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微生物試驗取樣與操作大綱

1

 原料、半成品、成品、落下菌及水質取樣方法及流程

✓ 實驗操作(環境、作業人員及器具)

 作業區環境微生物檢驗方法介紹

✓ 培養基配製

✓ 微生物檢驗基本概念

 微生物快篩試劑(片)檢測評估

 委外檢驗

 不符合規格產品之調查
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微生物檢驗的法源

2

產品資訊檔PIF 化粧品衛生安全管理法

⚫ 成分之物理及化學特性

⚫ 成分之毒理資料。

⚫ 產品安定性檢驗報告。

⚫ 微生物檢測報告。

⚫ 防腐效能試驗報告。

⚫ 主管機關：衛生福利部

⚫ 化粧品衛生安全管理法第

六條第三項。

⚫ 化粧品微生物容許量基準

表。
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定規格

3

制定規格
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導入GMP四階品質文件

4

OOS

寫 做說

一致性 Pass
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導入GMP四階品質文件

5

偏差矯正

變更管制

OOS

非計劃性

計畫性

期望
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微生物與製程衛生管控

6

製造環境
除溼過濾系統
人流物流動線
蟲鼠害管理

原物料
含水萃取物
吸濕性粉體

生產用水
活性碳與樹酯

靜滯水

設備清潔
傳輸管、盲管
抽料機、馬達

消費污染
使用不當手挖、稀釋
保存不當衛浴室

從業員工
教育訓練

衛生健康管理
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化粧品的生命週期與劣質化因子

中度污染

6 hours 2 weeks 2 hours 30 month PAO

低污染率
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微生物汙染與劣質化粧品案例

8
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微生物檢驗各式方法

9

文獻驗證

食藥署建議方法

國際標準方法

快篩試劑

生化套組

自創方法

方法適
用評估

化粧品中微生物檢驗方法
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國際慣用微生物限量試驗

Approval 

standards

ISO 21149, 

Cosmetics —

Microbiology  

— Enumeration 

and detection of 

aerobic 

mesophilic

bacteria

ASEAN 

microbial limit 

test for 

cosmetic 

products ACM 

THA 06

China: 

Standard 

methods of 

microbiological 

examination for 

cosmetics，
General rules化
妆品微生物标准
检验方法细菌总
数测定
GB 7918.1-87

U.S. 

Pharmacopeia -

USP 37- <61> 

Microbial 

examination of 

nonsterile

products: 

microbial 

enumeration 

tests 

COLIPA, 

Guidelines on 

Microbial 

Quality 

Management, 

published by 

the European 

Cosmetic, 

Toiletry and 

Perfumery 

Association, 

1997

E P, 

Microbiological 

Examination of 

non-sterile 

products, 4th 

edition, 

published by 

the European 

Pharmacopoeia, 

2002

FDA, 

Bacteriological 

Analytical 

Manual, 

published by 

the U.S. Food 

and Drug 

Administration, 

2017

Recommen

ded media 

list

Bacteria: 

Soybean-

casein digest 

agar (SCDA)；
Eugon LT 100 

agar 

Bacteria: 

Modified 

letheen agar 

(MLA) 

Mould and 

yeast: Malt 

extract agar 

(MEA) ；Potato 

dextrose agar 

(PDA)

Bacteria: 

SCDLP 

medium 

(Soybean-

casein digest 

agar ；SCDA 

with

polysorbate 80, 

lecithin)

Bacteria: 

Soybean-

casein digest 

agar (SCDA) ；
Trypticase soy 

agar (TSA)

Sabouraud

dextrose agar

Bacteria: 

Soybean-

casein digest 

agar 

(SCDA)/buffere

d sodium 

chloride-

peptone 

solution with 

neutralizing 

agents. e.g. 

polysorbate 20 

or 80, lecithin, 

thiosulphate

Bacteria: Fluid 

thioglycollate

medium；
Soybean-

casein digest 

agar (SCDA)

Bacteria: 

Modified 

letheen agar 

(MLA) (M78) 

Mould and 

yeast: Malt 

extract agar 

(MEA) (M93)

Commercial 

bacterial 

identification kit 

(API or 

equivalent)

