la N-pirrolilacetamidocefalosporina 6.3 y para la N-pirrolilacetamidodesacetoxi-
cesalosporina 6,2.
Se comparan los resultados obtenidos y se discuten los mecanismos de la

cinética de degradacién en cada caso.

SUMMARY
We have studied the degradation kinetics of '.\'-pirrnl_\'lat-vlamidupvnic-ilin. N-
pirroly]acetamidocephalosporin and N-pirrnl_\']acetamidndeacotnx_\'c-pplmlc:spurin.
respectively in a 37°C aqueous solution at ionic strongth 0.5. at pH of 2.3/11.5.
and we have noticed that they correspond to a pseudofirst orden kinetics with
respect to the concentration of the antibiotic.

The hydrolytic reactions of each antibiotic obtained are subjected to a gene-
ral acid-base catalysis having detected a slight catalytic effect of chemical species
present in the phosphate buffer solutions.

The pH’s of maximun stability for each of the antibiotics studied have been
as follows: for N-pirrolylacetamidopenicillin 6.3 for N-pirrul)'la(-etaunidm-ephﬂ-
losporin 6.3 and for N'pirrolylacetami(lu(leacctu.\c_vcephalnspc:rin 6.2.

We have compared the results obtained and have discussed the mechanims of
the degradation kinetics in each case.
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SINTESIS DE LA N-PIRROLILACETAMIDOPENICILINA,
DE LA N-PIRROLILACETAMIDOCEFALOSPORINA Y DE LA
N-PIRROLILACETAMIDODESACETOXICEFALOSPORINA

Por M. J. Arin,
M. T. Diez y
F. Salto

INTRODUCCION

Los antibioticos  B-lactamicos son un importante grupo de fimacos de gran
valor utilizados en el tratamiento de enfermedades infecciosas. Dentro de ellos
estdn incluidas las penicilinas. cefalosporinas v desacetoxicefalosporinas natura-
les v sintélicas.

Los antibidticos  B-lactdmicos semisintéticos resultan de la acilacion del
grupo amino de los deidos 6-Aminopenicilinico (6-APA), 7-Aminocefalospordnico
(7-ACA) y T-Aminodesacetoxicefalospordnico (7-ADCA) con diferentes radicales
acilo.

La bisqueda de nuevos antibidticos es un desafio constante a la imaginacion
de los quimicos para idear nuevos deidos gque permitan conducir a antibifticos
con mejores propiedades farmacolagicas.

El objeto del presente trabajo es la sintesis de la N-pirrolilacetamidope-
nicilina. de la N-pirrolilacetamidocefalosporina y de la N-pirru]iIavelamidutlt‘-
sacetsacetoxicefalosporina. mediante la misma técnica con el fin de que las han
inlplll‘(‘?.il:-‘ SO0In :-'(‘Ill(‘jilnll‘s .\ I}l)ll(’l' (’S[lldial' l)()SI(‘ri("‘lnente )' d(’ f(]rl]la (‘Oll]pﬂra‘
tiva. la estabilidad de estos compuestos. asi como sus prt_»piedades farmacologicas.

La N-pirrolilacetamidocefalosporina ha sido citada por A. Nudelman®. pero
sin especificar ninguna caracteristica de ella ni de su método de obtencién.

MATERIAL Y METODOS

Reactivos

En general, en las reacciones de sintesis hemos empleadn sustancias quimica-
mente puras mientras que en las reacciones analiticas los productos utilizados

han sido reactivos para andlisis suministrados por la casa Merck.
An. Fac. Vet Leén., 1983, 29, 113-125.
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(6-APA). (7-ACA) y (7-ADCA).—Han sido cedidos por Antibidticos. S. A
con una pureza controlada por el método hidroxdmico del 98%. 920 v 98%.

respecti\'amente.

Clorhidrato de glicinato de etilo. 2.5-Dimetoxitetrahidrofurano. Clorofor-
miato de etilo, N-metilmorforlina y Trietilamina (TEA).—Han sido suministrados
por la casa Merck en la calidad de «Reactivos para sintesis».

