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RESUMO: Sendo o norfloxacino um agente antimicrobiano recente e sendo o ensaio micro-
biolégico de difusdo em dgar (cilindros em placas) muito utilizado na avaliacao da poténcia des-
tes fdrmacos, os autores propuseram o método, utilizando o microorganismo Bacillus subtilis.
Este novo ensaio baseia-se nos trabalhos microbiolégicos existentes e pretende servir como refe-
réncia para os ensaios fisico-quimicos a serem propostos. O método mostrou-se senstvel e repro-
dutivel na avalia¢ao da atividade percentual do norfloxacino.

UNITERMOS: Norfloxacino; doseamento; método microbiolégico; cilindros em placas.

INTRODUCAO

O doseamento de antibidticos por métodos microbiolSgicos tem sido largamente
utilizado por traduzir, de maneira satisfatéria, a poténcia antibacteriana dos mesmos3.

O norfloxacino (4cido l-etil-6-fliior-1,4-diidro-4ox0-7-(1-piperazinil)-3-quinoli-
nocarboxilico) € o primeiro de uma nova geragdo de agentes antimicrobianos, deri-
vados do 4cido nalidfxico?.

Alguns testes preliminares foram realizados objetivando a adaptagdo da metodolo-
gia existente!-43 para o ensaio microbiolégico dos cilindros em placas, uma vez que
ndo foram encontradas referéncias para o norfloxacino em cédigos oficiais por se
tratar de um firmaco recente’.

* Parte do trabalho de dissertagio para a obtengdo do grau de Mestre em Farmicia no Curso de P8s-Gradua-
¢do em Farmdcia — Faculdade de Farmécia — Universidade do Rio Grande do Sul — 90610 — Porto Ale-
gre —RS.

** Mestrando — Faculdade de Farmdicia. Universidade Federal do Rio Grande do Sul — $0610 — Porto Ale-
gre — RS,
*** Departamento de Produgio ¢ Controle de Medicamentos — Faculdade de Farmécia — Universidade Federal
do Rio Grande do Sul - 90610 - Porto Alegre — RS.
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MATERIAL E METODOS
1. Padrao

A solugao padrao foi preparada no momento do ensaio. Pesou-se o equivalente a
50,0 mg de norfloxacino anidro com o auxilio de 20 ml de NaOH 0,1M, e colocou-sc
sob agitagdo por 15min. A seguir, o volume foi completado com tampao fosfato pH
8.0, em baldo volumétrico de 50,0 ml.

A partir desta solugéo preparou-se solugdes contendo 10, 20 ¢ 40 microgramas/ml
de norfloxacino, utilizando-se tampao fosfato pH 8,00,

2. Matéria-Prima

Seguiu-se 0 mesmo procedimento utilizado no preparo do padrdo, porém, prepa-
rou-se apenas uma dilui¢do, contendo o equivalente a 20 microgramas/ml de norflo-
xacino.

3. Produto Acabado

Analisou-se comprimidos orais contendo, cada um, 400 mg de norfloxacino.

Através do peso médio dos comprimidos e do teor de umidade dos mesmos (Karl-
Fischer), pesou-se o equivalente a 50,0 mg de norfloxacino € seguiu-se 0 mesmo
procedimento adotado na preparagdo da matéria-prima.

A diluigao final foi filtrada na hora do uso, com papel de filtro Whatman 40.

4. Inéculo

Realizaram-se testes preliminares com o objetivo de adaptar os dados da bibliogra-
fia ao método dos cilindros em placas e as condigbes de trabalho. Utilizaram-se 3
microoganismos:. Bacillus subtilis ATCC 6633, Micrococcus Luteus ATCC 9341
€ Staphylococcus aureus ATCC 6538 — P; meios de cultura diferentes: niimeros 1 e
11 de GROVE-RANDAL e diferentes pH: 6, 7 ¢ 8.