Validation 

test

Validation of 

the efficiency of 

neutralizer

Validation of 

the efficiency of 

neutralizer

Not mentioned Promotion tests 

for media are 

required

Not mentioned Promotion and 

validation tests 

for media are 

required

Not mentioned

10



11

化粧品微生物檢驗參考因子

11

檢體前處理 培養與計算 判定與紀錄

防腐劑 劑型型態 合格採樣

防腐中和

接種方法 培養條件 培養溫度 增殖培養 允收與否 標示狀態

推斷試驗 留樣保存 Proposal適用評估

菌數換算
追蹤汙染

連續稀釋 塗抹傾倒好氧厭氧
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化粧品微生物總生菌檢測流程

待驗樣品1.0g/1.0 ml

連續10倍稀釋至9ml 

MLB

塗抹法取0.1ml推盤

二重複盤放置30℃培養

箱48hr

計算菌數

符合規格 未符合規格

10-1稀釋管30℃，24hr

培養

試管透明

未檢出

試管混濁

四隻不得檢出致病菌試

驗

12
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檢體抑菌性與火鳳凰現象

13

防腐劑被界面活性劑
Tween 80包覆失活

無中和劑Tween 80

有中和劑Tween 80

防腐劑仍活躍
抗生素

防腐劑
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14

微生物檢驗

前處理 防腐中和 連續稀釋 恆溫培養塗抹法
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微生物檢驗基本概念

15

劃線法

•

傾倒法

•

塗抹法

•

純化與鑑定 計數與鑑定 計數與鑑定

增殖培養 TNTC

50℃10-1 MLB

<10 CFU <100 CFU
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認識檢驗常用培養基

16

檢測項目 適用培養基 重要成分 溫度℃

化粧品細菌限量檢驗 Modified Letheen agar 防腐劑中和劑 30

水質檢驗總生菌 Plate count agar 酪蛋白分解物 30

空氣落下菌檢驗細菌
Plate count agar / Tryptic 
soy agar

酪蛋白分解物 30

空氣落下菌檢驗真菌
Malt extract agar/ Potato 
dextrose agar

麥芽抽出/馬鈴薯
醣類

25

化粧品真菌限量檢驗
Potato dextrose agar
/chlortetracycline

馬鈴薯醣類 25

廠污細菌繼代培養 Tryptic soy agar 大豆分解蛋白 30

大腸桿菌
Eosin methylene blue agar 
(Levine) 

乳糖、酸鹼指示劑 35

金黃色葡萄球菌 Baird parker agar 氯化鋰、丙酮酸鈉 35

綠膿桿菌 Cetrimide agar 溴化烷基三甲基铵 35

白色念珠菌 Sabouraud dextrose agar 葡萄糖、抗菌劑 30
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作業區環境微生物檢驗方法介紹

17
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白色念珠菌檢測之各種方法比較

18

SOP FDA USP ISO 18416

中和劑 MLB
Polysorbate 20  

或MLB、
SCDLP-20

Tryptone ； TSB + 
Lecithin- sodium 
chloride solution

培養基
PDA+

(Chloramphenicol)
Sabouraud

Dextrose Agar  
(SDA)

SDA 或 SDCA
(Chloramphenicol)

培養溫度 302 ℃ 30~35 ℃ 32.52.5 ℃

培養時間 7 days 24 hr ~48 hr 24 hr ~48 hr
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金黃色葡萄球菌檢測之各種方法比較

19

SOP FDA USP ISO 22718

中和劑 MLB
TSB+Lecithin+  
Polysorbate 20

ELT100 broth

培養基 Baird-Parker
Mannitol salt  

agar
Baird-Parker

培養溫度 352 ℃ 30~35 ℃ 32.52.5 ℃

培養時間 48 hr 18 hr ~72 hr 24 hr ~48 hr
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綠膿桿菌檢測之各種方法比較

SOP FDA USP ISO 22717

中和劑 MLB
TSB+Lecithin

+  Polysorbate
20

ELT100 broth  
MLB

培養基 Cetrimide/PaP Cetrimide Cetrimide

培養溫度 252 ℃ 30~35 ℃ 32.52.5 ℃

培養時間 18 hr ~24 hr 18 hr ~72 hr 24 hr ~48 hr
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大腸桿菌檢測之各種方法比較