2-Etilhexanoato potdsico.—Se obtiene por neutralizacién del acido 2-Etilhe-
xanoico con hidréxido potdsico en medio hidroalcohdlico. La disolucidn de la sal
obtenida se lleva a sequedad en el Rotavapor y el residuo se disuelve en el dizol-
vente orgdnico deseado. La riqueza del 2-Etilhexanoato potasico de la disolucidn
finalmente obtenida, se determina mediante valoracion con HCI IN en medio
éter-agua, empledndose azul de bromofenol como indicador.

Aparatos

En nuestro trabajo, ademds de emplear los utensilios normales de laboratorio.

hemos utilizado los siguientes aparatos:

— Espectrofotometro BAUSCH-LOMB. Spectronic 2000.

— Espectrofotémetro IR. BECKMANN. Modelo Acculab 4.

— Equipo de Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (CLAE) LABORA-
TORY DATA CONTROL.

— Los espectros RMN se han realizado por gentileza de Antibidticos, S. A.

Madrid en un BRUKER 80 Mhz.

Métodos analiticos

Para el andlisis de la N-pirrolilacetamidopenicilina, de la N-pirrolilacetamido-
cefalosporina y de la N-pirrolilacetamidodesacetoxicefalosporina se ha puesto a
punto una téenica de Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (CLAE). para la
que se ha utilizado una columna de compresion radial (RCSS) con un relleno de
ODS y una fase mévil formada por una disolucion reguladora de fosfatos 0.05M
de pH=6 con un contenido en metanol del 60 % para la cefalosporina y desa-
cetoxicefalosporina y del 40 % para la penicilina.

Hemos utilizado la espectrocopia UV, IR y RMN para la caracterizacion de

los antibiéticos obtenidos por nosotros.
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Preparacion de la N-pirrolilacetamidopenicilina. de la
N-pirrolilacetamidocefulosporina v de la
N-pirrolilucetamidodesacetoxicefalosporina

N-pirrolilacetato de etilo

La obtencion de este producto constituve el primer paso para la preparacion
del deido N-pirrolilacético. que posteriormente se unird al 6-APA para formar
N-pirrolilacetamidopenicilina. al 7-ACA para formar la N-pirrolilacetamidocefa-
losporina val 7-ADCA para formar la \-lnim)]i]'.u‘t‘tzunithulc'szu'vlt)xil‘t’falltlspurinu.

Se ha seguido la téenica de Clanson-Kaas® por reaccion de 2.5-Dimeto-
xitetrahidrofurano con el clorhidrato del glicinato de etilo.

Fon un matraz de 500 ml se disuelven 30 g de acetato sédico en 150 ml de
dcido acético glacial v se calienta a ebullicién. Se agregan 60 moles de clorhi-
drato de glicinato de etilo v. cuando la disolueion estd clara. se anaden 8.1 ml de
2.5-Dimetoxitetrahidrofurano v la mezela de reaceion se vuelea sobre 600 g de
agua-hiclo v se deja 5 minutos en agitacion. Se afiade acelato de etilo. se agita v
se separan las fazes. Como la fase orgdnica arrastra una gran cantidad de dcido
acético. se afade carbonato sadico al 5 %. Se separan las fases y a la fase orgé-
nica =¢ anade disoluciéon saturada de cloruro potdsico. La fase orginica se con-
centra en el Rotavapor v se obtiene un residuo aceitoso en el que se encuentra el
N-pirrolilacetato de etilo. Se destila v se obtienen 4.63 g del ester (50 %). Se ha
caracterizado mediante espectroscopia UV, IR v RMN vy los espectros obtenidos
nos confirman su estructura.

deido !\'-pirrn!ilm't’!i(‘o

Se obtiene por hidrolisis del N-pirrolilacetato de etilo, obtenido previamente.
Se trata éste con 150 ml de una mezela al 50 % dioxano-agna y 72 ml de disolu-
cion de NaOH IN durante dos horas. v posteriormente se trata con una resina
intercambiadora de iones en su forma 4cida durante 30 minutos®. Se comprueba
el pH. se filtra v se elimina el dioxano en el Rotovapor. Se lleva dos veces a
sequedad con etanol (300 ml) para eliminar el agua. y el residuo obtenido se
disuelve en éter-éter de petréleo (40-60°C). Se concentra de nuevo en c]. Roto-
vapor y se obtiene un sélido blanco eristalino que ha pesado 2.20 g (58 s o
presenta las siguientes caracteristicas: P.f.— 87 C. Equivalente de neutraliza-
cion .= 130.8 . pK_ = 3.38 & 0.03. determinado por la técnica de Albert y Ser-
geant'. Por CLAE s6lo se ha detectado un tnico pico ('mmatngra’lfi("n lItiliZ'dTld_U
una fase movil formada por disoluciones regulares de fosfatos a diferentes pl’s
(2.5=3.5-6.0 = 7.0) con contenidos en metanol comprendidos entre ¢l gl
50 % a una longitud de onda de 229 nm v a un flujo de 2 ml/min con LR oL
centracion de dcido de 0.05 mg/ml. Se han realizado los espectros UV. IR v

