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RESUMO

Maltodextrina é o resultado da hidrélise do amido de milho ou da fécula. Estas moléculas poliméricas sao
metabolizadas de forma rapida no organismo humano, contribuindo, em individuos saudaveis, para um
aumento exponencial de insulina (pico de insulina) na corrente sanguinea. A presenga de certos micro-
organismos em preparagdes nao estéreis pode ter o potencial de redugdo ou mesmo inativagdo da
atividade terapéutica do produto e possui um alto potencial de causar efeitos adversos prejudiciais a
saude do paciente. A analise microbiolégica de produtos e matérias-primas é exigida para comprovar que
a carga de micro-organismos viaveis esta dentro dos parametros exigidos pelos 6rgéos reguladores e
também a auséncia de micro-organismos patogénicos. O objetivo da adequacao é avaliar a eficacia e
eficiéncia do método padrdo, de acordo com as indicagdes sugeridas pela Farmacopeia Brasileira, e
demonstrar que o método é apropriado para a finalidade pretendida, de forma que, demonstre de maneira
documentada que o método analitico descrito na monografia de analise da matéria prima Maltodextrina
para limite microbiolégico seja capaz de evidenciar uma possivel contaminag¢éo do produto. Realizou-se o
procedimento padrdo para cada cepa de referéncia a ser utilizada, conforme as instrugbes da
Farmacopeia Brasileira. As diluigbes foram feitas partindo de uma cultura recente. Sendo realizadas
diluicdes seriadas até obter a diluicdo num intervalo operacional de 30-300 UFC/ml. De acordo com a
Farmacopeia Brasileira os percentuais de recuperagdo dos micro-organismos pesquisados sao
superiores a 50%.

Palavras-chave: Maltodextrina, Controle microbioldégico e Recuperagao de micro-

organismos.
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INTRODUGAO:

Maltodextrina é o resultado da hidrélise do amido de milho ou da fécula,
normalmente se apresentando comercialmente na forma de pd branco, composto por
uma mistura de varios oligbmeros da glicose, compostos por cinco a dez unidades.

Pode ser definida como um polimero da glicose. Estas moléculas poliméricas sdo
metabolizadas de forma rapida no organismo humano, contribuindo, em individuos
saudaveis, para um aumento exponencial de insulina (pico de insulina) na corrente
sanguinea.

DADOS QUIMICOS DO INSUMO FARMACEUTICO ATIVO (IFA)

Nome: Maltodextrina
Férmula: (CéH190Os),
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A presencga de certos micro-organismos em preparagdes nao estéreis pode ter o
potencial de redugao ou mesmo inativacdo da atividade terapéutica do produto e possui
um alto potencial de causar efeitos adversos prejudiciais a saude do paciente.

A analise microbioldgica de produtos e matérias-primas é exigida para comprovar
que a carga de micro-organismos viaveis esta dentro dos parametros exigidos pelos
orgaos reguladores e também a auséncia de micro-organismos patogénicos.

A adequacao analitica deve garantir, por meio de estudos experimentais em
laboratorio, que o método a ser utilizado atende as exigéncias das aplicagdes analiticas
as quais sera submetido, assegurando a confiabilidade dos resultados, com aceitavel
nivel de desempenho. O objetivo da adequagao € avaliar a eficacia e eficiéncia do
meétodo padrao, de acordo com as indicagdes sugeridas pela Farmacopeia Brasileira, e
demonstrar que o método € apropriado para a finalidade pretendida, de forma que,
demonstre de maneira documentada que o método analitico descrito na monografia de
analise da matéria prima Maltodextrina para limite microbiolégico seja capaz de
evidenciar uma possivel contaminag¢ao do produto.

O método escolhido para a contagem de micro-organismos é a semeadura da
amostra em profundidade (Pour Plate) pelo fato da mesma nao apresentar solubilidade

no diluente impossibilitando a filtragdo em membrana.

FUNDAMENTAGAO TEORICA

A necessidade de desenvolvimento de métodos de controle e gestdo da
qualidade tem se colocado como um fator de melhoria.

A realizagdo do controle de qualidade nas industrias farmacéuticas e de suma
importancia para assegurar a qualidade, segurancga, eficacia e credibilidade dos seus
medicamentos junto ao mercado consumidor.