SOP FDA USP ISO 21150

中和劑 MLB
TSB+Lecithin

+  Polysorbate
20

ELT100 broth  
MLB

培養基 MacConkey MacConkey
MacConkey/

EMB 

培養溫度 352 ℃ 30~35 ℃ 32.52.5 ℃

培養時間 18 hr ~24 hr 18 hr ~72 hr 24 hr ~48 hr



22

替代性微生物檢驗方法-ATP冷光儀

22

清潔度 相對光亮度(RLU) APC相對量CFU/cm2

非常清潔 <50 <60

適度清潔 100<X<300 <500

需校正行動 300<X<1,000 1,500~3,000

不符規格 >1,000 >5,000

溶菌酶

破菌釋放ATP

螢光酶
讀取RLU值

破菌釋放ATP 讀取RLU值

溶菌酶 螢光酶
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潔淨區的概念

23

潔淨區
空氣、水

人流

物流

準潔淨區

一般區
潔淨室—指一室內空間，
其空氣的供應、空氣分
佈、供應空氣的過濾、
建構的材料及操作程序
皆加以規範，以控制空
氣懸浮微粒的濃度，能
符合適當清淨度等級的
標準。常見設定規格為
溫 度 23±4℃ ， 濕 度
（ R.H. ） 60 ％ 以 下 ，
Class 100,000
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空氣落下菌取樣與常用檢驗方法

24

落下菌 空氣取樣 接觸培養 表面擦拭

三個

PDA/PCA

RODAC

接觸培養

皿

浮游菌與

濾膜培養

拭子擦拭

面積約5

平方公分

◼ 關鍵區域應有溫溼度、壓差設計，有微粒子檢測資料，如僅
執行初始檢測，濾網須定期更換。

◼ 關鍵區域應有微生物定期監測，落下菌檢驗至少每半年1次



25

落下菌法

◼ （一）試驗方法之限制：

◼ 要檢測低污染程度的空氣懸浮微生物，除非長時間的暴露，
否則落菌法靈敏度不高。建議暴露4 hr，較有代表性。

◼ 避免培養基表面會有乾涸的問題。

◼ （二）採樣地點：採樣地點是在必須監測微生物管制環境之
位置

◼ 應以“最差狀況=最可能汙染源”的條件來監測

◼ 監測落下總生菌數可使用, PCA、TSA；勿使用MLA

◼ 監測總真菌數可使用MEA, PDA
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落下菌採樣settle plates監測位置

26

作業中 吹瓶室 無菌操作台

傳遞箱 牆死角 回風處
採樣點：
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潔淨室空氣測試之參考標準

27

ISO14644 FS 209 ≥0.1

m/ft3

≥0.2

m/ft3

≥0.3

m/ft3

≥0.5

m/ft3

≥5.0

m/ft3

4 Class 

10

350 75 30 10

5 Class 

100

750 300 100

7 Class 

10,000

10,000 70

8 Class 

100,000

100,000 700

潔淨等級 90mm落菌 CFU/ 4hrs 90mm落菌 CFU/ 1hr

Class 100,000 < 100 < 20

Class 10,000 < 50 < 5

Class 100 < 5 < 1
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水質取樣與檢驗方法

28

混合稀釋法 NIEA E204.52B

• 1.0 ml 水檢體吸至空培養皿，倒入20 ml 50℃胰化蛋白

腖葡萄糖抽出物培養基（TGEA）或在培養皿計數培養基

（ PCA）35 ± 1 ℃培養 48 ± 3 小時

多管發酵法 NIEA E201.54B

• 本方法係以檢測水中革蘭氏染色陰性，且能在LST培養基

35 ± 1 ℃培養 48 ± 3 小時發酵乳糖並產生酸及氣體之

大腸桿菌群

濾膜法 NIEA E230.55B

• 35 ± 1℃ 以 m-Endo agar LES培養基培養 48 ± 3 小時

後觀察計數

◼ 水質檢驗(儲桶或循環
管路)

◼ 1) 水質檢驗(每週至少
1次)或製程參數監控得
擇一確認 ；應 每月至
少1次定期微生物檢測
( 生 菌 數 之 容 許 限 值
100 CFU/ mL)

◼ 2)製程參數監控：至少
應包含導電度。

◼ 3) 微生物水質檢測驗：
建議各使 用點 每月至
少取樣檢測1次，且每
週至少取樣檢測1點。

◼ 5.3.2.3 微生物抽樣檢測：17.水系統管理作業程序_v.1.0_PDF
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室內空氣污染物與空氣過濾器

