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Consulta Publica n° 312, de 20 de fevereiro de 2017
D.O.U de 21/02/2017

O Diretor da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, no uso da atribuicdo que lhe foi conferida
pela Portaria n°® 211, de 6 de fevereiro de 2017, tendo em vista o disposto no art. 44, VIIl, aliado ao art. 53,
[ll, do Regimento Interno aprovado nos termos do Anexo | da Resolug¢éo da Diretoria Colegiada — RDC n°
61, de 3 de fevereiro de 2016, resolve submeter a consulta plblica, para comentarios e sugestées do
publico em geral, proposta de ato normativo, em Anexo.

Art. 1° Fica estabelecido o prazo de 30 (trinta) dias para envio de comentarios e sugestoes ao texto
do capitulo “Agua para uso farmacéutico” da Farmacopeia Brasileira, conforme Anexo.

Paragrafo Unico. O prazo de que trata este artigo tera inicio 7 (sete) dias apds a data de publicacao
desta Consulta Publica no Diario Oficial da Unido.

Art. 2° A proposta de ato normativo estard disponivel na integra no portal da Anvisa na internet e as
sugestbes deverdo ser enviadas eletronicamente por meio do preenchimento de formulario especifico,
disponivel no endereco: http:/formsus.datasus.gov.br/site/formulario.php?id_aplicacao=29985

81° As contribuicdes recebidas sdo consideradas publicas e estardo disponiveis a qualquer
interessado por meio de ferramentas contidas no formulario eletrénico, no menu “resultado”, inclusive
durante o processo de consulta.

§2° Ao término do preenchimento do formulério eletrénico ser& disponibilizado ao interessado nimero
de protocolo do registro de sua participacdo, sendo dispensado o envio postal ou protocolo presencial de
documentos em meio fisico junto & Agéncia.

83° Em caso de limitagdo de acesso do cidaddo a recursos informatizados sera permitido o envio e
recebimento de sugestdes por escrito, em meio fisico, durante o prazo de consulta, para o seguinte
endereco: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria/ COFAR, SIA trecho 5, Area Especial 57, Brasilia-DF,
CEP 71.205-050.

84° Excepcionalmente, contribuiges internacionais poderdo ser encaminhadas em meio fisico, para o
seguinte endereco: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria/Assessoria de Assuntos Internacionais
(AINTE), SIA trecho 5, Area Especial 57, Brasilia-DF, CEP 71.205-050.

Art. 3° Findo o prazo estipulado no art. 1°, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria promovera a
analise das contribuic8es e, ao final, publicara o resultado da consulta publica no portal da Agéncia.

Paragrafo unico. A Agéncia podera, conforme necessidade e razbes de conveniéncia e oportunidade,
articular-se com 6rgéos e entidades envolvidos com o0 assunto, bem como aqueles que tenham manifestado
interesse na matéria, para subsidiar posteriores discuss@es técnicas e a deliberacdo final da Diretoria
Colegiada.

JOSE CARLOS MAGALHAES DA SILVA MOUTINHO

PROPOSTAS EM CONSULTA PUBLICA

Processo n°® 25351.182036/2016-18

Assunto: Proposta de capitulo “Agua para uso farmacéutico” da Farmacopeia Brasileira
Agenda Regulatéria 2015-2016: Tema n° 16.1

Regime de Tramitacdo: Comum

Area responsavel: COFAR/GGMED
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11 AGUA PARA USO FARMACEUTICO

Nesse capitulo sdo considerados como agua para uso farmacéutico os diversos tipos de agua empregados
na sintese de farmacos; na formulacdo e producdo de medicamentos; em laboratérios de ensaios;
diagnosticos e demais aplicacfes, relacionadas a area da saude, inclusive como principal componente na
limpeza de utensilios, equipamentos e sistemas.

A estrutura quimica da agua é peculiar, com um momento dipolo e grande facilidade em formar ligacdes de
hidrogénio. Essas propriedades tornam a agua um excelente meio para solubilizar, absorver, adsorver ou
suspender diversos compostos, inclusive para carrear contaminantes e substancias indesejaveis, que
podem alterar a pureza e eficacia de um produto farmacéutico.

Em face de suas caracteristicas, os processos de purificagdo; armazenamento e distribuicdo devem garantir
gue as especificagBes farmacopeicas sejam atendidas, mantidas e controladas adequadamente.

Os requisitos de qualidade da agua dependerédo de sua finalidade e emprego, e a escolha do sistema de
purificacdo destina atender ao grau de pureza estabelecido. O usuario é responsavel pela sele¢éo do tipo
de 4gua adequado aos seus objetivos, bem como pelos controles e verificagbes necessarios, em intervalos
gue garantam a manutencdo da qualidade desejada. Ele deve assegurar que o0 sistema apresente
desempenho adequado e capacidade para fornecer agua com o nivel de qualidade estabelecido, para
atender aos pardmetros especificados nas monografias correspondentes.

Nesse capitulo ndo se esgota o tema e ndo ha o propdsito de substituir a legislagdo ou monografias oficiais
ja existentes sobre agua para fins farmacéuticos. Tem-se como finalidade apresentar subsidios que
possibilitem aos usuarios um melhor entendimento de pontos fundamentais relativos a qualidade da agua
no momento da obtenc¢&o e durante a distribuicao e uso.

O controle da contaminacdo da &gua € crucial, uma vez que a agua tem grande capacidade de agregar
compostos e, também, de se contaminar novamente apos a purificagdo. Os contaminantes da agua sao
representados por dois grandes grupos: quimico e microbiolégico.

Contaminantes quimicos

Os contaminantes organicos e inorganicos tém origens diversas: da fonte de alimentacdo; da extracdo de
materiais com 0s quais a agua entra em contato; da absor¢cdo de gases da atmosfera; de residuos
poluentes, ou residuos de produtos utilizados na limpeza e sanitizacdo de equipamentos, dentre muitos
outros. Incluem-se aqui as endotoxinas bacterianas, resultantes de micro-organismos aquaticos Gram
negativos, contaminantes criticos que devem ser removidos adequadamente.

Esses contaminantes podem ser avaliados, principalmente, pelos ensaios de carbono organico total — COT
(5.2.30) e de condutividade (5.2.24). A condutividade, medida em microsiemens/cm, é recomendada para
avaliar agua com grande quantidade de ions e o seu reciproco, a resistividade, em megohm.cm, é medida
guando ha baixa concentracéo de ions dissolvidos.

A maioria dos compostos organicos pode ser removida por osmose reversa, entretanto, aqueles com baixo
peso molecular demandam técnicas adicionais, como a resina de troca idnica, carvao ativado ou oxidacao
por ultravioleta ou 0zénio, para serem removidos.

Os limites estabelecidos para os parametros dos contaminantes quimicos orgénicos e inorganicos
destinam-se a proteger a salde e evitar que compostos quimicos criticos possam interferir na fase de pré-
tratamento dos sistemas de agua, considerando que, posteriormente, podem ser de dificil remocao.

Contaminantes microbiol6gicos
Sao representados principalmente por bactérias e apresentam um grande desafio a qualidade da dgua. Séo

originarios da prépria microbiota da fonte de agua e de alguns equipamentos de purificacdo. Podem surgir,
também, devido a procedimentos de limpeza e sanitizacdo inadequados, que possibilitam a formacdo de



biofilmes e, por consequéncia, instalam um ciclo continuo de crescimento a partir de compostos organicos
gue, em Ultima andlise, sdo 0s proprios nutrientes para 0s micro-organismos.

As bactérias podem afetar a qualidade da agua por desativar reagentes ou alterar substratos por acao
enzimatica, aumentar o conteido em COT, alterar a linha de base (ruido de fundo) em analises espectrais e
produzir pirogénios, como as endotoxinas.

A contagem de bactérias é reportada em unidades formadoras de coldnias por mililitro (UFC/mL) e, em
geral, aumenta com o tempo de estocagem da agua. Os contaminantes mais frequentes sdo bastonetes
Gram negativos, principalmente dos géneros Alcaligenes, Pseudomonas, Escherichia, Flavobacterium,
Klebsiella, Enterobacter, Aeromonas e Acinectobacter.

O padréo microbiolégico é especificado, em paralelo aos contaminantes quimicos, e consiste na auséncia
de coliformes totais e termotolerantes (micro-organismos patogénicos de origem fecal), além de enterovirus,
cistos e oocistos de protozodrios, como Giardia sp e Cryptosporidium sp em amostra de 100 mL.

