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RESUMO

Introdugdo: Os repelentes de insetos sao fundamentais na protecdo contra picadas e na
prevencao de doencas vetoriais, como a dengue. O N,N-Dietil-3-metilbenzamida (DEET) é o
ativo sintético mais amplamente utilizado nessas formulacoes. Dada a importancia do uso de
repelentes no contexto epidemiologico brasileiro, torna-se essencial garantir sua qualidade
e conformidade regulatdria. No entanto, atualmente, os laboratdrios da Rede Nacional de
Laboratorios de Vigilancia Sanitaria (RNLVISA) ndo oferecem ensaio para quantificacéo de
ativos em repelentes topicos. Objetivo: Este estudo, conduzido pelo Nucleo de Ensaios
Fisicos e Quimicos em Cosméticos e Saneantes (NFQC), teve como objetivo desenvolver e
validar um método por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo de arranjo de
diodos (HPLC-DAD) para a quantificacao de DEET e verificacao da qualidade de formulacoes
comerciais. Método: As analises foram realizadas utilizando coluna C8 (125 x 4,6 mm, 5 ym),
fase movel acetonitrila:agua (40:60 v/v), fluxo de 1 mL/min, injecao de 20 pL e deteccao
a 210 nm. O método foi validado seguindo as diretrizes do ICH e da AOAC e aplicado a seis
amostras comerciais, incluindo uma formulacdo importada da Australia. Foram avaliados
o teor de ativo, o pH e a conformidade de rotulagem. Resultados: O método demonstrou
adequacéo aos parametros de validacao. Duas amostras apresentaram nao conformidades
na rotulagem; uma amostra apresentou pH abaixo do estabelecido pelo fabricante e
outra, teor acima da faixa permitida. Conclusées: O método desenvolvido demonstrou ser
adequado para a quantificacdo de DEET, atendendo aos critérios de validacao. A aplicacao
em amostras comerciais evidenciou nao conformidades relacionadas ao teor de ativo, pH
e rotulagem, reforcando a necessidade de acées sistematicas de controle de qualidade.

PALAVRAS-CHAVE: DEET; HPLC-DAD; Repelentes de Insetos; Especificacdes Sanitarias

ABSTRACT

Introduction: Insect repellents are essential for protecting against bites and preventing
vector-borne diseases such as dengue. N,N-Diethyl-3-methylbenzamide (DEET) is the
most widely used synthetic active ingredient in these formulations. Given the importance
of repellent use in the Brazilian epidemiological context, ensuring product quality and
regulatory compliance is crucial. However, laboratories within the National Network
of Health Surveillance Laboratories (RNLVISA) currently do not offer assays for the
quantification of the active ingredients in topical repellents. Objectives: This study,
conducted by the Center for Physical and Chemical Testing of Cosmetics and Disinfectants
(NFQC), aimed to develop and validate a high-performance liquid chromatography
method with diode array detection (HPLC-DAD) for the quantification of DEET and quality
verification of commercial formulations. Method: Analyses were performed using a C8
column (125 x 4.6 mm, 5 pm), a mobile phase of acetonitrile:water (40:60 v/v), a flow
rate of 1 mL/min, an injection volume of 20 pL, and detection at 210 nm. The method
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was validated following the ICH and AOAC guidelines and applied to six commercial samples, including one formulation imported from
Australia. The active ingredient content, pH, and labeling compliance were evaluated. Results: The method demonstrated compliance
with the validation parameters. Two samples showed labeling nonconformities; one sample had a pH below the manufacturer’s
specification, and the other had an active ingredient content above the permitted range. Conclusions: The developed method proved
suitable for the quantification of DEET, meeting the validation criteria. Its application to commercial samples revealed nonconformities
related to the active content, pH, and labeling, reinforcing the need for systematic quality control measures.

KEYWORDS: DEET; HPLC-DAD; Insect Repellents; Sanitary Specifications

INTRODUCAO

Os repelentes de insetos sao utilizados para proteger humanos e
animais de picadas e contribuem para controlar a transmissao de
doencas. Podem ser produtos quimicos de origem natural, como
os oleos essenciais de plantas, ou entdo derivados de sintese
quimica como N,N-Dietil-3-metilbenzamida (DEET), IR3535 e ica-
ridina’. No Brasil, os repelentes de insetos para aplicacao topica
sdo classificados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa) como produtos cosméticos, grau 2, sujeitos a registro e
estdo na lista de produtos sob controle da vigilancia sanitaria.