RMN. que nos confirman la estructura del compuesto.
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N-pirrolilacetamidopenicilina

La obtencién de este producto tiene dos partes fundamentales: por un lado.
la solubilizacién del 6-APA, que se va a unir al deido pirrolilacético, y. por otro
lado, la transformacién previa de éste en un anhidrido mixto por reaccién con
cloroformiato de etilo.

Obtencién del anhidrido mixto.—En un reactor rodeado de un baiio de nitré-
geno liquido-acetona se enfrian 104 ml de acetona a —55°C y se le afiaden 0.04
moles de dcido N-pirrolilacético, 5.2 ml de TEA. 4 ml de cloroformiato de etilo.
una gota de N-metilmorfolina. A continuacién se deja subir la temperatura a
-30°C y se deja 70 minutos en estas condiciones. Se enfria a —60°C v se le
afiade la disoluciéon de 6-APA.

Disolucién del 6-APA.—Se mezclan 50 ml de acetona y 52 ml de agua con
0,04 moles de 6-APA. Se enfria entre 0-5°C y se aiiade lentamente y con agita-
cion TEA, cuidando de que el pH se mantenga entre 8 y 8.5 hasta la total diso-
lucion del 6-APA.

Formacién de la N-pirrolilacetamidopenicilina.—Una vez disuelto el 6-APA.
se afiade sobre el anhidrido mixto a — 60°C. Se deja que la temperatura suba
poco a poco hasta — 25°C y se mantiene durante una hora a esta temperalura. Se
da por terminada la reaccion y se procede a la concentraciéon. La mezela de reac-
cion se lleva a Rotovapnr para eliminar la acetona y se extrae con li)l). ml (%v
acetato de etilo, ajustindose el pH a 1.5 con HC1 5N antes de la o.\‘trm'me.’m. Se
seca la fase organica con sulfato anhidro, se filtra y se lava con acetato de tilo. Kl
extracto obtenido se pone en agitacién con 2-Etilhexanoato potdsico en acelato
de isobutilo, que se va adicionando poco a poco. Se consumen 24 ml de este
L.85N. Se baja la temperatura a 5-10°C y se mantiene durante una llt_n‘u en f‘?—f'l“‘
cién. Se filtra y se lava con acetato de etilo. Se obtiene asi la N-pirrolilace-
lamidopenicilina_l en forma de sal potdsica, que. una vez seca, peso 12.44 gramos
(89 %), que presenta las siguientes caracterfsticas: P.f. 190-200°C con descom-
posicion. Espectro UV.—Se ha realizado un barrido de 200-300 mm. Espectro IR
(BrK).—Pirrol (730, 1090 y 1280 em'), p—-lactama (1770 em" ) — CO amida
(1660 em™'), —NH de amida (3300 em™") y — CO carboxilico (1610 em™').
Espectro RMN (D,0). Ref. HDO.—Pirrol (6,20 y 6.75 p.p.m.), HO (5.5 p-p-m.).
H5 (5,4 p-p-m.), — CH, (4,7 p.p-m.), H3 (4,15 p.p.m.) y — CH,; (1.4 y 1.5
p-p-m.). CLAE.—S6lo se detecta un pico cromatogrifico. El producto ha r:‘sul-
tado ser activo frente a numerosos microorganismos, sobre todo frente a Gram
positivos. Los espectros UV, IR y RMN estdn representados en la fig. 1.

N-pirrolilacetamidocefalosporina

Al igual que en el caso de la penicilina, la sintesis de este producto consta de
dos partes fundamentales. Por un lado, la formacién de anhidrido mixto entre el
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dcido N-pirrolilacético y el cloroformiato de etilo, procedimiento ya descrito en
el apartado anterior, y, por otro lado, la solubilizacién del 7-ACA. Para disolver
el 7-ACA se mezclan 50 ml de acetona y 52 ml de agua, a los que se afiaden
0,04 moles de 7-ACA. Se enfria entre 0 y 5°C y se afiade lentamente y con agi-
tacion TEA hasta la total disolucién.