Para atender a esses limites, as estacdes de tratamento utilizam processos de desinfeccdo com
substancias quimicas contendo cloro ou outros oxidantes, empregadas ha décadas, e consideradas
relativamente seguras para os seres humanos. Entretanto, esses oxidantes podem reagir com o material
organico de origem natural e gerar produtos secundarios da desinfec¢éo, como trihalometanos, cloraminas
ou ainda deixar residuos dos préprios desinfetantes. Esses produtos indesejaveis requerem atencao
especial, por parte dos legisladores e usuarios.

As cloraminas, em particular, podem danificar irreversivelmente um equipamento de decloragéo integrante
de um sistema de purificacdo, além de apresentarem risco de formacéo e liberagdo de amdnia.

Além desses dois grupos fundamentais de contaminantes, existem os particulados, constituidos por silica,
residuos da tubulacdo ou coloides e que, além de ser um risco a qualidade da agua purificada, podem
provocar entupimentos e prejudicar gravemente o processo de purificacdo, por reduzir seu desempenho, ou
até mesmo causar danos irreversiveis aos equipamentos. Podem ser detectados por filtracdo combinada
com gravimetria ou microscopia. Em geral ndo é necessario identificar o tipo de particula, apenas remové-la.

Nesse capitulo sdo abordadas algumas consideracbes acerca dos principais sistemas de purificacdo
normalmente utilizados na producdo da agua para uso farmacéutico; suas principais aplicagdes;
monitoramento e manutencédo. Abrange, também, os parametros de pureza estabelecidos para aqueles
tipos de dgua que néo sdo abordados na legislagdo vigente.

11.1 TIPOS DE AGUA

Basicamente, ha trés tipos de 4gua para uso farmacéutico: a agua purificada (AP); a dgua para injetaveis
(API) e a agua ultrapurificada (AUP), cujas monografias encontram-se nessa Farmacopeia. Compéndios
oficiais internacionais especificam, além desses, outros tipos de dgua, como: acondicionadas em frascos,
estéreis ou bacteriostaticas, para irrigacdo ou inalacdo. Porém, todas possuem caracteristicas de pureza
semelhante aos tipos fundamentais ja mencionados.

Além destas, ha a agua potavel e a agua reagente, que sdo amplamente utilizadas e tém aplicacéo direta
em instalacdes farmacéuticas, principalmente em procedimentos gerais de limpeza. Assim, s&o
considerados os cinco tipos de agua a seguir, em relagdo as suas caracteristicas principais e as sugestdes
de aplicacdo. As monografias especificas, quando disponiveis, detalham os parametros de pureza
estabelecidos para cada tipo.

Agua potéavel

Como diretriz fundamental, o ponto de partida para qualquer processo de purificacdo de agua para fins
farmacéuticos é a agua potavel. Esta € obtida por tratamento da agua retirada de mananciais, por meio de
processos adequados para atender as especificacdes da legislacdo brasileira relativas aos parametros
fisicos, quimicos, microbioldgicos e radioativos, para um determinado padrédo de potabilidade e, portanto,
ndo possui monografia especifica nesse compéndio.

A agua potavel é empregada, normalmente, nas etapas iniciais de procedimentos de limpeza e como fonte
de obtencdo de agua de mais alto grau de pureza. Pode ser utilizada, também, na climatizagéo térmica de
alguns aparatos e na sintese de ingredientes intermediarios.



O controle rigoroso e a manutencdo de conformidade dos parédmetros de potabilidade da agua séo
fundamentais, criticos e de responsabilidade do usuério do sistema de purificagcdo que sera alimentado. O
controle deve ser periédico para garantir que o sistema de purificacdo utilizado esteja apropriado para as
condi¢cdes da fonte de alimentacdo e que ndo houve alteracdo na qualidade da agua fornecida. No entanto,
a maioria das aplicacdes requer tratamentos adicionais da agua potavel, seja por destilacdo, deionizacéo,
troca iGnica, osmose reversa, isolados ou acoplados, ou outro processo adequado para produzir a agua
purificada, livre da interferéncia de contaminantes que possam afetar a qualidade dos medicamentos
produzidos. Outra variante da agua potavel é a agua reagente.

Agua reagente

E produzida por um ou mais processos, como destilacdo simples, deionizacéo, filtracdo, descloracdo ou
outro, adequados as caracteristicas especificas de seu uso. Geralmente a agua reagente é empregada na
limpeza de materiais e de alguns equipamentos e na fase final da sintese de ingredientes ativos e de
excipientes. Tem aplicacdo no abastecimento de equipamentos, autoclaves, banho-maria e em histologia.
Devem ser adotadas medidas para evitar a proliferacdo microbiana nos pontos de circulacao, distribuicdo e
armazenamento. Os principais parametros que caracterizam a agua reagente sdo: condutividade de 1,0 a
5,0 mS/cm (resistividade > 0,2 MW-cm) e carbono organico total (COT) < 0,20 mg/L. Este tipo de agua ndo
possui monografia especifica e € uma variante da agua potavel.

Agua purificada (AP)

A éagua purificada é produzida a partir da agua potavel ou da agua reagente e deve atender as
especificacbes estabelecidas na respectiva monografia. Nao contém qualquer outra substancia adicionada.
E obtida por uma combinagdo de sistemas de purificacdo, em uma sequéncia logica, tais como: mdltipla
destilagdo; troca ibnica; osmose reversa; eletrodeionizacdo; ultrafiltracdo, ou outro processo capaz de
atender, com a eficiéncia desejada, aos limites especificados para os diversos contaminantes.

E empregada como excipiente na producdo de formas farmacéuticas ndo parenterais e em formulages
magistrais, desde que ndo haja nenhuma recomendac¢do de pureza superior no seu uso ou que nao
necessite ser apirogénica. Também, pode ser utilizada na lavagem de material, preparo de soluc¢des
reagentes, meios de cultura, tampdes, diluicées diversas, microbiologia em geral, andlises clinicas, técnicas
por Elisa ou radioimunoensaio, aplicag8es diversas na maioria dos laboratorios, principalmente em analises
qualitativas ou quantitativas menos exigentes (determinacées em porcentagem). E utilizada nos ensaios e
determinagbes que indiquem o emprego de agua, a ndo ser que haja especificagdo em contrario quanto ao
nivel de pureza requerido, como por exemplo, alguns métodos analiticos instrumentais e analises que
exijam agua apirogénica ou de pureza quimica superior. Pode ser empregada em cromatografia a liquido de
alta eficiéncia, quando confirmado que o seu emprego nao afeta a exatiddo nem a precisdo dos resultados.

Dependendo da aplicagdo, pode ser esterilizada, sem necessariamente atingir o limite de endotoxinas
bacterianas estabelecido para a Agua para Injetaveis.

Necessita monitoramento de contagem do total de organismos aerdbicos vidveis, na producéo e estocagem,
visto que n&o possui nenhum inibidor de crescimento adicionado. Minimamente, é caracterizada por
condutividade de 0,1 a 1,3 mS/cm a 25,0 °C (resistividade > 1,0 MW-cm) e COT < 0,50 mg/L, endotoxinas <
0,25 UE/mL e contagem total de bactérias < 100 UFC/mL, a ndo ser que especificado de forma diferente.
Todo o sistema de obtencdo, armazenamento e distribuicdo deve ser devidamente validado e monitorado

guanto aos parametros de condutividade e contagem microbiana.

Ainda que seja especificada uma contagem microbiana maxima de 100 UFC/mL na monografia, cada
instalacdo devera estabelecer o seu limite de alerta ou de acdo, caso as caracteristicas especificas de
utilizag@o sejam mais restritivas.

Agua ultrapurificada (AUP)

A agua ultrapurificada possui baixa concentrac¢éo ibnica, baixa carga microbiana e baixo nivel de COT. Essa
modalidade de agua € requerida em aplicagdes mais exigentes, principalmente em laboratérios de ensaios,
para diluicdo de substancias de referéncia, em controle de qualidade e na limpeza final de equipamentos e
utensilios utilizados em processos que entrem em contato direto com a amostra que requeira agua com
esse nivel de pureza. E ideal para métodos de andlise que exijam minima interferéncia e maxima preciséo e
exatiddo. A utilizacdo de agua ultrapurificada em analises quantitativas de baixos teores de analito é
essencial para obtencdo de resultados analiticos precisos. Outros exemplos de aplicagdo da agua
ultrapurificada sé@o: andlises de residuos, dentre eles os tracos de elementos minerais, endotoxinas,
preparacdes de calibradores, controles, substancia quimica de referéncia, espectrometria de absorcéo
atdmica em geral, ICP/IOS, ICP/MS, espectrometria de massa, procedimentos enzimaticos, cromatografia a



gas, cromatografia a liquido de alta eficiéncia (determinacdo de residuos em ppm ou ppb), métodos em
biologia molecular e com cultivo celular etc. Deve ser utilizada no momento em que é produzida, ou no
mesmo dia da coleta.