微生物、懸浮微粒、VOCs、CO2

←活性碳:除有機物

←鹼石灰:中和碳酸

←微孔濾膜:除微生物、懸浮微粒

純水污染項目 污染值 單位

二氧化碳（CO2） 8 hrs 1,000 ppm

總揮發性有機化合物(TVOC) 1 hr 0.56 ppm

細菌(Bacteria) max 1,500 CFU/m3

真菌(Fungi) max 1,000 CFU/m3

< 10 μm之懸浮微粒（PM10）24 hrs 75 μg/m3

< 2.5μm之懸浮微粒（PM2.5）24 hrs 35 μg/m3

空氣過濾器(air vent)能
有效發揮功能，需要能
夠氣密的儲槽蓋(內有氣
密O型環)，氣密的液位
控制接頭，具有逆止閥
的溢流管(防止倒流污染)
等配套措施
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外購包裝水管理

30

⚫ 比照原料管理
⚫ 應有COA或逐批檢驗
⚫ 存放久成靜滯水長生物膜

⚫ 衛生符合運輸規定
⚫ 純水桶應有清潔消毒紀錄
⚫ 有水質檢驗紀錄

包裝水

運水車
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純水系統與生物膜

31

分類 屬名

革蘭氏陰性菌

Pseudomonas

Flavobacterium

Burkholderia

Acinetobacter

Klebsiella 

革蘭氏陽性桿菌 Bacillus

革蘭氏陽性球菌 Micrococcus
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生物膜與界面活性劑

Pseudomonas aeruginosa

• 長在5% RH40, 7days(I)

Pseudomonas aeruginosa

• 長在5% RH40, 7days(II)

Pseudomonas aeruginosa

• 結晶紫染色

Pseudomonas aeruginosa

• 定量OD595

32
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水質總生菌數檢驗方法

33

TNTC TFTC30~300 CFU
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品管菌數量統計

Serial dilutions 10-1 10-2 10-3 10-4

Plate 1/ cfu TNTC 300 27 TFTC

Plate 2/ cfu TNTC 290 35 TFTC

平均/ 0.1 mL ﹣ 295 31 ﹣

Final cfu/ ml 3.0X104 3.1X104

34

103 102 101

3000 300 30

1.0 mL
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作業區環境微生物檢驗方法介紹

品管檢驗 : 物性、化性、微生物、滅菌

製程設施 : 無塵、空壓、熱交換、抽料、純水

排污設施 : 廢氣、廢水、集塵、蟲鼠害、廢棄物

35
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熱交換機 純水系統與管路

設備隱形死角-微生物天堂

36

空壓機 抽料機
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8-steps培養基製作

37
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培養基陽性對照

◼ 培養基選用應有適合性(含抑菌性)評估。為了避免檢驗呈偽
陰性，微生物試驗必須執行陽性對照。在平板中加入不超過
100 CFU的微生物，長出計算結果差別不可小於2級數。每
試驗批培養基需要執行陽性試驗。

◼ 每種培養基要根據它的包裝形式與儲存條件執行安定性試驗
，訂定末效期。

◼ 依藥典方法測試，陽性測試菌株(例如E.coli ATCC25922)是
具有其代表種的穩定特性，並能有效證明特定培養基最佳性
能的一株菌。藥典通常要求來自當前批次培養基上的生長的
菌落計數不低於前批合格批次的 50% (USP 2003b) 或 70% 
(USP 2004)。即通過陽性對照試驗。

◼ 配製培養基時應注意標籤上提供物理化學參數、 pH值(真菌
與細菌有差異)、有效期或滅菌條件等資訊。

38
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證明培養基效能: 培養基適用性試驗

Treament 

methods:
Neutralization

/ filtration/ dilution

39

Negative control: 
dilute broth/ no 

contamination

Positive control: 
Growth promotion
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抽樣計畫

◼ 原料、包材、原料水、半成品與
成品應執行抽樣計畫(參考19.原
物料管理作業程序_V.1.0_PDF)

◼ 包材:MIL-STD-105E

◼ 原料:√N+1

◼ 無塵工作棚(clean booth)

40

抽樣標示

抽樣人員

抽樣環境

抽樣容器.