La obtencién de la N-pirrolilacetamidocefa]osporina se realiza siguiendo la
misma técnica que la descrita para la obtenci6n de la penicilina. Se obtiene asi la
sustancia en forma de sal potdsica, que, una vez seca, ha pesado 13,60 g (85 %).
¥ que presenta las siguientes caracteristicas: P.f.—160°C con descomposicion.
Espectro UV.—Presenta un méximo a 258 nm. Espectro IR (BrK).—Pirrol (730,
1090 y 1280 em™!), B-lactama (1750 em~!), = CO carboxilico (1600 em™').
- CO amida (1660 y 1535 em™'), = NH de amida (3250 em'). Espectro RMN
(DMSO). Ref. TMS.—Pirrol (6,10 y 6,70 p.p.m.), H6 y H7 (5.0 y 5.5 p.p.m.).
- CH, enlazado al pirrol (4,7 p.p.m.), H2 (3,4 p.p.m.), — CH, del grupo acetoxi-
metil (4,9 p.p.m.) y =CH; (2,1 p.p.m.). Los espectros UV, IR y RMN estdn
representados en la fig. 2. La N-pirrolilacetamidocefalosporina ha resultado ser
activa frente a numerosos microorganismos, sobre todo a los Gram positivos.

N-pirrolilacetamidodesacetoxicefalosporina

De forma andloga al caso de la penicilina y la cefalosporina, la obtencion de
la N-pirrolilacetamidodesaeetoxicefalospnrina consta de dos partes fundamenta-
les: la formacién del anhidrido mixto y la disolucién del 7-ADCA. Para disolver
éste se mezelan 50 ml de acetona con 52 ml de agua y 004 moles de 7-ADCA.
Se enfria entre 0-5°C y se le afiade lentamente y con agitacion TEA hasta la
total disolucién.

Asimismo, la formacién de la N-pirrolilacetamidodesacetoxicefalosporina se
realiza mediante un proceso similar al de la penicilina y cefalosporina. Se
obtiene también en forma de sal potdsica, que, una vez seca, peso 11,71 gramos
(85 %), Y que presenta las siguientes caracteristicas: P.f.—180-185°C con des-
composicion, Espectro UV.—Presenta un méximo a 261 nm. Espectro IR (BrK).—
Pirrol (730, 1090 y 1280 em!), B-lactama (1750 em™!), = CO del grupo
carboxilico (1600 em!), = CO de amida (1660 y 1535 em™') y —NH de amida
(3300 em™!). Espeetro RMN (DMSO). Ref. TMS.—Pirrol (6,1 y 6.75 p.p.m.). H6
y H7 (4,9 ¥ 9,45 p.p.m.), — CH, enlazado al pirrol (4,7 p.p.m.), H2 (3.3 p.p.m.) v
- CH; (1.95 p-p-m.). Los espectros UV, IR y RMN estan representados en la
figura 3. La N-pirrolilacetamidodesacetoxicefalosporina ha resultado ser activa
frente a numerosos microorganismos, sobre todo frente a los Gram positivos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Sintesis de la N-pirrolilacetamidopenicilina, de la
N-pirrolilacetamidocefalosporina y de la
N-pirrolilacetamidodesacetoxicefalosporina

La obtencién de penicilinas v cefalosporinas semisintéticas consiste en la aci-
lacion del grupo amino de los dcidos 6-APA. 7-ACA y 7-ADCA con un dcido o
un derivado de deido.

En nuestro departamento venimos trabajando desde hace algiin tiempo en la
obtencion de nuevas penicilinas y cefalosporinas que contengan en la cadena
lateral derivados sustituidos del deido acético, uno de cuyos sustituyentes sea el
grupo pirrol. En nuestro caso hemos preparado el dcido N-pirrolilacético. cuyo
producto de acilacién constituve la cadena lateral de la penicilina, cefalosporina
v desacetoxicefalosporina sintetizada por nosotros.