O laboratério deve utilizar o0 mesmo tipo de agua requerida para a leitura final da analise na preparacao das
amostras, na obtencdo da curva padrdo, de controles, preparo de solu¢ées, brancos, lavagem final do
material e em toda a vidraria que estara em contato direto com a amostra, sempre que for apropriado.

A &gua ultrapurificada caracteriza-se por condutividade de 0,055 a 0,1 mS/cm a 25,0 °C + 0,5 °C
(resistividade > 18,0 MW-cm), COT < 0,05 mg/L (alguns casos < 0,03 mg/L), endotoxinas < 0,03 UE/mL e
contagem total de bactérias < 10 UFC/100 mL.

Agua para Injetaveis (API)

Agua para Injetaveis é utilizada como excipiente na preparacéo de produtos farmacéuticos parenterais de
pequeno e grande volume, na fabricacdo de principios ativos de uso parenteral, de produtos estéreis,
demais produtos que requeiram o controle de endotoxinas e ndo sdo submetidos a etapa posterior de
remocdo. E utilizada ainda na limpeza e preparacdo de processos, equipamentos e componentes que
entram em contato com farmacos e medicamentos estéreis durante sua produgéo.

O processo de purificagdo de primeira escolha é a destilacdo, em equipamento cujas paredes internas
sejam fabricadas em metal apropriado, como o0 aco inox AISI 316L, vidro neutro ou quartzo.
Alternativamente, a API pode ser obtida por processo equivalente ou superior a destilacdo para a remocao
de contaminantes quimicos e micro-organismos, desde que seja validado e monitorado quanto aos
parametros estabelecidos. A 4gua de alimentagdo deve ser, no minimo, potavel e, em geral, necessitara ser
pré-tratada para alimentar os equipamentos. O processo é assim especificado em razéo da robustez que
tais equipamentos apresentam quanto a operacéo e ao desempenho.

A 4gua para injetaveis deve atender aos ensaios fisico-quimicos preconizados para a agua purificada, além
dos testes de contagem total de bactérias < 10 UFC/100 mL, esterilidade, particulados e de endotoxinas
bacterianas, cujo valor maximo é de 0,25 UE/mL.

Alguns parédmetros de qualidade e sugestdes de aplicacdes sao registrados, na Tabela 1, para cada tipo de
agua para uso farmacéutico.



Tabela 1 — Tipos de agua para uso farmacéutico e parametros de qualidade.

Tipo de agua

Caracteristicas

Parametros criticos sugeridos

Exemplos de aplicacédo

Agua potavel

Agua reagente

Agua purificada

Agua para injetaveis

Agua ultrapurificada

Obtida de mananciais ou da rede de

distribuigdo publica.

Agua potavel tratada por deionizagéo ou outro
processo. Possui baixa exigéncia de pureza.

Niveis variaveis de contaminacdo organica e
bacteriana. Exige cuidados de forma a evitar a
contaminagdo quimica e microbioldgica.

Pode ser obtida por osmose reversa ou por
uma combinacéo de técnicas de purificacdo a
partir da agua potavel ou da reagente.

Agua purificada tratada por destilacdo ou
processo similar.

Para analises que exigem minima
interferéncia e
méxima  precisdo e exatiddo. Baixa

concentracao ibnica, baixa carga microbiana e
baixo nivel de carbono orgéanico total.
Agua purificada tratada por
complementar.

processo

Possui legislacéo especifica.

Condutividade de 1 a 5,0 uS/cm a 25,0 °C £
0,5 OC (resistividade > 0,2 MQ-cm);
COT < 0,20 mg/L.

Condutividade de 0,1 a 1,3 uS/cm a 25,0 °C
+ 0,5°C (resistividade > 1,0 MQ-cm);

COT = 0,50 mg/L;

Contagem do numero total de bactérias
heterotréficas: no maximo, 100 UFC/mL;
Auséncia de Pseudomonas e coliformes.

Atende aos requisitos quimicos da agua
purificada e exige controle de endotoxinas e
particulas. Contagem do numero total de
bactérias heterotroficas: no maximo, 10
UFC/100 mL.

Endotoxinas < 0,25 UE/mL.

Auséncia de Pseudomonas e coliformes.

Condutividade de 0,055 a 0,1 uS/cm a 25,0 °C
+ 0,5 °C (resistividade > 18,0 MQ-cm);

COT = 0,05 mg/L (alguns casos < 0,003 mg/L);
Contagem do numero total de bactérias
heterotréficas: no maximo, 10 UFC/100 mL.
Auséncia de Pseudomonas e coliformes.

Limpeza em geral e fonte de alimentacéo
de sistemas de tratamento.

Lavagem de material, abastecimento de
equipamentos, autoclaves, banho-maria,
histologia, usos diversos.

Producéo de medicamentos e
cosmeéticos em geral, farmacias, lavagem
de material, preparo de solucdes
reagentes, meios de cultura, tampdes,
diluicbes, microbiologia em  geral,
analises clinicas, técnicas por Elisa,
radioimunoensaio, aplicagbes diversas
na maioria dos laboratérios,
principalmente em analises qualitativas
ou quantitativas menos exigentes (em
%). Em CLAE (em %).

Como veiculo ou solvente de injetaveis,
fabricacdo de principios ativos de uso
parenteral, lavagem final de
equipamentos, tubulacdo e recipientes
usados em preparacbes parenterais.
Usada como diluente de preparagbes
parenterais.

Dosagem de residuos minerais ou
orgéanicos, endotoxinas, preparacdes de
calibradores, controles, SOR,
espectrometria de absorcdo atdmica,
ICP/IOS, ICP/MS, espectrometria de
massa, procedimentos enzimaticos,
cromatografia a gas, CLAE (ppm ou
ppb), biologia molecular e cultivo celular
etc. Eventualmente em preparacdes
farmacéuticas que requeiram &agua de
alta pureza.




COT = Carbono organico total;
UFC = Unidades formadoras de colbnias; populacao microbioldgica viavel.



11.2 SISTEMAS DE PURIFICACAO DE AGUA — TECNOLOGIAS DE PURIFICACAO

Os projetos, instalacdes e operacdo de sistemas para producdo de agua purificada (AP), agua
ultrapurificada (AUP) e a agua para injetaveis (API) possuem componentes, controles e procedimentos
similares. A diferenca reside na presenca do parametro endotoxinas bacterianas na agua para injetaveis e
nos seus métodos de preparacédo, especificamente no Ultimo estagio. Essas similaridades de parametros de
qualidade possibilitam estabelecer uma base comum para o projeto de sistemas destinados a obtencédo de
AP, AUP ou API, sendo pontos criticos diferenciais o grau de controle do sistema e os estagios finais de
purificacdio necessarios para remover bactérias, endotoxinas bacterianas e reduzir a condutividade.

Os processos de obtencdo empregam operagdes unitarias sequenciais — 0s estagios de purificagdo — que
estdo voltados a remocdo de determinados contaminantes e a protecdo de estagios de purificagao
subsequentes. Note-se que a operacdo unitaria final para obtencdo de agua para injetaveis é limitada a
destilacdo ou outro processo equivalente ou superior, na remoc¢ao de contaminantes quimicos, bem como
micro-organismos e seus componentes. A tecnologia de destilacdo é consagrada pelo seu longo histérico
de confiabilidade e pode ser validada para producao de 4gua para injetaveis. Porém, outras tecnologias ou
combinacédo de tecnologias podem igualmente ser efetivas e validadas para essa finalidade. A ultrafiltracao
colocada em uma sequéncia apos outras tecnologias de purificagdo de contaminantes quimicos pode ser
adequada para a producdo de agua para injetaveis, se demonstrar a mesma eficicia e confiabilidade da
destilagdo na validagéo.

Para produzir a &gua para injetaveis, hd novas e promissoras aplicacdes validaveis devido ao
desenvolvimento de novos materiais para tecnologias como osmose reversa e ultrafiltracdo, que permitem
operar e sanitizar em temperatura mais elevada, possibilitando uma redu¢cdo microbiana mais efetiva.