Apds andlise dos resultados preliminares adotou-se a seguinte metodologia: o mi-
croorganismo Bacillus subtilis ATCC 6633, mantido em meio inclinado n® 1, por
120 h, a 35-37°C, em estufa microbiolégica Heraeus, foi repicado para caldo simples
e deixado desenvolver-se por 24 h., nas mesmas condigbes. No momento do ensaio,
esta tltima cultura foi diluida a 1% v/v e mantida a 48°C.

5. Cilindros

Utilizou-se cilindros de ago inoxiddvel com 8 mm de didmetro externo, 6 mm de
didmetro interno e 10 mm de altura, lavados e esterilizados a 180°C, durante 2 horas.
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6. Placas

Placas de Petri, com 20 mm de altura e 100 mm de didmetro, foram lavadas e este-

rilizadas a 180°C, por 2 horas, sendo, postenormente, distribuidas em camara de flu-
x0 laminar VECO, modelo HLFS 12M.

7. Ensaio

Distribuidas as placas no fluxo laminar, cada uma recebeu 20 ml do meio de cuitu-
ra de base (n? 11). Apés asolidificacdo da camada de base, adicionou-se 6 ml de in6-
culo em cada placa, deixando-se solidificar numa camada homogénea a lisa. Em se-
guida, distribuiu-se 4 cilindros por placa. Em cada cilindro adicionou-se 0,200 ml de
solugédo de norfloxacino, com pipeta automética. A distribui¢do da solugdo nas placas
foi aleatria, utilizando-se assim 24 cilindros para cada diluigdo da curva padrio, pa-
ra a matéria-prima e para o produto acabado.

As placas foram fechadas e incubadas & 35-37°C, durante 20 h. Ao final desse
tempo, mediu-se os halos de inibi¢do, ao centésimo de milfmetro, com o duxflio de
paquimetro Polaris 6411 G15.

RESULTADOS

Foram plotados no gréfico “logaritimo da concentragéo versus didmetro dos halos
de inibi¢ao”’ os pontos relativos as médias aritiméticas de 24 medidas de halos, para
cada dilui¢io da curva padrao, para a matéria-prima e para o produto acabado. Uma
vez tragada a curva padrfo, foram plotadas as médias das medidas referentes a2 maté-
ria-prima e ao produto acabado, conforme indicado na Figura 1.
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FIG. 1 - Determinagfo gréfica da atividade percentual do norfloxacino. Diametro dos halos(mm)
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DISCUSSAO

Os métodos microbiolégicos de doseamento, de wma maneira geral, requerem um
maior nimero de cuidados por parte do analista € um maior miimero de dados para a
obtengao dos resultados, em relag@o aos métodos fisico-quimicos em geral.

O método microbiolégico de difusdo em 4gar (cilindros em placas) foi adaptado
em virtude da inexisténcia de dados na bibliografia para o uso deste método no do-
seamento do norfloxacino.

Através dos resultados, péde-se observar, também, que a escolha do microorga-
nismo, quanto do meio de cultura ¢ do pH foram adequadas, uma vez que o ensaio
mostrou sensibilidade e reprodutividade.

A andlise da variincia demonstrou que nenhum dos 3 ensaios desviou significati-
vamente para p=0,05.

CONCLUSAO

Observando-se o desenvolvimento do método e os resultados obtidos, conclui-se
que o método microbiolégico de difusdo em édgar (cilindros em placas), nas con-
digbes utilizadas, € adequado para a determinacfo da atividade percentual do norflo-
xacino.
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FROEHLICH, P. E. & SCAPOVAL, E. E. S. — Microbiological cilinder-plate assay method of
norfloxacin. Rev. Ciénc. farm., Sio Paulo, 12: 161-165, 1990.

ABSTRACT: The authors used an adopted microbiological cilinderplate assay method to
determine the percentual activity of norfloxacin. Some adaptations were necessary because there
are no official microbiological cilinder-plate assay methods in the official codes. Bacillus subtilis
was used. The method proved adequate to determine the percentual activity of norfloxacin.
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