A seguranca e a eficacia de produtos repelentes disponiveis no
mercado sao de extraordinaria importancia para a satde publica.
Repelentes de insetos sao tratamentos adjuvantes para prevenir
doencas transmitidas por artropodes, incluindo malaria e arbo-
viroses como dengue, zika e Chikungunya®. A ocorréncia dessas
doencas vem atingindo proporcoes dificeis de estimar no Brasil.
Em marco de 2024, o Governo de Sao Paulo decretou emergéncia
em salde publica para a dengue ap6s recomendacdo do Centro
de Operacoes de Emergéncias (COE), uma vez que o estado havia
atingido 300 casos confirmados da doenca por 100 mil habitantes®.

A prevencao e o controle do vetor ainda sao formas eficientes de se
evitar a transmissao dessas doencas. Desta forma, sugere-se con-
tencao fisica/mecanica/ambiental; controle bioldgico/genético; e
controle quimico, onde se incluem os repelentes’. O tempo de acao
dos repelentes, entre outros fatores, esta relacionado com a con-
centragdo dos ativos sintéticos. Assim, as concentracdes inferiores
as declaradas no rétulo podem comprometer a eficacia do produto,
enquanto as maiores podem levar a riscos toxicoldgicos’.

O principal ativo repelente sintético amplamente conhecido e uti-
lizado é o DEET, também denominado N,N-Diethyl-m-toluamide.
Desenvolvido pelo exército americano em 1946, durante a Segunda
Guerra Mundial, foi disponibilizado e registrado para uso pelo pUblico
geral em 19575¢. O DEET destaca-se pelo amplo espectro, protecao
duradoura e baixo custo, porém, em comparacao com outros ativos,
como IR3535 e icaridina, apresenta um maior potencial toxicologico'.

As preocupacdes com o DEET surgiram pela primeira vez em 1980
com casos de relatos de intoxicacao, particularmente em criancas,
levando a encefalopatias’. Apesar das preocupacoes com a exposicao
excessiva, se administrado em concentracées adequadas, dosagens
corretas, pelas vias de administracao recomendadas o seu uso tor-
na-se seguro. Ainda nao estao totalmente elucidados os mecanismos
de ac&o pelos quais o DEET é capaz de repelir insetos, o que se sabe
€ que em vez de mata-los, o DEET dificulta que os insetos se apro-
ximem?®, Alguns estudos relatam uma reducéo na eficacia do DEET
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apos a primeira exposicdo de mosquitos e outros insetos'. Além
disso, em experimentos de aprendizagem olfativa, a pré-exposicéo
ao DEET e sua associacdo a um estimulo condicional diminuiram seus
efeitos aversivos, sugerindo que os mosquitos poderiam desenvolver
uma tolerancia e até aprender a nao evitar o repelente’.

Em termos fisico-quimicos o DEET, de formula molecular
C,,H,,NO, massa molecular 191,27 g/mol, pressao de vapor de
0,002 mmHg a 25°C é um liquido oleoso, volatil, ligeiramente
amarelado a temperatura ambiente, moderadamente sollvel em

éter de petroleo, insolUvel em agua e muito solivel em alcool™.

Considerando a relevancia do uso de repelentes de insetos na
prevencao e controle da epidemia de dengue enfrentada no Bra-
sil, torna-se fundamental garantir a qualidade e a eficacia desses
produtos. No entanto, atualmente, nao ha oferta do ensaio de
teor de ativos em repelentes de insetos pelos laboratorios da Rede
Nacional de Laboratorios de Vigilancia Sanitaria (RNLVISA), con-
forme indicado no perfil analitico disponivel no site da Anvisa®.
Essa lacuna compromete a capacidade de monitoramento e fis-
calizacado da conformidade dos produtos disponiveis no mercado.
Diante desse cenario, o Nlcleo de Ensaios Fisicos e Quimicos em
Cosméticos e Saneantes (NFQC) do Instituto Adolfo Lutz - Sao
Paulo desenvolveu e validou um método analitico por HPLC-DAD
para a determinacao do teor de DEET em repelentes de insetos
de uso topico. Além disso, foi realizada a analise dos rétulos dos
produtos quanto a adequacéo a legislacao vigente e analise de pH,
conforme especificacdo do fabricante. A partir dessa avaliacao,
possiveis irregularidades podem ser identificadas, contribuindo,
assim, para a protecao da salde dos consumidores.

