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Desenvolvimento de método
espectrofotométrico para analise quantitativa
de cetoconzol em xampus

Spectrophotometric method to quantitative ketoconazol analysis in shampoos

Karin dos Santos Proenca, Robson Vicente M. de Oliveira, Marcos Moisés Gongalves & Marta Maria D. C. Vila

RESUMO - O cetoconazol é bastante utilizado para tratamento e controle da caspa, na forma de xampus
ou logbes capilares. Diversos métodos sdo descritos em literatura para a dosagem do cetoconazol, no
entanto, verificam-se caréncias em métodos analiticos simples e de baixo custo, como os métodos espec-
trofotométricos. O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de método analitico simples e de baixo
custo para determinacdo de cetoconazol em xampus. A determinacdo foi realizada em comprimento de
onda de 267nm, na faixa de 3 a 5mg/mL apresentando exatiddo de 109,3 a 95,3%, precisao de 1,1%, limite
de deteccao de 1,2x10°mg/ml e limite de quantificacdo de 4,1x10°mg/ml. Pelos resultados obtidos, o
método pode ser aplicado na andlise de cetoconazol em xampus.

PALAVRAS-CHAVE - Cetoconazol, xampu, método espectrofotométrico.

SUMMARY - Ketoconazole is an active agent in shampoos or lotions for control and dandruff treatment.
The literature presents several methods for ketoconazole determinations. However it is necessary to know
more simple and low cost analytical methods employing spectrophotometer method for its set up. This
work shows a simple and low cost ketoconazole dosage method for shampoos. The wavelength used was
267nm in the range 3 to 5mg/ml, accuracy 95.3 to 109.3%, precision 1.07%, detection limit 1.2 x10°mg/ml
and quantification limit equal to 4.1x10°mg/mL. From these results we conclude that the spectrophotom-

\-

eter method can be applied as a dosage method for ketoconazole in shampoos.
KEYWORDS - Ketoconazol, shampoo, spectrophotometer method.

INTRODUGCAO

cetoconazol é um derivado imidazoélico com ativi-

dade antimicrobiana sintetizado pela primeira vez
por pesquisadores da Janssen Industria Farmacéuti-
ca e Quimica Ltda e introduzido na terapéutica no
final dos anos 70. Possui formula minima
C,¢H,,Cl,Na O, e massa molecular de 531,4 D, sendo
encontrado na forma de pé branco cristalino (Farma-
copéia Brasileira, 1988; The United States Pharmaco-
peia, 2005). Apresenta grande potencial terapéutico
para infecgdes fungicas sistémicas e superficiais (Ta-
vares, 2001), sendo bastante utilizado no tratamento
e combate a caspa.

Topicamente, o cetoconazol é comumente veiculado
em xampus ou lo¢oes capilares nas concentracoes de 1
e 2% (Bonadeo, 1982; Bulmer & Bulmer, 1999), sendo,
a concentracao de 2% a mais efetiva para o tratamento
da caspa e dermatite seborréica (Padilha, 1995). Con-
tudo, existem alguns estudos que demonstram sua efi-
cécia para o tratamento da caspa, a partir da concen-
tracdo de 0,5% (Lozano & Soto, 1994).

A acéao antifungica do cetoconazol ocorre pela sua
acao inibitéria sobre a enzima do citocromo P450 res-

ponsavel pela sintese e degradacdo dos acidos graxos
e esteroides enddgenos nas células animais, vegetais
e seres unicelulares, como o lanosterol (Hume & Kerke-
ring, 1983; Tavares, 2001). Essa atividade promove in-
terferéncia na sintese do ergosterol na membrana de
fungos sensiveis e, como conseqiéncia, ocorre altera-
cdo da permeabilidade da membrana citoplasmatica,
que passa a perder cations, proteinas e outros elemen-
tos vitais, ocorrendo por fim, o rompimento da mem-
brana.

A dosagem do cetoconazol, tanto em medicamentos
e formulacoes cosméticas como em fluidos bioldgicos,
pode ser realizada através de diversos procedimentos
analiticos envolvendo métodos titulométricos (The Uni-
ted States Pharmacopeia, 2005); espectrofotométricos
(Oliveira, 1999) e métodos cromatograficos (Al Meshal,
1989; Heyden et al., 2002; Nguyen et al., 2004).