O objetivo principal da analise microbiolégica no controle da qualidade na

industria farmacéutica em relagao ao aspecto qualitativo do produto ou matéria-prima, é



quantificar a presenga de micro-organismos viaveis, quando existentes e comprovar a

auséncia de micro-organismos patogénicos.

CORPO DO TRABALHO/DESENVOLVIMENTO

1. MATERIAIS
Os materiais permanentes e de consumo estdo listados nas tabelas a seguir.
Outros materiais permanentes e de consumo podem substituir os descritos, desde que

sejam da mesma especificagao.

1.1. Equipamentos

Tabela 01 — Dados dos equipamentos.

Equipamento Fabricante Ultima calibracdo  Préxima calibracéo

Autoclave Sercon 21/09/18 Set./19
Balancga analitica BAE 35 Marte 06/08/18 Dez./19
Incubadora ES 20 LabCont 10/09/18 Set./19
Incubadora ES 21 LabCont 09/10/18 Out./19
Incubadora ES 31 Nova Etica 19/11/18 Nov./19
Incubadora ES 32 LabCont 09/10/18 Out./19
Pipeta automatica Eppendorf 10/07/18 Jul./19

1.2. Meios de cultura, Reagentes e Materiais

Tabela 02 — Dados dos meios de cultura e Reagentes — Preparo FQM.



Ciclo de Preparado

Meio de cultura Fabricante Lote Validade
Preparo por
Tryptic Soy Agar Maria
(TSA) Merck 107281 Jan./23 45/19 Vieira
Sabouraud 4% .
Dextrose Agar Merck | VM 834538 | 27/04/23 45/19 Maria
Vieira
(SDA)
TAT Broth Base Scharlau 106978 Set./21 49/19 \'\/"Izlrl'r:
Cetrimide Agar Merck | VM 791884 | 06/06/22 | 46/19 \'\/"Izlrl';
Mannitol Salt Agar | Scharlau | VM 830804 | 03/04/23 46/19 \'\;'Iglrl'rg
Caldo Mac Conkey | Oxoid | VM 852096 | 31/08/23 46/19 \'\;'Izlrl'rg
Agar Mac Conkey |  Oxoid 2320107 | Abr./23 46/19 \'\;'Iglrl';
Caldo Rappaport Merck | VM 820000 | 30/01/23 | 46/19 \'\/"Izlrl';
Agar XLD Merck | VM 817890 | 25/01/23 | 06/05/2019 \'\/’12:"‘;
Cloreto de sodio | J. T. Baker | Y02C59 | 01/11/25 |  40/19 \'\/"Iz:'l'rg
Agua destilada FQM 001 1 dia — —

Tabela 03 — Dados dos reagentes
Nome do reagente Fabricante Lote Validade

Rapid One System Remel 421207 12/11/19
Rapid Staph Plus System Remel 403730 11/10/19
Rapid Yeast Plus System Remel 394891 27/09/19

Rapid NF Plus System Remel 420711 05/08/19

Coloragao de Gram Merck HX 73812303 31/03/20

Tabela 04 — Dados dos materiais
Material Fabricante Lote Validade



Placa de rzf;” 90x15 Olen PSD100918 Set./20
Ponteiras Estéreis Kasvi 150919 24/01/22

1.3 Micro-organismos utilizados

Tabela 05 — Dados do micro-organismo
Nome do micro-organismo ATCC Lote Validade

Staphylococcus aureus 6538 827-238-3 17/07/19
Pseudomonas aeruginosa 9027 484-854 31/05/19
Escherichia coli 8739 483-884-1 17/07/19
Salmonella typhimurium 14028 363-345-3 17/07/19
Bacillus spizizenii 6633 486-753-1 01/10/19
. . 443-735 30/04/19
Candida albicans 10231 443-911-2 02/11/19
Aspergillus brasiliensis 16404 392-832-1 01/10/19
2. AMOSTRAS
Tabela 06 — ldentificagdo das amostras
Descri¢cao Caddigo Lote
Maltodextrina 100002517 0000071592
Maltodextrina 100002517 0000063239
Maltodrextrina 100002517 0000070980

3. PROCEDIMENTO




3.1. Preparo de amostras, reagentes e solugdes
3.1.1. Preparo da solugao fisiologica estéril (SFE)

Pesar 9,0g de cloreto de sédio e diluir para 1000 mL com agua destilada.

