges~ttigten 
Acetoxy-dimethylester C~8H260 ~ XXVa.  Der Hydroxy-  
dimethylester C~4H~406 XXVb,  welcher daraus durch 
Methanolyse entsteht,  wurde mit  Chrom(VI)-oxid zum 
entsprechenden Oxo-dimethylester C14H~208 XXVI  oxy- 
diert. Die Signale, welche den Protonen am C-23 und 
C-27 zugeordnet werden k6nnen, haben im NMtZ der 
Verbindungen XXVa und X X V I  die praktisch gleiche 
Lage und Multiplizit/it, was nicht der Fall w/ire, wenn 
Acetoxyl- bzw. Carbonylsauerstoff am C-24 sitzen wiirde. 
Es folgt daraus, dass die Acetoxygruppe in Rifamycinen 
am C-25 und das Methyl C~33 am C-24 lokalisiert werden 
mtissen. Die Konsti tut ion des Oxo-dimethylesters XVI 
wurde unter  anderem auch durch das Massenspektrum 
bestg.tigt, in dem die Ionen M-73 (CHtCOOMe) und M-84 
(CHMeCOOMe) auftreten. 

Um aus der Konsti tut ion der Hauptprodukte  der 
Methanolyse des Imino-methyl/~thers V - der Verbin- 
dungen VI und VII  - diejenige des Rifamycins S abzu- 
leiten, musste man besonders noch die Verkntipfungs- 
stelle der Briicke mit  dem Sauerstoff am C-12 des aroma- 
tischen Teilstiiekes und die Lage des Methoxyls bestim- 
men, da diese aus den bisher erw/ihnten Tatsachen nicht 
direkt ersichtlich sind. 

9 j. H. BIRKINSHAW, H. RAISTRICK, D, J. Ross und C. E. STICKIHGS, 
Biochem. J. 50, 612 (1952). Wir danken Professor J. H. BIRKIN- 
SIIAW ffir die freundliche 0berlassung eines authentischen Ver- 
gleichsprtiparates. 

x0 (3ber die Entstehung yon Chinondiaziden aus Chinon-p-toluol- 
sulfonylhydrazoncn vgl. W. RIED und R, DIETRICH, Chem. Ber. 
94, 387 (1961). 

n A. FR~DOA und B. 0STMAN, Acta chem. scand. 10, 703 (1956). 
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Als Sitz des Methoxyls stehen C-23, C-27 und C-29 und 
als Ringverkntipfungsstelle aus sterischen Grtinden nur 
C-27 und C-29 zur Diskussion. Da das Signal der Meth- 
oxyl-Protonen in dem dutch Hydrierung mit Platinoxid- 
Katalysator in Atkohol und nachfolgende milde Oxyda- 
tion erhaltenen Hexahydrorifamycin S, in dem neben 
den konjugierten Doppelbindungen auch die Enoldoppel- 
bindung abges&ttigt ist, die gleiche Lage besitzt wie im 
Rifamycin S, handelt es sich n ich tum einen Enol-methyl- 
~tther; die 1Ringverkn~plungsstelle ist deshalb C-29. Die 
rasche und gtatte Eliminierung des Methoxyls bei der 

:~ZMe~,lMe 3:tMe ~2Me ~iMe 
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E n t s t e h u n g  des Te t r ahydropyran r inges  un te r  dem Ein-  
fluss yon S~uren, weis t  auf  eine AllylsteUung des Me- 
thoxyls  a m  C-27 bin, obwohl  C-23 n ich t  ganz ausge- 
sehlossen werden  kann.  