METODO

Instrumentos

O método foi desenvolvido no laboratério do NFQC do Instituto
Adolfo Lutz. O equipamento utilizado foi um HPLC-DAD (Agi-
lent Technology, 1260 Infinity, USA) composto por bomba binaria
(G1312B), equipado com degaseificador, amostrador automatico
(G1329B), compartimento de coluna com forno (G1316A) e um
sistema detector de diodos (DAD) (G1315D), software OpenLab®.
Entre outros equipamentos: Ultrassom Unique Ultrassonic Cleaner,
bomba a vacuo GoldSun modelo 0411, balanca analitica Mettler
Toledo modelo AL204, potenciémetro Metrohm® 780 pH Meter/781
pH/lon Meter, com slope de 100,55% (faixa de aceitacao do slope
95-105%) e agua purificada pelo sistema Purilab Classic (Elga®).
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Reagentes

Todos os reagentes quimicos utilizados eram de grau de pureza anali-
tica. Osolvente acetonitrila (ACN) foi obtido da Merck®-Sigma-Aldrich
(Darmstadt, Alemanha) e o isopropanol da Halogen®, ambos de grau
HPLC. A agua destilada foi tratada até alcancar condicao ultrapura
utilizando o sistema Purilab Classic (resistividade de 18,2 MQ/cm,
Elga®). O material de referéncia quimico DEET, foi adquirido da
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Mercke®-Sigma-Aldrich com 98,5% de pureza. Foram avaliadas seis
amostras de repelentes de insetos, distribuidas em duas logces, um

Tabela 1. Composicao das formulacoes analisadas de repelentes de insetos com ativo DEET.

gel e trés sprays, de diferentes marcas, adquiridos em estabeleci-
mentos comerciais e em sites de varejo online, cuja composicao
qualitativa esta apresentada na Tabela 1. O Spray 3 (S3) foi impor-
tado da Australia. Para a fase de validac&o, utilizou-se a apresen-
tacdo em Locao (L2), devido a complexidade da formulagao e teor
de DEET.

Composicao das formulagées

Funcéo
Logédo (L1) Logdo (L2) Gel (G1) Spray (S1) Spray (S2) Spray (S3)*
DEET
Ingrediente (191 g/L ou 19,1%);
ativo DEET (7,125%) DEET (15,0%) DEET (7,5%) DEET (10,0%) DEET (8,0%) Triclosan 1 g/L;
MGK264 40 g/L
Veiculo Agua Agua Agua Agua Agua -
Surfactante Eter de macr,o.gol Polisorbato 80 -
monoestearilico
Emulsificante Trietanolamina Trietanolamina Trietanolamina -
Estearato de
Macrogol 100
Solventes - Alcool Alcool Alcool etilico -
Agente de ) Polimero cruzado ’ )
viscosidade/ Acido poliacrilico Acrilato/C10-30 de acrilato vinil Acido poliacrilico Acido poliacrilico -
espessante isodecanoato
Conservante Metilparabeno Metilparabeno Fenoxietanol Metilparabeno Metilparabeno -
Etilparabeno Metilisotiazolinona Etilparabeno Etilparabeno
Propilparabeno Propilparabeno Propilparabeno
Butilparabeno Butilparabeno Butilparabeno
Fenoxietanol Fenoxietanol Fenoxietanol
Emoliente Alcool estearilico M.1 rlstatq de Propilenoglicol Glicerol -
isopropila
Extrato de Aloe Extrato de folha de Extrato de folha de
barbadensis Dimeticona Aloe vera (extrato Aloe vera (extrato
(extrato de babosa) da folha de babosa) da folha de babosa)
Monoestearato de . Extrato da flor de
L. Sorbitol ;
glicerila camomila
Fragrancia Perfume Perfume Perfume Alfa-isometil ionona Alfa-isometil ionona -
Limoneno Hidroxicitronelal Linalol Hidroxicitronelal Amil cinamal
Hidroxiisohexil Hidroxiisohexil ’
Benzoato de Benzila 3-ciclohexeno Geraniol 3-ciclohexeno Alcool cinamilico
carboxaldeido carboxaldeido
Linalol Citronelol Linalol Alcool benzilico
Eugenol Cumarina Benzoato de benzila
Hexil cinamaldeido Hexil cinamaldeido Salicilato de benzila
Butifenil Butifenil Citronelol
Metilpropional Metilpropional
Cumarina
Geraniol
Hexil cinamaldeido
Limoneno
Linalol
Agente EDTA EDTA EDTA -
Quelante

Fonte: Sheskey et al.™.