Distribuir 90,0 mL para frascos de 250mL.

Autoclavar de acordo com o procedimento de autoclavacgéo validado e vigente —
PROTOCOLO DE VALIDACAO DE AUTOCLAVE.

Distribuir para tubos de ensaio estéreis 9,0 mL e 9,9mL para as diluicbes

necessarias.

Tabela 07 — Dados da preparacao do diluente.

Nome do reagente Peso

Cloreto de sddio 94¢
Agua destilada g.s.p 1000 mL

3.1.2. Preparo do Caldo Base de Caseina Lecitina e Polissorbato (TAT)
Suspender 25 g do pé em 960 mL de agua destilada. Aquecer até 50°C e
adicionar 40 mL de Polissorbato 20. Distribuir 90 mL em frascos schott e esterilizar em

autoclave no ciclo validado.

Tabela 08 — Dados de preparo dos meios diluentes

Peso amostra (g) Volume amostra (mL) Volume do Caldo
1:10 10 90 mL

3.2. Preparo da Amostra

Pesar 10 g da amostra em cada um dos 1 tipos de diluente preparados com o

caldo TAT conforme item anterior 3.1.2.



Tabela 09 — Dados da diluicdo da amostra.

Peso amostra (g) Volume amostra (mL) Volume do Caldo
1:10 10 90 mL

3.3.  Preparo dos micro-organismos

Bactérias e Leveduras

A partir de culturas de estoque, estriar bactérias em placas contendo Agar Tryptic
Soy ou Agar Sabouraud para leveduras.

Incubar por 18-24 horas a 30-35° C as bactérias e por 24 -52 horas a 20-25°C as
leveduras.

Consultar na tabela abaixo a concentragdo para cada micro-organismo teste e
preparar a suspensao inicial fazendo a leitura no densimat:

Em um tubo de ensaio de 16,17 x 75,10 mm, colocar 3,0 mL de solucao
fisiologica estéril; Apds periodo de incubagédo das placas, com o auxilio de uma alga
estéril, selecionar coloénias bem isoladas para o preparo da suspensao inicial (l);
Colocar o tubo inoculado no densimat para leitura da concentragdo que devera atingir
os valores correspondentes para cada micro-organismo; Se a concentragdo nao atingir
o valor da tabela, acrescentar mais col6nias ou solugao fisioldgica estéril para aumentar
ou diminuir a concentragao respectivamente.

Faca a leitura da concentragdo no espectrofotometro modelo densimat, onde os

valores de leitura corresponde a concentracao ideal das bactérias onde:

Nome do micro-organismo Concentragdo  Fator de diluigdo
Staphylococcus aureus 6538 5,0 10’
Pseudomonas aeruginosa 9027 55 107
Escherichia coli 8739 4,0 10’
Salmonella typhimurium 14028 4,5 10’
Bacillus spizizenii 6633 6,5 10’




Candida albicans 10231 45 10°

Bolores

A partir de um tubo inclinado da cepa estoque de A. niger, passar uma algada
para um outro tubo de Agar Sabouraud inclinado e incubar de 6-10 dias por 20 — 25°C,
ou até esporulagao evidente.

Suspender os esporos com 3 mL de SFE Tween 0,5% com o auxilio de uma alca
descartavel. Inocular esta suspensdo em um Frasco Roux contendo 250 mL de Agar
Sabouraud. Inclinar o frasco Roux para frente e para tras a fim de espalhar o inéculo
sobre toda superficie do agar e incubar de 6-10 dias por 20 — 25°C, ou até evidéncia de
boa esporulacéo (presenga de cobertura negra densa de camada miceliana branca).

Apods periodo de incubacao, suspender os esporos com 15 mL de SFE tween
0,5% contendo 20 pérolas de vidro movimentando levemente o frasco. Retornar esta

suspensao para o tubo inicial da solugéo fisiolégica, esta sera a suspensao inicial (I).

Intervalo operacional

E o intervalo entre o menor e o maior nimero de micro-organismos que foi
demonstrado ter sido determinado com precisdao, exatiddo e linearidade, usando o
método como descrito. Segundo Breed & Dotterrer, 1916, € determinado pelo numero
de col6nias que podem ser contadas numa placa de petri sem introduzir grandes erros.