O projeto de instalagdo de um sistema de purificacdo de 4gua deve considerar a qualidade da agua de
fornecimento e da 4gua desejada ao final, a vazdo necesséria, a distancia entre o sistema de producéo e o0s
pontos de uso, o tragado da tubulacdo e conexdes, o material empregado, facilidades de assisténcia técnica
e manutencgdo e os instrumentos adequados para 0 monitoramento.

As tecnologias de purificag@o destinam-se a remocao de contaminantes nos diversos estagios da sequéncia
de purificacdo. As principais tecnologias apresentadas a seguir estdo em uma ordem sequencial logica,
porém a escolha de quais serdo utilizadas e a ordem em que séo aplicadas dependerdo da qualidade da
agua potavel de entrada e do tipo de agua que se busca obter.

Pré-filtracdo

Também conhecida como filtragdo de profundidade ou filtragao inicial, destina-se a remover contaminantes
particulados na faixa de tamanho entre 5 e 10 pm, essencialmente para proteger as tecnologias
subsequentes, utilizando filtros de areia ou combinacéo de filtros.

Adsorc¢do por carvao vegetal ativado

Essa tecnologia emprega a capacidade de adsorcdo do carvao vegetal ativado em contato com compostos
organicos ou contaminantes, como as cloraminas. Além disso, remove agentes oxidantes por reducgéo
guimica, em especial o cloro livre, que afeta outras tecnologias baseadas em membrana, como a osmose
reversa ou a ultrafiltracéo.

A retirada de agentes sanitizantes propicia o crescimento bacteriano e a formacgéo de biofilme, o que implica
na necessidade de sanitizagdo do préprio carvdo ativado, com vapor direto ou agua quente, por exemplo, e
do controle de particulas e contagem microbiana de seu efluente.

Tratamento com aditivos quimicos

O uso de aditivos quimicos refere-se aqueles que se destinam a ajustar o pH ou a remover carbonatos e
amonia, para a protecdo de outras tecnologias, entre elas a osmose reversa.

Como aditivos quimicos podem ser empregados o ozbnio, comumente usado no controle de micro-
organismos, e o metabissulfito, aplicado como agente redutor para cloro livre, em substituicdo ao carvéo
vegetal ativado.

Os aditivos quimicos sdo, necessariamente, removidos em algum estagio posterior de purificacdo e nao
podem deixar residuo na agua final.



Tratamento com abrandadores

Nos casos em que a agua de alimentagdo é “dura”, torna-se necessario usar os abrandadores. Essa
tecnologia emprega resinas regeneraveis de troca ibnica, que capturam os ions calcio e magnésio, e
liberam ions sédio na agua. O abrandamento é utilizado na protecéo de tecnologias sensiveis a incrustacao,
COMO a 0SMose reversa.

E necessario controlar a contagem microbiana, com regeneracéo frequente, recirculacio ou outras formas
de reducgédo de contagem microbiana, para evitar a formacédo de biofilme.

Deionizagédo e eletrodeionizagéo continua

A deionizacao e a eletrodeionizacdo continua séo tecnologias eficazes para a remoc¢ao de sais inorganicos
dissolvidos. Os sistemas de deionizacdo, também conhecidos como deioniza¢do convencional, produzem
agua purificada de uso rotineiro, por meio de resinas de troca ibnica especificas para cations ou para
anions. Sao polimeros organicos, geralmente sulfonados, na forma de pequenas particulas. As resinas
catibnicas capturam os ions liberando o ion H* na agua e as anidnicas liberam OH-. S0 regeneraveis com
acidos e bases, respectivamente. Esse processo isolado ndo produz dgua de alta pureza, por haver fuga de
pequenos fragmentos da resina, facilidade de crescimento microbiano e por haver baixa remocédo de
organicos.

Os sistemas de eletrodeionizacdo continua combinam resinas catibnicas e anibnicas com membranas
semipermedveis e a aplicacdo de um campo elétrico, promovendo a remog¢éo de ions de forma continua,
isto €, sem necessidade de parada para regeneracdo. Em ambos 0s casos é necessario ter um controle
sobre a geracdo de particulas decorrente das regeneragdes sucessivas, além de micro-organismos. Isso
pode ser realizado controlando-se as regeneracgdes, no caso da deionizacéo, utilizando-se recirculacdo da
agua e aplicando-se radiagdo UV para o controle de micro-organismos na saida, cuja eficacia precisa ser
comprovada.

Osmose reversa

A osmose reversa é uma tecnologia de purificacdo baseada em membranas semipermeaveis e com
propriedades especiais de remocado de ions; micro-organismos e endotoxinas bacterianas. Remove 90 a
99% da maioria dos contaminantes. Entretanto, diversos fatores, como pH; pressao diferencial ao longo da
membrana; temperatura; tipo do polimero da membrana e a prépria construcdo dos cartuchos de osmose
reversa podem afetar significativamente essa separagéo.

As membranas de osmose reversa devem ser devidamente controladas quanto a formagéo de incrustagfes
provenientes de sais de calcio, magnésio e outros, e de biofilme, fonte critica de contaminacdo microbiana e
de endotoxinas. Por isso é imprescindivel instalar um sistema de pré-tratamento antes da osmose reversa,
gue remova particulas e agentes oxidantes, e, em paralelo, deve-se fazer, periodicamente, a sanitizagdo do
sistema. Essa pratica ajuda a aumentar a vida Gtil das membranas e reduz a frequéncia de sua
regeneracao.

Existem os sistemas de osmose reversa de duplo passo, em que a agua purificada pelo primeiro estagio
alimenta o segundo estagio, incrementando e complementando a purificagéo.

Ultrafiltracéo

A ultrafiltracao é frequentemente utilizada em sistemas de agua para uso farmacéutico para a remocao de
endotoxinas. A ultrafiltracdo é realizada utilizando-se uma membrana especial com a propriedade de reter
moléculas conforme o seu peso molecular e estereoquimica. Denomina-se de Corte Nominal de Peso
Molecular “cut off’ a faixa utilizada para a separacéo das particulas, caracterizado pelo tamanho do peso
molecular. Na remog¢&o de endotoxinas sdo utilizados filtros na faixa de 10 000 Da, que retém moléculas
com massa molecular, maior ou igual a 10 000 Da.

Essa tecnologia pode ser usada em uma etapa final ou intermediaria do sistema de purificagdo, desde que
validada, e, da mesma forma que a osmose reversa, requer um pré-tratamento, um controle adequado das
condicBes operacionais e procedimentos apropriados de limpeza e sanitizagdo, para manter a qualidade da
agua conforme o estabelecido.



Filtracao com carga eletrostatica

Esse tipo de filtracdo emprega cargas positivas na superficie das membranas e destina-se a reduzir os
niveis de endotoxinas que possuem natureza elétrica negativa. Apresentam uma capacidade marginal de
remocdo de micro-organismos, porém sua maior eficiéncia é devido a remocéo de endotoxinas. Apresenta
uma limitacdo importante: quando as cargas estéo totalmente neutralizadas, por saturacao pela captura das
endotoxinas, a remogdo se paralisa. Por essa razdo, filtros com carga eletrostatica sdo extremamente
dificeis de validar, dada essa imprevisibilidade, quanto ao momento em que efetivamente ndo mais retém
esses contaminantes.

Microfiltracdo — retenc&o de micro-organismos

Essa tecnologia utiliza membranas microporosas, com uma especificacdo de tamanho de poro de 0,2 ou
0,22 ym. Devem ser validadas quanto a retengdo, por meio de um teste bacteriolégico, que determina o
valor da reducdo logaritmica dos micro-organismos nas membranas. O modelo usado emprega uma
suspensao de Brevundimonas diminuta a 107 UFC/cm? de area filtrante e testa a esterilidade do filtrado.
Ainda que a membrana seja especificada como 0,2 ou 0,22 ym de didmetro de poro, ndo necessariamente
sera esterilizante se ndo produzir um filtrado estéril por meio desse teste, ou seja, um valor de reducéo
logaritmica igual a 7. Caso a reduc¢édo logaritmica obtida ndo seja da ordem de sete, a membrana pode ser
utilizada para reduzir a contagem microbiana, porém nado deve ser utilizada para esterilizar.

A microfiltracdo € aplicada na filtracdo de gases, ou ventilacdo de tanques de armazenamento, para evitar
contaminacgdo da agua neles contida. Nesses casos, utilizam-se membranas hidrofébicas, para que o filtro
opere sem acumulo de agua condensada, a partir da umidade do préprio ar.