Para la sintesis del acido N-pirrolilacético hemos partido del clorhidrato del
glicinato de etilo, que es un producto comercial, el cual se ha transformado
mediante la reaceion de Clauson-Kaas®. Nosotros hemos hecho reaccionar el clor-
hidrato del glicinato de etilo con 2.5-Dimetoxitetrahidrofurano en presencia de
deido acético v acelato sidico en las condiciones especificas en la parte experi-
mental. obteniéndose el ester con un rendimiento del 50 %.

Por hidrolisis del N-pirrolilacetato de etilo con NaOH en dioxano-agua, obtu-
vimos el dcido N-pirrolilacético en forma de un producto blanco eristalino con
un rendimiento del 58 9%.

Como va hemos indicado anteriormente. la sintesis de la pt‘lli(’ili"a- de la
cefalosporina v de la desacetoxicefalosporina obtenidas por nosotros =e realiza
mediante la acilacion de los deidos 6-APAL 7-ACA v 7-ADCA, respectivamente.
con el acido N-pirrolilacético. previa su transformacion en anhidrido mixto.

La reaccion entre el grupo carboxilico del dcido N-pirrolilacético y el grupo
amino del 6-APA. 7-ACA v T-ADCA debe realizarse con un minucioso control
ilidad de pro-
N-pirrnlil(lt‘-

de la temperatura v de los disolventes t’m]ll('mlus. debido a la fac
dueeion de reacciones secundarias que presentan los compuestos
rivados v el 6-APA. asi como a la labilidad del anillo B -lactdmico.

Ll preieriee paso para que se realice la acilacion de los nicleos consiste
Para ello no hemos

en la
activacion del grupo carboxilico del seida \‘-pil'rulilm‘(‘livn.
)s correspondientes
(S0,CI). ya que

nrginanflu

podido emplear los métodos elisicos de transformacién de 1
cloruros de deido por reaccién con (':]31) o cloruro de tionilo
estas sustancias descomponen a los derivados _\-pirm]i!susliluidus. i
ido para dicha acti-

numerosos productos secundarios. Por este motivo se ha eleg
anhi-

vacion la transformacion del deido N-pirrolilacético en su correspondiente
drido mixto.
La obtencion de este anhidrido mixto se realiza por reaccion de una sal de
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TEA de dicho 4cido con un cloruro de dcido adecuado. Los cloruros de dcido
mis utilizados son el cloruro de pivaloilo? y el cloroformiato de etilo.

El cloruro de pivaloilo (CI-CO-C-(CH,),). al presentar impedimento estérico
y efecto inductivo positivo que impide que ataque nucleofilico de los acidos
6-APA, 7-ACA y 7-ADCA, en principio, orientaria la acilacion del dcido
N-pirrolilacético, conduciendo a buenos resultados.

El cloroformiato de etilo tiene la ventaja de ser mds econémico y su acilacion
con el nicleo correspondiente darfa lugar a un producto muy inestable que se
eliminaria con facilidad. De esta forma se veria favorecida la acilacion de los
niicleos por la parte correspondiente del dcido en el anhidrido mixto. Por estas
razones hemos utilizado el cloroformiato de etilo para la formacion del anhidrido
mixto.

Otro problema que presenta la acilacion, al tener que realizarse con disolven-
tes orgdnicos, es la disolucién del 6-APA, 7-ACA y 7-ADCA, ya que son insolu-
bles en dichos disolventes. Para solubilizarlos hay que transformarlos en sales de
TEA, utilizando agua y acetona como disolventes. manteniendo la temperatura
entre 0 y 5°C y controlando el exceso de TEA que puede provocar la ruptura
del anillo B-lactimico a un pH superior a 8.

Siguiendo las directrices anteriores. y tal y como se describe en la parte
experimental, se obtuvieron la N-pirrolilacetamidopenicilina, la N-pirrolilaceta-
midocefalosporina y la N-pirrolilacetamidodesacetoxicefalosporina con rendi-
mientos desde el deido N-pirrolilacético del 89, del 85 y del 85 %, respectivamente.
El esquema general de las reacciones esta representado en la fig. 4.

La N-pirrolilacetamidopenicilina ha sido obtenida «u lorma de sal potdsica y es
un polvo blanco, soluble en agua, metanol y etanol. poco soluble en benceno.
cloroformo, acetona, ciclohexano y éter etilico. Funde con descomposicion entre
190-200°C. Tiene un pK,=3.02 £ 0.01. Por CLAE solo se detecta un pico ero-
matogrdfico. Los espectros UV, IR y RMN confirman la estructura de la N-
pirrolilacetamidopenicilina potdsica.