No minimo em triplicata, contendo variagao de no maximo 20% em relacdo a média.

Intervalo Operacional sera de 30 — 300 UFC/mL (placa). Sutton, S. — 2011.




Também ¢é aceito o intervalo operacional de 25 — 250 UFC, sendo o
intervalo ideal entre 50 e 200 UFC/placa; no minimo ftriplicata; com placas validas
contendo variagdo de até 20% em relagdo a média. Nesta faixa o desvio padrao
relativo, DPR, & < 15%.

3.3.1. Limite de micro-organismos viaveis

3.3.1.1. Procedimento

Para cada micro-organismo a ser testado, preparar uma bateria de 5 placas para
o diluente inicialmente em uso, caldo TAT, usando o polissorbato 20 para a
neutralizacdo do conservante na concentragcao de 4%, 5 placas para cada diluicdo da
amostra (1:10) e 5 placas para o controle positivo (tabela 11). Este procedimento sera
realizado em 3 concentragbes de micro-organismo (baixa, média e alta) para que seja
feita a escolha da melhor representagao no intervalo de confianga (tabela 12).

Distribuir em cada placa 1,0 mL da amostra em cada uma das 5 placas.

Inocular em cada uma das placas 0,1 mL do micro-organismo teste nas
diferentes concentragdes, conforme intervalo de confianga (30 e 300 UFC / 0,1 mL),
preparados conforme tabela 12.

Distribuir o meio de cultura adequado e incubar apds a solidificagcdo do mesmo
em temperatura adequada para o seu crescimento.

Tabela 10 — Distribuicdo da amostra, diluente e controle positivo

Caldo TAT 20-4% +
Amostra 1:50
5 placas 5 placas 5 placas

Caldo TAT 20-4% Controle Positivo

Tabela 11 — Diluicdo dos micro-organismos

Micro-organismo Conc Baixa Conc Média Conc Alta
S. aureus 108 107 10°
P. aeruginosa 108 107 10°
E. coli 108 107 10
Salmonella sp. 108 107 10°
B. spizizenni 108 107 10°
C. albicans 10°® 10° 10




A. brasiliensis 10 10° 10*

Resultados esperados

A recuperacgado dos micro-organismos nos grupos Amostra (A) e Diluente (D)

devera ser de no minimo 70% em relagao ao crescimento do Controle Positivo.

3.4. Pesquisa de Patogenos

3.4.1. Definigéo

Sera verificada a capacidade do teste em detectar uma contaminagdo com o
indculo entre 10 — 100 UFC / 0,1 mL.

3.4.2. Procedimento

Preparar uma bateria de tubos de acordo com a tabela 14.
Através da inoculacdo de 0,1 mL da suspensao de cada micro-
organismo patogénico em uma série de 3 tubos com 9,9 mL de Diluente (Caldo TAT 20-
4%) verificar a capacidade do teste em detectar uma contaminagéo com o inéculo entre
10 — 100 UFC/0,1mL, ou seja, inocular 0,1 mL da suspensao de cada micro-organismo
patogénico na série de 3 tubos com 9,9 mL de Diluente (Caldo TAT 20-4%) + amostra..
Foi realizada a pesquisa dos micro-organismos patogénicos nas diluicdes 1:10 e
1:100 (Diluente + Amostra)
Apods a incubacao do caldo TAT na temperatura e tempo adequados foi realizada
a pesquisa e identificagdo dos micro-organismos inoculados em seus meios seletivos

especificos.



Tabela 12

Concentragao
Micro-organismo  entre 10 e 91300 Erig;rzptln;) A(;?cl)(i?r;?z 50 Diluente
UFC/0,1mL : :
S. aureus 107 9,9 mL 9,9 mL 9,9 mL
P. aeruginosa 107 9,9 mL 9,9 mL 9,9 mL
E. coli 107 9,9 mL 9,9 mL 9,9 mL
Salmonella sp. 107 9,9 mL 9,9 mL 9,9 mL

CONSIDERACOES FINAIS

3.3.1.2. Valores obtidos e percentuais de recuperacao

Tabela 13.a. — Valores obtidos e percentuais da Recuperagdao dos micro-organismos