Radiacéo ultravioleta (UV)

A radiac@o UV é utilizada em sistemas de purificacdo de dgua em dois comprimentos de onda: 185 nm e
254 nm, que promovem dois efeitos:

* 185 nm e 254 nm — Oxidag&do de compostos organicos e consequente redu¢do de sua concentracdo, para
atender aos limites da AP, AUP e API,

* 254 nm — Acdo germicida nos diversos pontos da sequéncia de purificagdo, para reduzir a contagem
microbiana.

Para a oxidac&o de organicos a agua deve estar no estagio final da purificacdo e essa remocao sera mais
efetiva quanto menor for a carga de contaminantes. Outra limitagdo é a presenca de particulas que podem
depositar-se na superficie da lampada, diminuindo a intensidade da radiacdo e prejudicar a eficiéncia do
método. Deve-se considerar ainda a profundidade / espessura do leito de agua, o fluxo de agua no local da
radiacdo e a poténcia e tempo de uso da fonte de radiacéo.

Destilagéo

Em instalagBes industriais pode haver destiladores simples, de multiplos efeitos e os de compresséo de
vapor, que sdo usados, em geral, para sistemas de producdo de grandes volumes. A 4gua de alimentacéo
para esses equipamentos requer controles diferentes daqueles usados em osmose reversa. Nesse caso, a
concentracdo de silicatos é critica, como em qualquer sistema de geracdo de vapor. Outro aspecto
importante é a possibilidade de carreamento de compostos volateis no condensado. Isso é especialmente
importante no que se refere a impurezas orgéanicas, como trihalometanos e gases dissolvidos na agua,
como didxido de carbono e amoénia. Assim, é fundamental o controle da 4gua potavel de entrada, conforme

mencionado sobre a agua de alimentacao para sistemas de purificacéo.

11.3 DISTRIBUICAO, SANITIZACAO, ARMAZENAMENTO E VALIDACAO

Distribuicéo

O desenho do sistema de distribuicdo deve levar em consideragdo a recirculagdo constante da agua

purificada e a manutencéo da temperatura da dgua contida no tanque. Caso necessario, devera conter um
trocador de calor para fornecer agua mais fria aos pontos de uso.



Tubulagdes, valvulas, instrumentos e outros dispositivos devem ter construcdo e acabamento sanitario, de
forma a ndo contribuirem para que ocorra a contamina¢cdo microbiana e serem sanitizados.

N&o devem ser utilizados filtros de retencdo microbiolégica na saida, ou no retorno dos sistemas de
distribuicdo, pois sdo repositérios de micro-organismos retidos e, portanto, uma fonte critica para a
formacao de endotoxinas. Os pontos de uso devem ser projetados de forma a evitar volumes mortos e
possibilitar que a agua recircule totalmente neles quando estiverem fechados.

Sanitizacdo
Diversos sdo os métodos de sanitizagdo dos sistemas de producao, armazenamento e distribuicéo.

O material de construcdo do sistema deve ser resistente aos agentes empregados e a temperatura utilizada
no processo é critica. E comum utilizar temperaturas de 80 °C ou de 65 °C, com circula¢do continua da
agua. No entanto, para impedir a formacao de biofiimes normalmente é empregada uma combinacédo de
calor e agentes quimicos na sanitizacdo. O procedimento de sanitizacdo deve ser devidamente validado.

Como agentes quimicos, geralmente sdo usados oxidantes, como os compostos halogenados, peréxido de
hidrogénio, ozdnio ou uma combinacdo desses. A frequéncia da sanitizacdo é determinada pelo histérico
dos resultados do monitoramento e das curvas de tendéncia, de forma que o sistema funcione sem exceder
o limite de alerta.

Armazenamento

As condi¢Bes de estocagem devem ser adequadas a qualidade da agua. A agua ultrapurificada ndo deve
ser armazenada por periodo superior a 24 horas. A diretriz fundamental para o armazenamento da agua
purificada, da agua ultrapurificada ou da agua para injetaveis é ponderar que, quanto maior o grau de
purificacdo da agua, mais rapidamente ela tende a se recontaminar.

Sendo assim, a agua deve ser mantida em recirculacdo constante, por meio de seu sistema de distribuicéo,
sempre que aplicavel. As primeiras por¢cdes de agua produzida por um sistema de purificacdo que tenha
ficado inativo por mais de quatro horas devem ser desprezadas proporcionalmente ao volume morto do
recipiente. Essas variaveis devem ser validadas para as condi¢des especificas de cada sistema bem como
devem ser estabelecidos os parametros a serem considerados na validacao.

O reservatoério utilizado para a sua manutencdo deve ser apropriado aos fins a que se destina, sendo
composto por material inerte, limpo e ndo servir de fonte de contaminacdo ao conteldo. O material de
construgdo deve apresentar caracteristicas e rugosidade apropriadas para dificultar a aderéncia de
residuos, a formacdo de biofiime e a corrosdo pelos agentes sanitizantes. O aco inoxidavel 316L
eletropolido, com rugosidade menor que 0,5 microRA, é a escolha mais frequente para atender a essas
exigéncias. O reservatério deve estar protegido de fontes de luz e calor improprios e a geometria deve
permitir seu esgotamento total pelo fundo, sem volumes mortos.

Procedimentos adequados devem ser adotados para evitar a contaminacao por particulados, organicos ou
micro-organismos. Deve possuir um filiro de “respiro”/ventilagdo para evitar que haja contaminacdo do
volume do tanque pela admisséo de ar/umidade contaminados e evitar uma recontaminagdo por essa via.
Em particular, mas ndo exclusivamente, reservatorios de agua para injetaveis devem ser encamisados para
manter a agua circulante em temperatura superior a 80° C, o que restringe significativamente o crescimento
bacteriano.

Validagéo

O propdsito fundamental da validagcdo é assegurar a confiabilidade de um sistema de purificacdo de agua,
envolvendo sua obtenc¢do, armazenamento, distribuicdo e qualidade no ponto de uso.

A validacdo inclui a qualificacdo do projeto (QP); da instalacdo (Ql); da operacao (QO) e do desempenho

(QD).
O plano de validagao para um sistema de agua envolve as seguintes etapas:

a) conhecer o padrdo de qualidade da fonte de alimentacgéo;



b) estabelecer o padréo de qualidade da agua purificada;
c) definir as tecnologias de purificacdo e sua sequéncia, a partir da qualidade da agua de entrada;

d) selecionar os materiais de construcdo dos sistemas de producdo, armazenamento, distribuicdo e
monitoramento dos pontos de uso;

e) desenvolver os protocolos de qualificacdo de projeto, instalacdo, operacdo e desempenho;

f) estabelecer os parametros criticos, niveis de alerta e de acdo e a periodicidade de sanitizagcdo e de
monitoramento;

g) estabelecer um plano de manutencdo da validacdo, que incluira mecanismos para o controle de
mudancas nos sistemas de agua e proporcionara subsidios para um programa de manutencao preventiva.

Os protocolos de qualificacdo devem estar previamente aprovados antes de sua execucao.

11.4 MONITORAMENTO DA QUALIDADE DA AGUA

O processo empregado ha producdo de agua para uso farmacéutico deve ser validado e, sistematicamente,
0s parametros estabelecidos na legislacdo e nas monografias especificas de cada tipo de 4gua devem ser
verificados.

O monitoramento da qualidade da agua deve abranger todos os pontos criticos e representativos do
sistema, de acordo com o planejamento estabelecido, de forma consistente e continua.

Assim, devem ser estabelecidos procedimentos operacionais e de sanitizagdo, um programa de
monitoramento abrangente, com manutencdo preventiva e um sistema de controle de mudancas, que
determine criteriosamente se o sistema necessitara ser revalidado apos qualquer modificagdo. As questdes
sazonais que podem afetar a qualidade da agua da fonte de fornecimento devem ser consideradas na
elaboracéo do plano. A frequéncia de coleta das amostras é definida na valida¢do do sistema, bem como os
ensaios necesséarios para garantir a manutencdo da qualidade da agua requerida. Qualquer alteracdo no
plano original deve ser reavaliada.

Os equipamentos e aparatos utilizados nas verificagbes devem ser capazes de fornecer a leitura na faixa
requerida para a pureza estabelecida. Os equipamentos utilizados devem estar devidamente calibrados. As
verificacdes realizadas devem ser registradas em formulario proprio, em que conste, pelo menos, o(s)
parametro(s) medido(s), a data da medicao, o valor obtido, a faixa de aceitacao e o responsavel pela leitura.
O pessoal que realiza essa tarefa deve conhecer o plano de amostragem e os métodos utilizados, bem
como os limites de alerta e de acéo estabelecidos. Caso 0 usuério terceirize esse controle, deve garantir
gue o terceirizado cumpra com os requisitos e procedimentos definidos.