DEET: N,N-Dietil-3-metilbenzamida; EDTA: acido etilenodiaminotetracético.
*Spray (S3): Formulagao importada da Australia. A legislacao do pais desobriga a citacao dos excipientes no rétulo do produto.
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Preparo da amostra

Com auxilio de pipeta pasteur, pesou-se 200 mg de amostra da
locdo L2, contendo 15% de DEET, diretamente em baldo volumé-
trico de 100 mL. Adicionou-se 50 mL do diluente Isopropanol:a-
gua (50:50) e a extracao foi realizada em banho ultrassénico por
5 min. Completou-se o baldao volumétrico com Isopropanol:agua
(50:50). Transferiu-se aliquota de 1 mL com pipeta volumétrica
para baldao volumétrico de 10 mL para atingir concentracao
de trabalho de 0,03 mg/mL. Completou-se o balao com a fase
movel, acetonitrila:agua (40:60). Filtraram-se as amostras para
vial com filtros de seringa PVDF 0,20 pm.

Para a locao L1, contendo 7,125% de DEET, pesaram-se 210 mg de
amostra em baldo volumétrico de 50 mL. Apos adicao de 25 mL
do diluente isopropanol:agua (50:50, v/v), realizou-se a extracdo
ultrassonica por 5 min, completando-se em seguida o volume do
baldo. Uma aliquota de 1 mL foi transferida para balao de 10 mL
e completada com a fase mével. As demais formulagdes seguiram
o mesmo procedimento adotado para L1, com variacao apenas
na massa pesada conforme a concentracao de DEET declarada:

« Gel G1, 7,5% de DEET: 200 mg
e Spray S1, 10%: 150 mg
e SprayS2, 8%: 187,5 mg
e Spray S3, 19,1%: 80 mg

Todas as solucdes foram submetidas a extragao em banho ultras-
sOnico, diluidas até o volume final com o diluente, seguidas de
diluicdo em fase movel e filtracao para vial.

Preparo do padrao

Utilizou-se padrao de DEET para o preparo da solucao padrao.
Pesou-se 15 mg de padrao diretamente em balao volumétrico de
100 mL, registrou-se a massa. Adicionou-se 20 mL do diluente
Isopropanol:agua (50:50). Deixou-se em banho ultrassonico por
5 min. Completou-se baldo volumétrico com Isopropanol:agua
(50:50). Transferiu-se aliquota de 2 mL com pipeta volumétrica
para outro baldo volumétrico de 10 mL para atingir concentra-
cao de trabalho de 0,03 mg/mL. Completou-se balao com a
fase movel, acetonitrila:agua (40:60). Filtraram-se as solucoes
padrao para vial com filtros de seringa PVDF 0,20 pm.

Condigdes cromatograficas

Apos uma série de testes, as condicdes cromatograficas para a
analise do ativo DEET foram estabelecidas, conforme descrito
na Tabela 2.

Validacédo analitica

A validacao seguiu as especificacdes dos guias do International
Council for Harmonisation (ICH) Q2 (R2) Validation of analyti-
cal procedures - Scientific guideline, da Association of Official
Analytical Collaboration (AOAC) Appendix F: Guidelines for Stan-
dard Method Performance Requirements'>'¢". Foram avaliados
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os parametros: linearidade, precisdo (repetibilidade, precisao
intermediaria) limite de quantificacao e limite de deteccéo (LD),
exatidao, seletividade e robustez.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Otimizacdo do método

Inicialmente, foi selecionada uma coluna cromatografica com
empacotamento C18 Poroshell, caracterizada por um nlcleo
solido, o que, em geral, melhora a eficiéncia dos picos cromato-
graficos. No entanto, essa coluna ndo proporcionou estabilizacao
adequada da linha de base. Outra coluna com empacotamento
C18 foi testada, porém, os picos de DEET n&o apresentaram boa
intensidade. Diante desse resultado, optou-se pela substituicao
por uma coluna com empacotamento C8, que apresentou um
aumento no nimero de pratos teoricos dos picos, resultando em
maior eficiéncia cromatografica. Assim, essa coluna foi escolhida
para a validacao do método.

Diferentes proporcoes da fase moével composta por acetonitrila e
agua (40:60 e 50:50, v/v) foram testadas em distintas temperaturas
(25°C e 30°C). Para a solubilizacao das amostras e do padrao de
DEET, foram avaliadas diversas combinacoes de solventes, sendo
definida a melhor proporgéo como isopropanol:agua (50:50, v/v).