Lote 0000071592 Lote 0000063239 Lote 0000070980
Placa | <10 | 10-100 | >100 <10 |10-100| >100 <10 |10-100| >100
1 5 47 N.A. 4 44 N.A. 3 52 N.A.
2 4 46 N.A. 3 55 N.A. 4 46 N.A.
3 2 49 N.A. 2 47 N.A. 5 44 N.A.
4 3 56 N.A. 4 41 N.A. 4 40 N.A.
5 24 44 N.A. 1 51 N.A. 2 48 N.A.
Média -— 48,4 — -— 47 .6 —_— -— 46 —
Rec.
% -—- 98,7 - - 97,1 -— -— 93,8 -
- Diluente - Controle Positivo
Placa <10 10-100 >100 Placa <10 10-100 >100
1 2 50 N.A. 1 7 43 N.A.
2 4 48 N.A. 2 1 44 N.A.
3 3 46 N.A. 3 3 51 N.A.




4 4 39 N.A. 4 2 48 N.A.

5 1 55 N.A. 5 4 59 N.A.
Média --- 47,6 - Média --- 49 -
Rec. % --- 97,1 -

Os valores significam o numero de UFC/placa.

N.A. (Nao Aplicado) na concentracédo >100 significa que a leitura foi
descartada porque causou duvida quanto ao valor real do niumero de UFC e este dado
se repetira nas demais tabelas para os outros micro-organismos.

As leituras na concentracdo < 10 nao foram consideradas porque estao

fora do intervalo de confianga recomendado.

Resultado

A recuperagédo do S. aureus foi superior a 70 % nos 3 lotes testados e no

diluente.
Tabela 13.b.
P. aeruginosa
Lote 0000071592 Lote 0000063239 Lote 0000070980
Placa <10 | 10-100 | >100 <10 | 10-100 | >100 <10 | 10-100 | >100
1 1 48 N.A. 2 38 N.A. 1 37 N.A.
2 2 39 N.A. 4 39 N.A. 1 39 N.A.
3 1 36 N.A. 2 44 N.A. 2 44 N.A.
4 3 30 N.A. 1 45 N.A. 0 46 N.A.
5 0 48 N.A. 1 40 N.A. 2 41 N.A.
Média --- 40,2 - -—- 41,8 - --- 41,4 -—-
Ree. | . | o76 | — — | 1015 | - — | 1005 | -
%
Diluente Controle Positivo
<10 10-100 >100 Placa <10 10-100 >100
1 0 40 N.A. 1 1 37 N.A.
2 1 37 N.A. 2 2 38 N.A.
3 2 36 N.A. 3 1 44 N.A.




4 1 42 N.A.
5 2 41 N.A.
Média -—- 39,2 N.A.
Rec. % -—- 95,1 -—
Resultado

4 3 42 N.A.
5 0 45 N.A.
Méedia --- 41,2 ---

A recuperacéo da P. aeruginosa foi superior a 70 % nos 3 lotes testados e no

diluente.
Tabela 13.c.

Lote 0000071592 Lote 0000063239 Lote 0000070980
Placa <10 | 10-100 | >100 <10 | 10-100 | >100 <10 | 10-100 | >100
1 1 60 N.A. 0 48 N.A. 0 55 N.A.
2 0 47 N.A. 0 54 N.A. 2 48 N.A.
3 2 50 N.A. 2 55 N.A. 1 55 N.A.
4 2 51 N.A. 2 60 N.A. 0 49 N.A.
5 1 70 N.A. 2 72 N.A. 3 71 N.A.
Média --- 55,6 - -—- 57,8 -—- -—- 55,6 -
Rec.
—_ — — —_ — 1 —
o 86,1 89,5 86,
- Diluente - Controle Positivo
Placa <10 10-100 >100 Placa <10 10-100 >100
1 0 60 N.A. 1 0 73 N.A.
2 1 71 N.A. 2 3 64 N.A.
3 2 54 N.A. 3 1 63 N.A.
4 2 61 N.A. 4 2 59 N.A.
5 1 67 N.A. 5 2 64 N.A.
Média -—- 67 - Média --- 64,6 -
Rec. % -— 103,7 -




Resultado

A recuperacao da E. coli foi superior a 70 % nos 3 lotes testados e no diluente.