Os dados obtidos sdo comparados com as especificacfes tipicas e os limites de alerta e de agédo. Esses
sdo estabelecidos pelo usuério, com base nos dados da validacdo, no histérico do sistema de purificacéo e
distribuicdo e nas exigéncias de qualidade para uma determinada aplicacéo.

O usuario deve definir os limites de alerta e de acéo, de forma a evitar a obtengdo do produto com
especificacdo de qualidade inferior a requerida para uma dada aplicacdo. O limite de alerta indica que um
desvio na qualidade pode acontecer e ndo necessariamente requer uma medida corretiva. Pode ser
estabelecido com base em uma analise estatistica do historico de tendéncias, utilizando dois desvios-
padréo, por exemplo, ou cerca de 70% do limite de ag¢do, ou 50% da contagem do ndmero de unidades
viaveis, o que for menor. O limite de a¢do indica que o desvio da qualidade excedeu os parametros
toleraveis e requer interrup¢éo da atividade para a correcéo.

O monitoramento da qualidade da agua deve ser realizado por meio de analises fisico-quimicas e
microbiolégicas.

11.4.1 MONITORAMENTO FiSICO-QUIMICO
O monitoramento fisico-quimico acompanha, principalmente, a condutividade e o carbono orgéanico total,

gue também podem ser medidos em linha. Esses ensaios abrangem um grande nimero de contaminantes
inorganicos. Caso a amostra ndo seja analisada em seguida a coleta, deve ser preservada e armazenada



em condicdes que garantam a sua integridade e conservacdo por periodo adequado. Dependendo da
aplicacao requerida os parametros criticos a serem monitorados podem variar.

11.4.2 MONITORAMENTO MICROBIOLOGICO

A importancia do controle da agua para uso farmacéutico esta em garantir sua qualidade de modo a atender
aos parametros determinados em cada monografia e evitar o carreamento da contaminacdo para 0s
produtos. Sendo assim, requer rigoroso controle de qualidade microbioldgico, visto que, por suas
caracteristicas intrinsecas e pelos processos envolvidos na sua produgdo, é altamente suscetivel a
contaminag&o microbiana.

O alvo do controle microbiolégico sdo as bactérias patogénicas, existindo a necessidade de identificar ou
selecionar certas espécies de micro-organismos que podem ser prejudiciais a processos e produtos, como,
por exemplo, Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia, Escherichia coli e Salmonella sp.

11.4.2.1 Amostragem

A amostragem € uma etapa importante na avaliagdo da qualidade da 4gua, uma vez que a amostra retirada
para analise deve refletir com precisdo o desempenho do sistema de producéo e distribuicdo e a qualidade
da &gua utilizada. Uma amostragem inadequada pode levar a uma avaliagdo equivocada, gerando
intervencdes desnecessdrias no sistema de purificacdo, ou comprometendo a veracidade do estado da
gualidade da agua por meio de um resultado impreciso.

Considerando as particularidades de cada sistema, as amostras de agua devem ser retiradas desde o local
de sua geracd@o até os pontos de uso, visto que os resultados obtidos na geracdo podem nao refletir a
gualidade da &gua nos pontos de uso.

A coleta de amostras nos pontos de uso deve ser realizada utilizando préticas idénticas aquelas
empregadas rotineiramente na utilizacdo da agua naquele ponto, para imitar a operacdo de uso (purga da
valvula, utilizacdo de mangueiras, sanitizagdo do ponto, etc).

O plano de amostragem inicial € normalmente desenvolvido para um programa de validagdo do sistema de
producéo de 4gua para uso farmacéutico, a fim de caracterizar a sua capacidade de purificagdo, distribuicéo
e fornecimento de agua. O plano de amostragem é de curta duragdo (por exemplo, de duas a quatro
semanas) e determina uma frequéncia elevada de coleta de amostras, a fim de gerar um volume
significativo de dados, que proporcione uma avalia¢o inicial do desempenho do sistema, para orientar as
decisdes sobre o0 uso da agua produzida.

O plano de amostragem inicial é reavaliado quando o sistema é colocada em operacao, geralmente para
buscar a reducdo da quantidade de dados que estd sendo gerada sem comprometer a capacidade de
identificar operagBes/eventos anémalos, especialmente durante a fase inicial do ciclo de vida do sistema de
agua. Na auséncia de tais desvios de qualidade durante o periodo de amostragem inicial, a frequéncia de
amostragem pode ser reduzida para garantir gue em um prazo um pouco mais longo (por exemplo, por pelo
menos, mais 2-4 semanas), ndo ocorram tendéncias adversas da qualidade. Durante este periodo de tempo
de validacdo do segundo plano de amostragem, o uso da agua na rotina pode ser considerado um risco.
ApOs a conclusdo da avaliagdo, se bem-sucedida, o monitoramento pode, eventualmente, ser reduzido
novamente para o plano de amostragem que sera adotado na rotina.

Periodicamente, € necessério revisar a operacdo e 0 monitoramento do sistema para avaliar a variabilidade
sazonal da fonte de agua, a eficacia da sanitizacdo e os eventos de manutencdo de rotina. Essa revisédo
deve ser realizada durante o ciclo completo de vida do sistema de producdo de &gua, normalmente
anualmente, para evidenciar tendéncia de desvios da qualidade dos dados de longo prazo.

O plano de amostragem adotado na rotina também deve ser reavaliado periodicamente, com base nos
dados disponiveis, para reavaliar a frequéncia e os locais de amostragem adequados. Esta etapa oferece
uma oportunidade para melhorar a avaliagdo dos dados e reduzir as cargas de trabalho com base no que os
dados indicam sobre o processo e o controle de qualidade. O plano de amostragem adotado na rotina deve
ter uma base racional para a frequéncia e locais de amostragem estabelecidos, a fim de justificar como os
dados resultantes serdo utilizados para caracterizar a operacao geral do sistema e para a liberagdo da agua
para uso.



As amostras devem ser coletadas em recipientes de vidro borossilicato estéreis ou bolsas plasticas
esterilizadas apropriadas para 0 uso microbioldgico. O volume da amostra deve ser suficiente para realizar
todas as analises necessarias. A quantidade de amostra adicionada nos recipientes deve permitir a
homogeneizacdo antes da realizacdo dos ensaios, sendo preconizado um espaco de pelo menos 2,5 cm
acima da superficie da dgua (headspace).

Agentes desinfetantes, como cloro ou outros compostos halogenados, quando presentes nas amostras de
agua, devem ser neutralizados antes da realizagdo dos testes, para garantir uma recuperacao adequada
dos micro-organismos possivelmente presentes. Um agente neutralizante comumente usado € a solugédo de
tiossulfato de sodio (0,1 mL de uma solugdo a 3% neutraliza acima de 5 mg/L de cloro residual em uma
amostra de 120 mL).

Resultados ndo conformes requerem uma intervencdo extraordinaria no local, em adicdo as operacdes
normais, a fim de restaurar o sistema para que o padrédo de qualidade esperado seja mantido.

11.4.2.2 Condicbes de armazenamento

Os testes devem ser realizados na amostra em até duas horas apds a coleta e, caso ndo seja possivel
proceder ao teste neste intervalo, a amostra deve ser mantida em temperatura de refrigeragéo na faixa de 2
a 8 °C por, no maximo, 12 horas para manter as caracteristicas microbiol6gicas até a analise. Em situacGes
em gue nem mesmo isso seja possivel (tais como quando se utiliza laboratérios contratados fora do local), o
ensaio dessas amostras refrigeradas deve ser realizado dentro do periodo de 24 horas ap6s a coleta.

11.4.2.3 Meios de cultura

Agar caseina-soja

Peptona de caseina pancreatica 15,049
Farinha de soja obtida por digestdo papainica 509
Cloreto de sédio 509
Agar 15,0¢
Agua purificada g.s.p. 1000 mL

pH 7,3 = 0,2. Esterilizar em autoclave usando ciclo validado.

Agar endo C

Hidrolisado péptico de tecido animal 10,0 g
Lactose 10,09
Fosfato dibasico de potassio 35¢9
Sulfito de sédio 25¢9
Fucsina basica 0,59
Agar 15,09
Agua purificada g.s.p. 1000 mL

pH 7,4 + 0,2. Esterilizar em autoclave usando ciclo validado.