抽樣數量
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客供原料管理作業

41

客
供

同廠內原物料、半成品管理作業基準
⚫ 接收:制定允收規格
⚫ 標示
⚫ 入庫
⚫ 紀錄

品質檢驗
⚫ 原物料:可逐批抽樣檢驗，或依COA、

委託聲明書
⚫ 半成品:可逐批抽樣檢驗，或依COA、

第三方公正單位檢驗證明

制定規格

執行檢驗
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逾期原物料管理

42

再驗日

隔離

再評估

展延

效期、保
存期

佐證資料

報廢Retest date, 

Best before date

Expired date, 

Shelf life

技術門檻
• 酸價
• pH值
• 黏度…

效期、保
存期
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委託外部測試機構檢驗

43
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委外檢驗廠內允收標準

◼ 目前尚無化粧品委外檢驗(校正)相關實驗室的認證要
求，但化粧品製造業者辦理委託前，應評估受託實驗
室之履約能力、法遵能力與檢驗(或校正)量能，及確
認其履約方法，以確保委託事項依約履行，若委外檢
驗(或校正)對象具實驗室認證，可證明其檢驗結果的
公信力及可靠度。
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微生物快篩試劑(片)檢測評估

45

⚫ 快篩片並無較快仍須培養48小時
⚫ 快篩片無含防腐中和劑易產生火鳳凰現象
⚫ 快篩利用TTC呈色但纖維膜可能分布不均
⚫ AOAC認證僅針對無防腐劑檢體(如食品)檢驗
⚫ 建議應與認證微生物實驗室數據或國際參考方法比對
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儲水槽循環維護與風險管理的關係

46
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0.67 行動值=μ+3
0.50 警戒值=μ+2

時間日

當超純水靜滯開始曝露在大氣下時，二氧化碳溶解至水中。 二氧化碳→碳酸→碳酸根離子。
利用電導率(conductivity)或pH的變化來監視這個過程 。當水中離子濃度持續增加 ，電導
率會持續升高(或電阻抗值持續下降) ，通常，在一小時之內,導電度會由0.055μS/cm 
(18.2MΩ.cm)升高到0.25μS/cm以上(下降至4MΩ.cm以下) ，整個過程中水中總離子濃度甚
至提高到4.5倍以上。
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品管檢驗數據與風險管理

47

RISK LOW MODERATR HIGH EXTREME

Symbol Historical data Alert level Action level OOS

Statistic Mean Mean ± 2 Mean ± 3 Specification

Score 

38,24,45

34.66,( 9.45) 15.76

53.56

6.31

63.01

0

100

Earthquake 3.0,( 0.5) 自
然能量釋放

4.0 4.5 6.0

Purified 

Water

22, (11 ) 

CFU 

44 CFU 55 CFU 100 CFU

地震波
Seismic Wave
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為什麼要設警戒值和行動值?

◼ 因為大部分的現行微生物技術，需要至少48小時才能得到確定的
結果(ATP 冷光儀檢測除外)。在出現結果之前，這些水已經用於製
造過程。

◼ 警戒值或行動值有別於允收規格，它們仍是處在合格允收界限內，
是用來監測和預測未來即將發生品質劣化的趨勢。

◼ 警戒值是一種基準或範圍，超越時表示該製程已脫離正常操作條件
。警戒界限為一種預警狀態，但不需採取矯正措施。然超過行動值
則要立即介入矯正以預防不合格品產生。品管實為掌控與管理工廠
大數據的關鍵人(the keyman)。

This guy
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不符合規格產品之調查
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E
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偏差風險評估

處理確認結案

預防矯正措施

偏差原因調查

偏差處理

偏差處置分發

嚴重 中度 輕度

• 實驗室偏差
• 生產偏差

限時管理
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不合格品處理調查流程

50

退回

偏差管理 偏差判斷

試驗方法
回顧調查

廢棄

不合格

矯正行動

規格外

合格貼標隔離

再製
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不合格品再製問題

➢ 受微生物汙染的產品再加工的安全性堪虞。

➢ 即使成品滅菌後，部分原料仍有變色、異味與降解等變質問題。

➢ 產品殘留微生物毒素、代謝有機物與過敏原(內毒素、黴菌孢子)或滅菌
劑殘留等問題。

➢ 化粧品受微生物汙染不符規格，應直接隔離報廢，不得再製或混批稀
釋。

51



52

授課老師︰林朝賢 博士

服務單位︰嘉南藥理大學

聯絡電話: 0911-714-981

E-mail: chlin152003@gmail.com