La N-pil'rolilacelamidncefalnspurina se ha obtenido también en forma de sal
poldsica y es un polvo amarillento, soluble en agua y metanol, poco soluble en
etanol, benceno, cloroformo, acetona. ciclohexano y éter etilico. Funde con des-
composicién alrededor de 160° C, presenta un pK, = 2,98 = 0,01. Por CLAE, en
las condiciones especificadas en la parte experimental. sélo se detecta un pico en
el cromatograma. Los espectros UV, IR y RMN confirman la estructura de la
N-pirrulilacetamidocefaloslmrina potdsica.

La :\‘-pirrnlilavelmni(lmlesaceluxicefa]nspurina se ha obtenido, asimismo. en
forma de sal potisica, y es un polvo amarillo, soluble en agua v metanol. poco
soluble en etanol, benceno, cloroformo, acetona, ciclohexano y éter etilico.
Funde con descomposicion entre 180-185°C. Presenta un pK, = 3.26 = 0.01.
Por CLAE s6lo se detecta un pico en el cromatograma. Los espectros UV, IR y
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RMN confirman la estructura de la N-pirrolilacetamidodesacetoxicefalosporina
potésica.

Como ya hemos indicado, estos tres antibiéticos preparados por nosotros pre-
sentan actividad biologica frente a organismos Gram positivos. Su espectro anti-
microbiano se estd realizando en las Laboratorios de Microbiologia de Antibioticos.
Sociedad Anénima.

RESUMEN

Se describe la sintesis de la N-pirrolilacetamidopenicilina. de la N-pirroli-
lacetamidocefalosporina y de la N-pirrolilacetamidodesacetoxicefalosporina por
acilacién de los dcidos 6-Aminopenicildnico (6-APA), 7-Aminocefalospordnico
(7-ACA) y 7-Aminodesacetoxicefalospordnico (7-ADCA), respectivamente. con
el dcido N-pirrolilacético, previa transformacion de éste en un anhidrido mixto
con cloroformiato de etilo.

Los antibi6ticos se han obtenido en forma de sales potdsicas con un rendi-
miento a partir del dcido N-pirrolilacético del 89 % para la N-pirrolilaceta-
midopenicilina, del 85 % para la N-pirrolilacetamidocefalosporina y del 85 %
para la N-pirrolilacetamidodesacetoxicefalosporina.

Los productos sintetizados han sido caracterizados por sus correspondientes
espectros UV, IR y RMN. Para el andlisis de dichos productos se ha puesto a
punto un método de Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (CLAE) utilizando
una columna de comprensién radial con un relleno de ODS y una fase maovil
constituida por una disolucién reguladora de fosfatos 0,05M de pH = 6 en meta-
nol del 40/60 para la penicilina y del 60/40 para la cefalosporina y desace-
loxicefalosporina.

SUMMARY

The synthesis of N-pirrolylacetamidopenicillin, N- [)lI'I’O]Vld(‘(’llelll(]i}('(‘l]]]dl(hpul'lll
and N- -pirrolylacetamidodeacetoxycephalosporin by acylation of 6- Aminopenici-
llanic (Acid 6- -APA), 7-Aminocephalosporanic (Acid 7-ACA) and 7-Aminodea-
cetoxycephalosporanic (Acid 7-ADCA), respectively with N-pirrolylacetie Acid.
after a previous transformation of the later into a mixed anhydride with Ethyl
Chloroformiate has been described.

The antibiotics have been obtained in the form of Potassium salts with the
following yields from N-pirrolylacetic Acid: 89 % of N-pirrolylacetamidopeni-
cillin, 85 % of N-pirrolylacetamidocephalosporin and 85 % of N-pirrolylaceta-
nud1»deacetnxycephalnspurin.

The sinthetized antibiotics have been characterized by their corresponding

spectra UV, IR y RMN.

A method of HPLC using a radial compression column with an ODS packing
has been established for the analysis of the products obtained. The mobile pha-
ses formed by a phosphate buffer solution. pH= 6. in 40/60 v. methanol for
cephalosporin and 60/40 v. methanol for penicillin.
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