Agar eosina azul de metileno

Hidrolisado pancreatico de gelatina 10,0 ¢
Lactose 5049
Sacarose 5049
Fosfato dibasico de potassio 20g
Agar 13,5¢
Eosina Y 0,449
Azul de metileno 0,065g
Agua purificada q.s.p. 1000 mL

pH 7,2 + 0,2. Esterilizar em autoclave usando ciclo validado.

Agar M-Pa-C



L-lisina 5049

Cloreto de sédio 5049
Extrato de levedura 20g
Xilose 1,25¢
Sacarose 1,25¢g
Lactose 1,25¢g
Vermelho de fenol 0,08 g
Citrato de amonio e ferro Ill 0,89
Sulfato de magnésio 15¢g
Agar 12,09
Tiossulfato de sédio 5049
Canamicina 8,0 mg
Acido nalidixico 37,0 mg
Agua purificada estéril g.s.p. 1000 mL

pH 7,1 £ 0,2. Nao autoclavar. Ferver o meio por um minuto. Determinar o prazo de validade do meio
preparado.

Agar MacConkey

Hidrolisado pancreatico de gelatina 17,09
Hidrolisado pancreatico de caseina 15¢g
Hidrolisado péptico de tecido animal 159
Lactose 10,0 g
Sais biliares 159
Cloreto de sédio 500
Vermelho neutro 0,03 g
Cristal violeta 0,001 ¢
Agar 13,5¢
Agua purificada g.s.p. 1000 mL

pH 7,1 + 0,2. Esterilizar em autoclave usando ciclo validado.

Agar m-HPC

Peptona 20,09
Gelatina 25,09
Glicerol 10,0 mL
Agar 15,09
Agua purificada q.s.p. 1000 mL

Misturar todos os ingredientes, exceto o glicerol. Ajustar o pH para 7,1 + 0,2, aquecer para dissolver e
adicionar o glicerol. Esterilizar em autoclave usando ciclo validado.

Agar para contagem em placa (plate count agar - PCA)

Peptona de caseina 5009
Extrato de levedura 259
Glicose 10g¢g
Agar 15,0¢
Agua purificada g.s.p. 1000 mL

pH 7,0 £ 0,1. Esterilizar em autoclave usando ciclo validado.

Agar R2A

Peptona (caseina ou tecido animal) 0,59
Acido Casamino 0,59
Extrato de Levedura 0,59
Piruvato de Sdadio 0,39

Glicose 0,59



Sulfato de Magnésio heptahidratado 0,059
Amido solavel 0,59
Fosfato de Hidrogénio Dipotassico 0,39
Agar 15,09
Agua purificada g.s.p. 1000 mL

pH 7,2 £ 0,1. Esterilizar em autoclave usando ciclo validado.

Caldo EC ou EC-MUG

Triptose ou tripticase 20,09
Lactose 5049
Mistura de sais biliares 159
Fosfato de hidrogénio dipotassico 409
Fosfato de dihidrogénio potassico 15¢9
Cloreto de sédio 509
4-metil-umbeliferil-B-D-glicoronidio (MUG) 0,059
Agua purificada g.s.p. 1000 mL

pH 6,9 £ 0,2. Antes da esterilizacdo, dispensar em tubos que ndo apresentem fluorescéncia em altos
comprimentos de onda da luz UV (366 nm). Ndo é necessério tubo de Durham. Esterilizar em autoclave

usando ciclo validado.

Caldo lactose bile verde brilhante

Peptona 10,0 g
Lactose 10,0 g
Oxgall 20,09
Verde brilhante 0,0133 g
Agua purificada g.s.p. 1000 mL

pH 7,2 + 0,2. Antes da esterilizag&o, colocar um tubo de Durham invertido em cada tubo de ensaio para
detectar a producéo de gas. Esterilizar em autoclave usando ciclo validado.

Caldo lauril triptose

Triptose 20,0 ¢
Lactose 5009
K2HPO4 2,759
KH2PO4 2,759
NacCl 500
Lauril sulfato de sédio 0,1g
Agua purificada q.s.p. 1000 mL

pH 6,8 + 0,2. Antes da esterilizacdo, colocar um tubo de Durham invertido em cada tubo de ensaio para
detectar a producao de gés. Esterilizar em autoclave usando ciclo validado.

11.4.2.4 Contagem do numero total de bactérias heterotroficas

Os métodos apresentados sdo opcionais e podem ou ndo ser ideais para a recuperacdo dos micro-
organismos, incluindo aqueles indesejaveis. A escolha devera ser efetuada por meio de_experimentos,
determinando-se quais sdo os métodos adequados para o monitoramento de seu processo, como para a
recuperacao dos micro-organismos especificos que podem ser encontrados nos sistemas de purificacéo de
agua e que podem ser indesejaveis para os produtos a serem manipulados.

Existem duas categorias de meios de cultura para a contagem do ndmero total de bactérias heterotréficas:
0s com alta concentracdo de nutrientes, tendo como exemplos o agar para contagem em placa (plate count
agar - PCA), agar caseina-soja e o 4gar m-HPC, sendo adequados para isolamento geral e enumeragéo de



bactérias heterotréficas ou copiotroficas, e os de baixa concentracdo de nutrientes, como o agar R2A, o qual
€ indicado para recuperacao de bactérias oligotréficas.

A temperatura e tempo de incubacdo sao aspectos criticos para os testes microbiol6gicos da agua, devido
aos tipos de micro-organismos encontrados nos sistemas de agua. Incubacdes a baixas temperaturas (por
exemplo, de 20 a 25 'C ou de 25 a 30 °C) por periodos mais longos, por pelo menos quatro dias, podem
levar a recuperacfes mais altas de micro-organismos, do que as temperaturas classicas. Os meios com
baixa quantidade de nutrientes requerem periodos de incubacdo mais longos (pelo menos cinco dias), pois
esses meios promovem crescimento mais lento. Mesmo aqueles com alta concentracdo de nutrientes
podem algumas vezes resultar em alta recuperagdo microbiana por longos periodos de incubagdo e
temperaturas mais baixas.

A decisao sobre o tipo de meio de cultura e a temperatura de incubagcédo para se testar um sistema de
purificacdo de agua deve ser baseada em estudos comparativos de cultivo usando um microbioma nativo
dos sistemas de purificacdo da agua em analise.

PROCEDIMENTO

Método por profundidade em placa

Adicionar 1 mL da amostra em placa de Petri e verter 15 a 20 mL do meio de cultura mantido de 45 a 50 °C,
conforme Tabela 2. Realizar o teste pelo menos em duplicata.

Método de filtracdo em membrana

Utilizar equipamento de filtragdo que possibilite a transferéncia da membrana para os meios de cultura.
Utilizar membrana estéril com 47 mm de didmetro e porosidade de 0,45 um, lavando-se a membrana, apés
a filtracdo da amostra, com trés porcdes de 20 a 30 mL de &gua purificada estéril. O volume a ser filtrado
podera variar de acordo com a amostra obedecendo a um volume maximo que forneca de 20 a 200 UFC
por membrana.

Tabela 2 - Condi¢Bes para contagem do nimero total de bactérias heterotroficas.

Tipos de 4gua

Método Agua para

Agua potéavel

Agua purificada

injetaveis e dgua
ultrapurificada

Tipo de método

Tamanho sugerido
da amostra®

Meio¢

Periodo de
incubacgéo

Profundidade em
placa ou Filtrag&o
em Membrana

1,0 mL/100 mLP

Agar R2A, PCA

Agar R2A: 4-7 dias
(ou mais longo)
PCA: 48-72 horas
(ou mais longo)

Profundidade em
placa ou Filtracdo em
Membrana

1,0 mL/100 mLP

Agar R2A, PCA

Agar R2A: 4-7 dias
(ou mais longo)
PCA: 48-72 horas
(ou mais longo)

Filtracdo em
Membrana

200,0 mL

Agar R2A, PCA

Agar R2A: 4-7 dias
(ou mais longo)
PCA: 48-72 horas
(ou mais longo)



Temperatura de Agar R2A: 20-25°C  Agar R2A: 20-25°C  Agar R2A: 20-25°C
incubacao ou 30-35°C ou 30-35°C ou 30-35°C
PCA: 30-35°C PCA: 30-35°C PCA:30-35°C
a2 O tamanho da amostra deve ser apropriado para a esperada contagem microbiana da agua
para se obter contagens de coldnias estatisticamente validas.
b'1,0 mL para profundidade em placa e 100,0 mL para filtracdo em membrana.
¢ Para otimizar a recuperacdo, um meio alternativo pode ser mais adequado (m-HPC, agar
Caseina-soja).