Para a determinacdo de cetoconazol em xampus, 0s
métodos comumente citados sdo basicamente os que
envolvem a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(Heyden et al., 2002; Nguyet et al., 2003; Nguyet et
al., 2004). No entanto, a disponibilidade de métodos
analiticos simples que envolvam aparelhagem de bai-
xo custo e fdcil manuseio para a determinacao do ceto-
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conazol, pode facilitar a deteccao de problemas na ma-
nipulacao de xampus, tais como sua dissolubilidade
em funcao do pH e degradacao, como observados por
alguns autores (Staub & Bergold, 2004; Staub et al.,
2002). Deste modo, o objetivo deste trabalho foi o de-
senvolvimento de método analitico espectrofotométrico
para determinacao de cetoconazol em xampus.

MATERIAL E METODOS

As formulac¢ées de xampu e o método de doseamen-
to espectrofotométrico foram adaptados do trabalho de
Oliveira (1999) e Low e Wangboonskul (1999).

® Formulacées de xampu com cetoconazol a 2% p/v

As formulacdes de xampu a 2% p/v foram prepara-
das segundo as Boas Praticas de Manipulacao, utili-
zando matérias-primas de grau farmacéutico, cujas
porcentagens estdo descriminadas na Tabela I.

¢ Extracao do cetoconazol das formulagées
de xampu e preparo das solucoes

Aliquotas de 10mL das amostras de xampus com
cetoconazol 2% p/v (equivalente a 50mg de cetocona-
zol) foram transferidas para baldao volumétrico de
100mL onde receberam 70mL de metanol sendo sub-
metidas a agitacdo mecanica a temperatura ambiente
durante 30min tendo em seguida o volume completa-
do com metanol e a solucao filtrada em papel. As so-
lucoes-padrao foram obtidas substituindo-se as formu-
lagoes de xampu por exatamente 50mg de cetocona-
zol. O branco foi obtido pelo mesmo processo de ex-
tracao empregando-se, no entanto, xampu isento de
cetoconazol.

e Doseamento espectrofotométrico

As solucbdes metanodlicas obtidas do xampu de ceto-
conazol 2% p/v ou do principio ativo foram colocadas
em cubetas de quartzo e os valores de absorvancia fo-
ram detectados em espectrofotémetro (Femto, modelo
482) apos exposicdo a radiagédo ultravioleta no compri-
mento de 267nm. As andlises foram realizadas em tri-
plicata.

¢ Validacao

Para a validacdo do método foram seguidas as de-
terminacdes da Agéncia Nacional de Vigilancia Sani-

TABELA |
Composicdo da formulagdo do xampu de cetoconazol a 2% p/v
Matéria-prima % p/v
Lauril éter sulfato de sddio 20,00
Lauril sulfato de trietanolamina 5,00
Dietanolamida de acido graxo de coco 3,00
Solugédo aquosa de acido citrico 20% p/v gs.
Solugéo aquosa de trietanolamina 20 % p/v gs.
Metilparabeno 0,18
Propilparabeno 0,02
Propilenoglicol 0,80
Cetoconazol 2,00
Agua desionizada gsp 100,00
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taria (ANVISA) (Brasil, 2003), com a construgédo da cur-
va de calibracao e obtencdo dos parametros exatidao,
precisao, limites de deteccao e de quantificacao e ro-
bustez.

A curva de calibracao foi construida utilizando-se 6
diferentes concentracoes do cetoconazol, partindo-se
de 0,5mg/mL até 3mg/mL, com incrementos de 0,5mg/
mL.

A exatidao foi obtida pela relacdo entre a concentra-
cdo média experimental dividida pela concentracao teo-
rica média multiplicada por 100 de acordo com a equa-
cao 1. O ensaio foi realizado empregando-se 9 deter-
minacdes dentro do intervalo linear obtido.

Exatiddo = (Valor médio obtido x 100)/Valor teorico | (1)

Para a determinacao da precisao, foi calculado o
Coeficiente de Variagdo (CV%) expresso pelo valor de
desvio-padrao dividido pela concentracdao média de-
terminada multiplicando-se por 100, conforme a equa-
cao 2. Para tanto, utilizou-se a concentracao de 0,5mg/
mL com 6 determinacoes.

CV % = (DP x 100)/Conc média (2)

Os limites de deteccédo (LD) e quantificacdo (LQ)
foram determinados matematicamente através da rela-
cdo entre desvio-padrao médio dos valores do branco,
utilizando-se multiplicador apropriado e dividindo-se
por “a" que é a inclinacdo da curva de calibragdo, como
indicado nas equacoes 3 e 4 (Brasil, 2003).