Tabela 13.d.
Salmonella sp
Lote 0000071592 Lote 0000063239 Lote 0000070980

Placa <10 |[10-100| >100 <10 | 10-100| >100 <10 | 10-100| >100
1 1 68 N.A. 1 55 N.A. 1 58 N.A.
2 1 59 N.A. 2 58 N.A. 2 58 N.A.
3 1 66 N.A. 1 65 N.A. 2 65 N.A.
4 0 70 N.A. 0 64 N.A. 2 64 N.A.
5 1 58 N.A. 1 70 N.A. 0 70 N.A.

Média -— 64,2 — - 62,4 — — 63 -—

Ree. | | 1052 | - — | 1023 | - — | 1033 | -
%o

- Diluente - Controle Positivo

Placa <10 10-100 >100 Placa <10 10-100 >100
1 0 63 N.A. 1 0 56 N.A.
2 1 64 N.A. 2 1 58 N.A.
3 2 56 N.A. 3 3 60 N.A.
4 1 55 N.A. 4 2 70 N.A.
5 2 60 N.A. 5 1 61 N.A.

Média -— 57,6 -— Média - 61 -—--

Rec. % -—- 94 4 -—-




Resultado

A recuperacao da Salmonella sp foi superior a 70 % nos 3 lotes testados e no diluente.

Resultado

Tabela 13.e.
B. spizizenii
Lote 0000071592 Lote 0000063239 Lote 0000070980

Placa <10 | 10-100 | >100 <10 | 10-100 | >100 <10 | 10-100 | >100
1 2 56 N.A. 2 66 N.A. 1 71 N.A.
2 1 61 N.A. 2 65 N.A. 2 70 N.A.
3 1 72 N.A. 1 56 N.A. 1 55 N.A.
4 1 70 N.A. 1 70 N.A. 2 54 N.A.
5 2 62 N.A. 1 70 N.A. 2 61 N.A.

Média - 64,2 -—- - 65,4 - - 62,2 -

Rfc' . | 834 84,9 80,8
%o

- Diluente - Controle Positivo

Placa <10 10-100 >100 Placa <10 10-100 >100
1 1 65 N.A. 1 1 71 N.A.
2 2 69 N.A. 2 0 85 N.A.
3 1 74 N.A. 3 2 86 N.A.
4 2 70 N.A. 4 2 77 N.A.
5 0 61 N.A. 5 2 66 N.A.

Média - 67,8 - Média -—- 77 -—

Rec. % -—- 88,1 -




A recuperagao do B. spizizenii foi superior a 70 % nos 3 lotes testados e no

diluente.
Tabela 13.f.
Lote 0000071592 Lote 0000063239 Lote 0000070980
Placa <10 | 10-100| =>100 <10 | 10-100| >100 <10 | 10-100| =>100
1 1 63 N.A. 2 55 N.A. 0 70 N.A.
2 2 65 N.A. 1 56 N.A. 1 65 N.A.
3 1 67 N.A. 2 58 N.A. 2 66 N.A.
4 0 65 N.A. 1 68 N.A. 1 59 N.A.
5 1 53 N.A. 0 74 N.A. 1 58 N.A.
Média - 62,6 — — 62,2 -— -— 63,6 —
Ree. | | 1026 | - | 1020 | - — | 1046 | -
Yo
- Diluente - Controle Positivo
Placa <10 10-100 >100 Placa <10 10-100 >100
1 0 63 N.A. 1 0 56 N.A.
2 1 64 N.A. 2 1 58 N.A.
3 2 56 N.A. 3 3 60 N.A.
4 1 55 N.A. 4 2 70 N.A.
5 1 60 N.A. 5 1 61 N.A.
Média -— 59,6 -— Média - 61 N.A.
Rec. % --- 97,7 ---