11.4.2.5 Pesquisa de coliformes totais e fecais

O grupo coliforme consiste de varias bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae. A historica
definicdo desse grupo foi baseada no método utilizado para deteccdo: fermentacdo da lactose em
detrimento dos principios da bacteriologia sistematica. Por conseguinte, quando a técnica de fermentacéo é
utilizada, esse grupo é definido como anaerdbicos facultativos, bastonetes Gram negativos, ndo formadores
de esporos e fermentadores da lactose com formacéo de gas e acido quando incubados por 48 horas a 35
°C. O teste padréo para o grupo coliforme pode ser conduzido pelos seguintes métodos: fermentacdo em
tubos multiplos, filtragdo em membrana ou cromogénico.

Para todos os tipos de agua para uso farmacéutico, independentemente do método utilizado, coliformes
totais e fecais devem estar ausentes.

PROCEDIMENTO
Método de fermentagdo em tubos multiplos

Fase presuntiva - Usar Caldo lauril triptose. Se o meio for refrigerado apds a esterilizagdo, deixar em
temperatura ambiente antes do uso. Descartar os tubos que apresentarem crescimento ou bolhas. Preparar
o Caldo lauril triptose em uma concentragdo tal que, ao adicionar 100 mL, 20 mL ou 10 mL da amostra ao
meio, a concentracdo dos ingredientes da férmula ndo seré reduzida, como descrito na Tabela 3. Garantir
gue os tubos de Durham invertidos estejam livres de bolhas.

Tabela 3 — Preparo do Caldo lauril triptose.

Amostra Quantidade de Volume de meio + Caldo lauril triptose
(mL) meio/tubo (mL) amostra (mL) requerido (g/L)
1 10 ou mais 11 ou mais 35,6
10 10 20 71,2
10 20 30 53,4
20 10 30 106,8
100 50 150 106,8
100 35 135 137,1
100 20 120 213,6

Agitar a amostra vigorosamente. Usar cinco por¢des de 20 mL, 10 por¢cSes de 10 mL ou uma amostra Unica
de 100 mL. Misturar as por¢des da amostra no meio agitando levemente. Incubar a 35 °C + 0,5 °C. Apés 24
+ 2 horas, agitar cada tubo levemente e observar a presenca de crescimento ou formacédo de gas e, se
nenhum gas for evidente, reincubar os tubos e reexaminar ao final de 48 + 3 horas. Registrar a presenca ou
auséncia de crescimento e gas. A turvagao ou producdo de gas nos tubos dentro de 48h + 3 horas constitui
uma reagédo presuntiva positiva. Nesse caso, prosseguir com a fase confirmatoria.

Fase confirmatéria - Usar Caldo lactose bile verde brilhante. Garantir que os tubos de Durham invertidos
estejam livres de bolhas. Agitar levemente os tubos de fermentacdo do Caldo lauril triptose positivos e
inocular uma ou mais alcadas da cultura em Caldo bile lactose verde brilhante. Incubar os tubos de Caldo
bile lactose verde brilhante a 35 °C £+ 0,5 °C. O crescimento e formacédo de qualquer quantidade de gas
dentro de 48 + 3 horas constitui uma fase confirmatéria positiva, indicando a presenca de coliformes totais.



Para estimar a densidade de coliformes, calcular o nimero mais provavel (NMP) a partir do numero de
tubos positivos do Caldo bile lactose verde brilhante (Tabelas 4 e 5).

Tabela 4 - indice do NMP e limites de 95% de confianca para todas as combinacdes de resultados
positivos e negativos quando sdo usadas cinco por¢gdes de 20 mL da amostra.

N° de tubos com o _
resultado positivo | indice de NMP/100 95% de limite de confianca (exato)
(20 mL de amostra mL
cada) Baixo Alto
0 <11 - 3,5
1 11 0,051 54
2 2,6 0,40 8,4
3 4,6 1,0 13
4 8,0 2,1 23
S) >8,0 3,4 -

Tabela 5 - indice do NMP e limites de 95% de confianga para todas as combinacdes de resultados
positivos e negativos quando sdo usadas 10 por¢gdes de 10 mL da amostra.

N° de tubos com o _
resultado positivo | indice de NMP/100 95% de limite de confianca (exato)
(10 mL de amostra mL

Cada) Baixo Alto
0 <11 - 3,4
1 11 0,051 5,9
2 2,2 0,37 8,2
3 3,6 0,91 9,7
4 51 1,6 13
5 6,9 2,5 15
6 9,2 3,3 19
7 12 4,8 24
8 16 5,8 34
9 23 8,1 53
10 >23 13 -

Fase completa - Agitar levemente os tubos de fermentagédo do Caldo bile lactose verde brilhante positivos e
inocular uma ou mais algadas da cultura no Caldo EC ou EC-MUG. Alternativamente, a inoculacdo no Caldo
EC ou EC-MUG pode ser feita a partir da cultura em Caldo lauril triptose simultaneamente a inoculagdo em
Caldo bile lactose verde brilhante na fase confirmatdria. Incubar os tubos de EC ou EC-MUG a temperatura
de 44 + 0,2°C por 24 + 2 horas.

A observacao de crescimento e producdo de gas nos tubos de EC ou EC-MUG indica a presenca de
coliformes fecais ou E. coli, respectivamente. Paralelamente, culturas positivas de Caldo bile lactose verde
brilhante com resultados negativos nos Caldos EC ou EC-MUG indicam a presenca de coliformes nao
fecais.



Testes confirmatérios utilizando meios seletivos e diferenciais e testes bioquimicos para identificacdo das
espécies podem ser realizados quando necessario.

Método de filtragdo em membrana

Utilizar equipamento de filtracdo que possibilite a transferéncia da membrana para os meios de cultura.
Utilizar membrana estéril com 47 mm de diametro e porosidade de 0,45 um, lavando-se a membrana, apds
a filtracdo da amostra, com trés por¢cdes de 20 a 30 mL de agua purificada estéril. O volume a ser filtrado
podera variar de acordo com a amostra obedecendo a um volume maximo que forneca de 20 a 200 UFC
por membrana. Para pesquisa de coliformes, a membrana deve ser incubada em meio especifico (por
exemplo, MacConkey, endo C, eosina azul de metileno, etc), as temperaturas preconizadas para as
pesquisas de coliformes totais e fecais por 24 horas.

Método cromogénico

Meios de cultura contendo na sua formulacdo substratos enzimaticos especificos possibilitam melhorias
significativas na recuperagéo dos micro-organismos e na identificacdo dos mesmaos.

No caso da pesquisa de coliformes totais e de E. coli, h4 métodos alternativos que se correlacionam com os
métodos tradicionais de filtracdo em membrana e de tubos multiplos. Existem testes baseados na utilizagcdo
de um substrato especifico, que permitem a pesquisa simultédnea de coliformes totais e de E. coli em menor
tempo. Por exemplo, testes baseados na atividade da B-galactosidase sobre o substrato ONPG (O-
nitrofenil-p-D-galactopiranosideo) e da B-D-glicuronidase sobre o substrato MUG (4-metilumbeliferil-B-D-
glicuronideo). O teste baseia-se na adi¢cdo de 100 mL de amostra aos substratos e incubagéo a 35-37°C por
24 horas. A atividade dos coliformes totais sobre o substrato ONPG produz uma coloracdo amarela,
indicando a sua presenca. A presenca da E. coli pode ser confirmada por fluorescéncia sob a luz UV, devido
sua atuacgédo sobre o substrato MUG.

11.4.2.6 Pesquisa de Pseudomonas aeruginosa

A pesquisa de Pseudomonas aeruginosa na agua para uso farmacéutico pode ser realizada pelo método de
filtracdo por membrana. Para todos os tipos de 4gua para uso farmacéutico, P. aeruginosa deve estar
ausente.

PROCEDIMENTO
Método de filtracdo por membrana

Filtrar 200 mL da amostra através de membrana de filtragdo estéril. Colocar cada membrana sobre a placa
de 4gar M-Pa-C de modo que néo fique espago entre a membrana e a superficie do agar. Inverter as placas
e incubar a 41,5 + 0,5 °C por 72 horas. Tipicamente, as coldnias de P. aeruginosa possuem de 0,8 a 2,2 mm
de diametro e sdo aparentemente planas com borda clara e centro de acastanhado a verde escuro. Contar
as colbnias tipicas, de preferéncia a partir do filtro contendo de 20 a 80 coldnias. Confirmar a presenca de
P. aeruginosa por meio de testes bioquimicos adequados.