LD = (DP médio x 3)/a ()

LQ = (DP médio x 10)/a (4)

Para a verificacao de robustez, foram considerados
os parametros tempo de agitagdo da amostra (de 10 a
30min), tempo de preparo de amostra e armazenamen-
to em temperatura ambiente (25°C) e a 40°C.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a identificacao do comprimento de onda mais
adequado para as condi¢oes experimentais, foram rea-
lizadas leituras de amostra da solu¢ao-padrao de ceto-
conazol em todo o espectro (Figura 1), sendo o compri-

Varredura de espectro
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FIG. 1 - Varredura de espectro referente a solucao-padrao de cetoconazol
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mento de 267nm considerado o mais adequado para a
andlise do principio ativo cetoconazol.

Contudo, verificaram-se interferéncias de matérias-
primas da formulacao, principalmente a solugao con-
servante (metilparabeno e propilparabeno) e o sobren-
gordurante dietanolamida de acido graxo de c6co. Sen-
do assim, foi necessario o procedimento para a extra-
cdo do ativo cetoconazol das amostras de xampus e fo-
ram avaliados os métodos de extracao de Sadeghi e
Shamsipur (1998), Kedor-Hackmann e colaboradores
(1994) e de Low e Wangboonskul (1999). A metodolo-
gia de Low e Wangboonskul (1999) apresentou os me-
lhores resultados, sendo o escolhido para a extracao
do cetoconazol.

A curva de calibracao foi obtida empregando-se as
concentracoes de 0,5mg/mL; Img/mL; 1,5mg/mL; 2mg/
mL; 2,5mg/mL e 3mg/mL. A curva obedeceu a equacao
A=0,0349C+1,8827, onde A = absorbancia e C = con-
centracao de cetoconazol. Obteve-se coeficiente de cor-
relacdo comr = 0,9955, indicando linearidade aceita-
vel na faixa estudada, segundo as especificacoes da
ANVISA (Brasil, 2003).

O método apresentou exatidao entre 109,3 a 95,3%,
como indicam os resultados da Tabela II. Desse modo,
o método pode ser considerado exato, pois, segundo
Rebani e colaboradores (2004), os intervalos aceitaveis
de recuperacao geralmente estdo entre 70 e 120% com
precisao de até +20% dependendo da matriz e teor de
principio ativo.

TABELA 11
Valores de exatiddo para as concentracdes
de cetoconazol (n = 9)

Concentracao teérica Concentracao obtida Exatidao
(mg/mL) (mg/mL) (%)
0,50 0,49 98
1,00 1,03 103
1,50 1,43 95,3
2,00 2,43 97,2
3,00 3,28 109,3

O ponto da curva de calibracdao escolhido para a
verificacao da precisdo foi o de 0,5mg/mL em funcéao
de ser o valor de concentracdo mais baixo e desse modo,
mais susceptivel as variacoes. Como se obteve o valor
de 1,1% de CV%, o método é preciso uma vez que a
legislacao brasileira (Brasil, 2003) considera aceitvel
um valor de até 5%.

Os valores de LD e LQ foram de 1,2x10°mg/mL e
4,1x10'3mg/mL, respectivamente, demonstrando que o
método pode ser aplicado para andlise em amostras de
xampu na concentracao avaliada.

Para a verificacdo da capacidade do método em re-
sistir a pequenas e deliberadas variacoes no procedi-
mento analitico, isto é, a robustez, foi avaliada a
influéncia do tempo de agitacdo e tempo de armaze-
namento da amostra em temperatura ambiente e a
40°C. Como disposto na Tabela III, pode-se verificar
que o método ndo sofre interferéncia em relacdo ao
tempo de agitacao, indicando a possibilidade de sim-
plificacdo do método no preparo das amostras, ao in-
vés dos 30min, a agitacdo poderd ser de 10min. Ja em
relacdo ao tempo de armazenamento e temperatura,
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verificou-se uma ligeira variacao nos resultados. Des-
te modo, o método de extracdo deve ser realizado com
agitacdo de 10min e as amostras mantidas a tempera-
tura ambiente.

TABELA Il
Valores médios de concentracdo obtidos nos ensaios
em diferentes tempos de agitacdo, armazenamento
em temperatura ambiente e armazenamento a 40°C
efetuados como ensaio de robustez (n = 3)

Parametro Tempo COI::ge/I‘lt';aLgéo
10 min 0,497
Agitacédo 20 min 0,501
30 min 0,502
Armazenamento Odias 0,499
atemperatura ambiente 2 dias 0,508
(25C) 4 dias 0,563
O dias 0,499
Armazenamento a 40°C 2dias 0,513
4 dias 0,580
CONCLUSAO

O método espectrofotométrico proposto mostrou-se
adequado para a analise de cetoconazol em xampus,
apresentando adequados parametros analiticos, poden-
do assim ser uma alternativa mais econémica quando
comparado aos métodos cromatograficos, normalmente
empregados nesse tipo de analise.
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