Resultado




A recuperagdo da C.albicans foi superior a 70 % nos 3 lotes testados e no

Resultado

diluente.
Tabela 13.g.
A. brasiliensis
Lote 0000071592 Lote 0000063239 Lote 0000070980
Placa <10 | 10-100| =>100 <10 | 10-100| >100 <10 | 10-100| =>100
1 2 30 N.A. 2 30 N.A. 2 34 N.A.
2 1 34 N.A. 1 30 N.A. 3 32 N.A.
3 1 39 N.A. 2 35 N.A. 1 30 N.A.
4 2 32 N.A. 2 30 N.A. 1 31 N.A.
5 4 35 N.A. 1 31 N.A. 1 37 N.A.
Média -— 34 — — 31,2 -— -— 32,8 —
Rec. | | 983 — | 902 — | 948
Yo
- Diluente - Controle Positivo
Placa <10 10-100 >100 Placa <10 10-100 >100
1 1 30 N.A. 1 2 32 N.A.
2 2 32 N.A. 2 2 34 N.A.
3 3 34 N.A. 3 2 35 N.A.
4 2 35 N.A. 4 0 37 N.A.
5 0 38 N.A. 5 2 35 N.A.
Média -— 33,8 -— Média - 34,6 —_—
Rec. % -—- 97,7 -—-




A recuperacao do A. brasiliensis foi superior a 70 % nos 3 lotes testados e no

diluente.

3.3.1.3. Discussao

A diluicdo adotada para a determinagdo do Limite de micro-organismos viaveis
da amostra da matéria-prima em adequacéao, Maltodextrina, foi de 1:10, pois na mesma
se mostrou eficaz para a pesquisa de patogénicos, teste realizado inicialmente e
também para a contagem de micro-organismos viaveis. As amostras apresentaram
recuperacao superior a 70 % em relacdo ao grupo diluente, ou seja, resposta
mensuravel da capacidade de inativagdao de qualquer conservante existente na mesma,
com o diluente de referéncia, caldo TAT 20 — 4%, (Caldo Base Caseina Lecitina com 4
% de Polissorbato 20) na diluigdo 1:10.

Os percentuais de recuperagao dos micro-organismos pesquisados superiores a
70% estdo comentados individualmente nas tabelas com os valores de leitura obtidos.
Tabelas 13.

Portanto, o método estd adequado para a Contagem de Micro-organismos

Viaveis.

3.4.3. Leituras obtidas

Tabela 14.a.
S. aureus (10 — 100 UFC) Diluente

Tubo 1 (+) (+) (+)
Tubo 2 (+) (+) (+)




Tubo 3

(+)

(+)

Agar Manitol

(+)

(+)

Tabela 14.b.
P. aeruginosa (10 — 100 UFC)

Tubo 1

Diluente

(+)

(+)

(+)

Tubo 2

(+)

(+)

(+)

Tubo 3

(+)

(+)

(+)

Agar Cetrimide

(+)

(+)

(+)

Tabela 14.c.
E. coli (10 — 100 UFC)

Tubo 1

Diluente

(+)

(+)

Tubo 2

(+)

(+)

Tubo 3

(+)

(+)

Caldo Mac Conkey

(+)

(+)

Agar Mac Conkey

(+)

(+)

Tabela 14.d.
Salmonela sp (10 — 100 UFC) Diluente
Tubo 1 (+) (+) (+)
Tubo 2 (+) (+) (+)
Tubo 3 (+) (+) (+)
Caldo Rappaport (+) (+) (+)
Agar XLD (+) (+) (+)

3.4.4. Discussao

Tanto na diluicdo 1:10 quanto 1:100 houve a recuperacédo e identificacdo dos
micro-organismos patogénicos pesquisados, Staphylococcus aureus, Pseudomonas

aeruginosa, Escherichia coli e a Salmonella sp.



4. CONCLUSAO

Na adequagéo do método de Contagem de Micro-organismos Viaveis e Pesquisa
de Patogenos foi verificada a capacidade de detectar a presenga dos mesmos numa
determinada amostra, apresentando resultados dentro do exigido pela Farmacopeia
Brasileira, 52 edi¢cao, 2010.

A adequacéo viabiliza a atualizagdo das respectivas monografias de analise do
produto e devera seguir os seguintes parametros:

. Diluente: caldo TAT + Tween 20 - 4%;

o Diluicdo: 1:10 para contagem total de micro-organismos aerobios e
pesquisa de patogenos;

o Tempo minimo de incubacdo do caldo TAT utilizado na pesquisa de

patogenos é de 24 horas;

o Tempo minimo para leitura da contagem de bactérias aerdbias é de 3
dias;

o Tempo minimo para leitura de Fungos e leveduras € de 5 dias.
REFERENCIAS
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PINTO,T. De J. A. Controle Biolégico de Qualidade de produtos Farmacéuticos,
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	4
	2
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