Die R i f amyc ine  13, O, S u n d  SV sind nach  den vorge-  
schlagenen Fo rme ln  I b i s  IV nati i r l iche ansa-Verbin-  
dungen 1~, in welchen der a romat i sche  Tell  durch  eine 
al iphat ische Ke t t e  so i iberbrt ickt  ist, dass diese du tch  die 
Ebene  des a romat i schen  Sys tems n ich t  durchschwingen  
kann.  Die Ke t t e  l iegt deshalb fast senkrech t  da rauf  im 
magnet ischen Felde  seiner z~-Elektronen, was im N M R  
aus einer  auffMlenden Verschiebung der  Doub le t t e  zweier 
C H 3 e H - G r u p p e n  ersichtl ich ist  (im R i f amyc in  S 0,64 und 
0,22). Viel  s ta rker  als bei  ch inoiden  Verb indungen  ist  die 
Verschiebung bei den en tsprechenden  Hydroch inonder i -  
v a t e n  z.13. in der  Verb indung  X X V I I  (0,5 und --0,6). 
Durch  me thano ly t i sche  Spa l tung  des grossen Ringes  er- 
hal t  m a n  aus der  Verb indung  X X V I I  die Verb indung  
X X V I I I .  Alle v ier  CH~CH-Double t t e  der  le tz teren  be- 
l inden sich erwartungsgem/iss  in e inem dichten  Signal- 
haufen,  dessen Schwerpunk t  bei 1 liegt. 

Auf  Grund  der Kons t i t u t i on  I l~sst sich ve rmuten ,  dass 
das R i f amyc in  13 zum grossen Tell, ebenso wie viele an- 
dere S tof fwechse lprodukte  der  Mikroorganismen aus bio- 
genet ischen ~ q u i v a l e n t e n  der Essigs~iure und der  Propion-  
sAure aufgebau t  ist. Die Kons t i t u t i on  der  a l iphat i schen 
Bri icke er inner t  an diejenige gewisser Makrolide.  Tro tz  

dieser b iogenet ischen Verwand t scha f t  s tel len R i f amyc ine  
eine struktureI1 neuar t ige  Gruppe  yon Na tu r s to f fen  da r  
und geben ein weiteres Zeugnis yon  der  F~thigkeit der  
Mikroorganismen,  ungew6hnl iche  Verb indungen  a n d  be- 
sonders solche mi t  vie lgl iedr igen Ringen  zu synthet is ieren .  

Wie aus der  nachfo lgenden  Mit te i lung  yon BRUFANI, 
FEDELI,  GIACOMELLO und  VACIAGO 1~ folgt, konnte  die 
auf  Grund  des chemischen Abbaus  und der  spekt roskopi-  
schen Unte r suchungen  abgele i te te  Kons t i t u t i on  I durch  
die R6n tgens t ruk tu rana lyse  des R i f a m y c i n  B-p- jodani l ids  
ro l l  best~ttigt werden. 

Summary. Const i tu t ion  I, based on ex tens ive  degrada-  
t ion studies,  is proposed for R i f a m y c i n  13, a me tabo l i t e  of 
Streptomyces mediterraneus n. sp. 

W. OPPOLZER, V. PRELOG 
und P. SE~sI  

Organisch-chemisches Laboratorium der Eidg. Technisehen 
Hochschule, Zi~rich (Schweiz) und Forschungslaboratorium 
der Lepetit SpA,  Milano (Italien), 10. Mtirz 7964. 

12 A. LOTTRINGIIAUS und H. GRALHEEg, Liebigs Ann. 550, 67 (1941). 
xs M. BRUFAIq, W. FEDELL G. GIACOMELLO und A. VACIAGO, Exper. 

20, 339 (1964). 

The X - R a y  Ana lys i s  of the  S tructure  of  

R l f a m y c t n  B ~ 

The  crys ta l  s t ruc ture  of p-iodoanil ide of r i famycin  13 
has been e lucidated  in our  l abora to ry  in order  to ob ta in  
an independen t  de te rmina t ion  of the  molecular  s t ruc ture  
of the  ant ib io t ic  compound  r i famycin  B, C89I-I49NOx4, a 
produc t  of the  metabo l i sm of SLreptomyces mediterranei 
n. sp. (see preceding paper) .  

