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DOSEAMENTO MICROBIOLÓGICO DO NORFLOXACINO. MÉTODO DA 
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RESUMO: Sendo o norfloxacino um agente antimicrobiano recente e sendo o ensaio micro
biológico de difusão em ágar (cilindros em placas) muito utilizado na avaliação da potência des
tes fármacos, os autores propuseram o método, utilizando o microorganismo Bacillus subtilis. 
Este novo ensaio baseia-se nos trabalhos microbiológicos existentes e pretende servir como refe
rência para os ensaiosffsico-qufmicos a serem propostos. O método mostrou-se sensfvel e repro
dutfvel na avaliação da atividade percentual do norfloxacino. 
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INTRODUÇÃO 

O doseamento de antibióticos por métodos microbiológicos tem sido largamente 
utilizado por traduzir, de maneira satisfatória, a potência antibacteriana dos mesmos3• 

O norfloxacino (ácido 1-etil-6-flúor-1 ,4-diidro-4oxo-7-( 1-piperazinil)-3-quinoli
nocarboxflico) é o primeiro de uma nova geração de agentes antimicrobianos, deri
vados do ácido nalidíxicoZ. 

Alguns testes preliminares foram realizados objetivando a adaptação da metodolo
gia existente1 •4 •5 para o ensaio microbiológico dos cilindros em placas, uma vez que 
não foram encontradas referências para o norfloxacino em códigos oficiais por se 
tratar de um fármaco recente7 • 

* Parte do trabalho de dissertação para a obtenção do grau de Mestre em Farmácia no Curso de Pós-Gradua
ção em Farmácia- Faculdade de Farmácia- Universidade do Rio Grande do Sul- 90610- Porto Ale
gre-RS. 

** Mestrando- Faculdade de Farmácia. Universidade Federal do Rio Grande do Sul- 90610- Porto Ale
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MATERIAL E MÉTODOS 

1. Padrão 

A solução padrão 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 O, IM, e colocou-se 
sob agitação por 15min. A seguir, o volume foi completado com tampão fosfato pH 
8.0, em balão volumétrico de 50,0 ml. 

A partir desta solução preparou-se soluções contendo 10, 20 c 40 microgramas/ml 
de norfloxacino, utilizando-se tampão fosfato pH 8 ,QG. 

2. Matéria-Prima 

Seguiu-se o mesmo procedimento utilizado no preparo do padrão, porém, prepa
rou-se apenas uma diluição, contendo o equivalente a 20 microgramas/ml de norflo
xacmo. 

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 e seguiu-se o mesmo 
procedimento adotado na preparação da matéria-prima. 

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

4. Inóculo 

Realizaram-se testes preliminares com o objetivo de adaptar os dados da bibliogra
fia ao método dos cilindros em placas e às condições de trabalho. Utilizaram-se 3 
microoganismos: Bacillus subtilis ATCC 6633, Micrococcus Luteus ATCC 9341 
e Staphylococcus aureus A TCC 6538 - P; meios de cultura diferentes: números I e 
11 de GROVE-RANDAL e diferentes pH: 6, 7 e 8. 

Após análise dos resultados preliminares adotou-se a seguinte metodologia: o mi
croorganismo Bacillus subtilis A TCC 6633, mantido em meio inclinado n<:> I, por 
120 h, à 35-3TC, em estufa microbiológica Heraeus, foi repicado para caldo simples 
e deixado desenvolver-se por 24 h., nas mesmas condições. No momento do ensaio, 
esta última cultura foi diluída a I 'k v/v e mantida a 48°C. 

5. Cilindros 

Utilizou-se cilindros de aço inoxidável com 8 mm de diâmetro externo, 6 mm de 
diâmetro interno e 10 mm de altura, lavados e esterilizados a I80°C, durante 2 horas. 
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6. Placas 

Placas de Petri, com 20 mm de altura e 100 mm de diâmetro, foram lavadas e este
rilizadas a 1800C, por 2 horas, sendo, posteriormente, distribuídas em câmara de flu
xo laminar VECO, modelo HLFS 12M. 

7. Ensaio 

Distribuídas as placas no fluxo laminar, cada uma recebeu 20 mi do meio de cultu
ra de base (n2 11). Após a solidificação da camada de base, adicionou~se 6.ml de inó
culo em cada placa, deixando-se solidificar numa camada homogênea a lisa. Em se
guida, distribuiu-se 4 cilindros por placa. Em cada cilindro adicionou-se 0,200 mi de 
solução de norfloxacino, com pipeta automática. A distribuição da solução nas placas 
foi aleatória, utilizando-se assim 24 cilindros para cada diluição da curva padrão, pa
ra a matéria-prima e para o produto acabado. 

As placas foram fechadas e incubadas à 35-37°C, durante 20 h. Ao final desse 
tempo, mediu-se os halos de inibição, ao centésimo de milímetro, com o áuxfiio de 
paquímetro Polaris 6411 Gl5. 

RESULTADOS 

Foram plotados no gráfico "logaritimo da concentração versus diâmetro dos halos 
de inibição" os pontos relativos às médias aritiméticas de 24 medidas de halos, para 
cada diluição da curva padrão, para a matéria-prima e para o produto acabado. Uma 
vez traçada a curva padrão, foram plotadas as médias das medidas referentes à maté
ria-prima e ao produto acabado, conforme indicado na Figura 1. 

,.... 0,04 
ri 
s ..__ 
b{) 

s 
o 

lni 
()O 

ni 
~ 
+' c 
Q) 

~ o ,o 2 
o 
CJ 

b{) 

o 
....:! 

0,01 

15 20 
FIG. 1 - Determinação gráfica da atividade percentual do norfloxacino. fliâme tro dos h a los ( mrr) 
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DISCUSSÃO 

Os métodos núcrobiol6gicos de doseamento, de uma maneira geral, requerem um 
maior número de cuidados por parte do analista e um maior número de dados para a 
obtenção dos resultados, em relação aos métodos físico-quúnicos em gemi. 

O método núcrobiol6gico de difusão em ágar (cilindros em placas) foi adaptado 
em virtude da inexistência de dados na bibliografia para o uso deste método no do
seamento do norfloxacino. 

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

A análise da variância demonstrou que nenhum dos 3 ensaios desviou significati
vamente para p=0,05. 

CONCLUSÃO 

Observando-se o desenvolvimento do método e os resultados obtidos, conclui-se 
que o método núcrobiol6gico de difusão em ágar (cilindros em placas), nas con
dições utilizadas, é adequado para a deternúnação da atividade percentual do norflo
xacino. 

AGRADECIMENI'OS 

Agradecemos a colabomção da bolsista Simone Bortolan no desenvolvimento dos 
trabalhos práticos. 

Agmdecemos a Merck, Sharp & Dohme pelo fornecimento do padrão, matéria
prima e produto acabado. 

FROEHLICH, P. E. & SCAPOV AL, E. E. S.- Microbiological cilinder-plate assay method o f 
norfloxacin. Rev. Ciênc. farm., São Paulo, 12: 161-165, 1990. 

ABSTRACT: The authors used an adopted microbiological cilinderplate assay method to 
determine the percentual activity of norjloxacin. 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 norjloxacin. 
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