Crys ta l lographic  measuremen t s  were s ta r ted  in 1962 
when  knowledge of  the  chemica l  s t ruc ture  was still  slight. 
However ,  enough was then  known to  prepare  a va r i e t y  of 
h e a v y - a t o m  der iva t ives  of r i famycin  B and o ther  re la ted 

• r i famycins.  A pre l iminary  s t udy  of these  der iva t ives  a 
indicated t h a t  the  p- iodoani l ide of r i famycin  t3, 
C~HsaN~O~3I, was the  most  promising for X- r ay  analysis. 
I n  fact,  crystals  of this  compound,  grown from a water -  
acetone solution and kep t  in a sealed capi l lary  tube  in the  
presence of mothe r  l iquor,  were fair ly stable and suitable 
for our  measurements ,  

Crystal data: C45HsaNzOlaI+ CaH60+ 5H20, M = 956.83 
+ 58.08+ 90.08 = 1104.99, Or thorombic  disphenoidal ,  
a =  9.06 ~c 0.03, b = 23.66 + 0.08, c =  2 5 . 4 5 ~ 0 . 0 9  ¢t,, 
U = 5456 A a, D m = 1.23 gem -a (by flotation),  Z = 4, 
D e = 1.34 s gem -~ ( taking solvent  molecules into account) ,  
F(000) = 1976+ 128+  200 = 2304. Space group,  P2~212 x 
(134, NO. 19). CuK~-radia t ion ,  p~= 53.25 cm -x, single 
crys ta l  oscil lat ion and V~reissenberg photographs .  

2175 reflect ions for in tens i ty  measuremen t s  were 
measured by eye from photograph ic  records made  by  
Weissenberg cameras  a t  room tempera tu re ,  using speci- 
mens measur ing  abou t  1 . 0 . 0 . 3 . 0 . 3  m m  and ro ta t ing  
around the  a (6 layers) and c (6 layers) axes. They  
amoun ted  to about  33% of the  reflect ions theore t ica l ly  

possible in the CuK~ sphere,  E v e n  the  best  crystals  were  
of med ium reflect ing power  and  de te r io ra ted  no t iceab ly  
in the  X- ray  beam;  no ref lect ions were observed beyond  
a spacing l imit  of 0.83 _h a round  the  c axis and of 1.00 A 
(with an average cut-off  a t  abou t  1.2 A) a round the  a 
axis. Absorpt ion correct ions  are  small  and were no t  
applied.  

The iodine a t o m  co-ordinates  were de te rmined  wi thou t  
ambigu i ty  f rom a th ree-d imens iona l  unsharpened  Pa t t e r -  
son synthesis ;  a sect ion of the  Pa t t e r son  func t ion  a t  
U = I/g is shown in F igure  1. 

W i t h  phase angles ca lcu la ted  f rom these coord ina tes  4 
(x/a = 0.548, y/b = 0.087, z/c = 0.491, R = 41%),  a 
three-d imens ional  Four ie r  synthesis  was eva lua ted ,  in- 
c luding a t  th is  ear ly  stage all the  s t ruc tu re -ampl i tudes  
w i thou t  any  weighing scheme. 61 m a x i m a  were inter-  
pre ted  as carbon  atoms,  g iv ing  an R va lue  of 36%, b u t  
no in format ion  on the  chemical  s t ruc ture  could safely  be 
g iven by  the  e lectron d is t r ibut ion  at  this stage. 17 m a x i m a  
out  of the  61 p roved  la ter  to be spurious.  

The  e lucidat ion of the  s t ructure  cont inued by  Four ie r  
methods :  the  benzene ring of the  anilide could be clearly 

1 A brief preliminary report on this structure has been read at a 
meeting of the Aceademia Nazionale dei Lincei, Rome, on Decem- 
ber 14, 1963 ~. 
M. Br~uFAm, W. FEDELb G. GIACOMELLO, and A. VACIAGO, Rend. 

Ace. Lintel, 36, 113 {1964). 
$ M. BRUFANI, W. FEDELI~ G. GIACOMELLO, and A. VACIAGO, 

Chemotherapia (Basel) 7, 145 (1968}. 
It is noteworthy that the iodine atom coordinates from the 
Patterson function did not change much during refinement (see 
Table), and that they were such that there was no 'mirror image' 
problem. 