A leitura com detector de arranjo de diodos (DAD) foi realizada na
faixa de 190 a 440 nm, e o comprimento de onda escolhido para a
quantificacao do DEET foi 210 nm, por apresentar a maior intensi-
dade de absorcao nas varreduras espectrais. Embora o DEET con-
tenha um anel aromatico, que costuma apresentar absorcdo em
torno de 254 nm, no desenvolvimento do presente método foram
comparados diferentes comprimentos de onda fixos. A escolha por
210 nm foi baseada na maior sensibilidade e melhor relacao sinal/
ruido observadas, tornando esse comprimento o mais adequado
para a metodologia proposta. Na Figura 1, é possivel observar o
pico de DEET no primeiro ponto da curva de calibracao a 0,00375
mg/mL, com tempo de retencao de 5,59 min.

Linearidade

A curva analitica foi construida com sete niveis de concentra-
cdo com trés preparacoes independentes. A linearidade de um

Tabela 2. Condicoes cromatograficas da validacao do método de
determinacao do teor de DEET.

Condigoes cromatograficas

Equipamento HPLC DAD- 1260 Infinity

Coluna Avantor® ACE®ACE C8 - 125 x 4,6 mm, 5 pm
'cl'g[\;ﬁzratura da 25°C

Detector 210 nm

Fase movel Acetonitrila e agua (40:60 v/v)

Fluxo 1mL/min

Volume de injecao 20 pL

Fonte: Elaborada pelos autores, 2025.
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Figura 1. Cromatograma obtido demostrando o pico de DEET (0,00375 mg/mL) em 5,59 min, detectado a 210 nm.

procedimento analitico representa sua capacidade de fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentragao do analito
na amostra dentro de uma faixa especifica. A faixa de traba-
lho estabelecida para o DEET foi: 0,00375; 0,0075; 0,015; 0,03;
0,045; 0,06; e 0,075 mg/mL. As trés curvas analiticas foram plo-
tadas, e a auséncia de valores aberrantes (outliers) foi verifi-
cada para cada nivel de concentracéo. Foi verificada a regressao
linear por meio de ANOVA, e os resultados demonstraram que
a regressao ¢é significativa, uma vez que o valor de F apresen-
tou significancia estatistica (p < 0,05). Assim, conclui-se que
os dados se ajustam adequadamente ao modelo linear simples.
Além disso, verificou-se a homocedasticidade dos dados (igual-
dade das variancias). O coeficiente de determinacéo obtido (R?
=0,999) indicou excelente ajuste do modelo, atendendo aos cri-
térios de conformidade para esse parametro (Tabela 3).

Precisao

A precisdo do método foi avaliada por meio da repetibilidade e
da precisao intermediaria, expressas pelo desvio-padrao relativo
(DPR), com critério de aceitacdo estabelecido em DPR < 2,0%.
As determinacdes foram realizadas com seis réplicas da con-
centracao de trabalho (0,03 mg/mL de DEET). A repetibilidade
foi conduzida sob as mesmas condicoes experimentais, com o
mesmo analista e equipamento; ja a precisao intermediaria uti-
lizou analistas distintos, mantendo os demais parametros cons-
tantes. Os resultados obtidos foram satisfatorios, com DPR de
1,04% para repetibilidade e 0,58% para precisdo intermediaria.
Adicionalmente, aplicou-se o teste qui-quadrado (x%) com 95%
de confianca, para comparar a variabilidade observada com a
maxima permitida. Os valores de x2 calculado foram 0,004
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(repetibilidade) e 0,002 (precisdo intermediaria), ambos inferio-
res ao valor critico tabelado (2,214), confirmando que a varia-
bilidade esta dentro dos limites aceitaveis. Portanto, o método
demonstrou precisao adequada em ambas as condicoes, aten-
dendo aos critérios de validacao analitica (Tabela 3).

Limite de Quantificacdo

O limite de quantificacdo de um procedimento analitico indivi-
dual é a menor quantidade de analito em uma amostra que pode
ser determinada quantitativamente com precisao e exatidao ade-
quadas. Foram testadas concentracoes a partir do primeiro ponto
da curva analitica (0,00375 mg/mL) e valores inferiores. A menor
concentracao que apresentou DPR% inferior a 2% foi de 0,00075
mg/mL, injetada em sextuplicata e com DPR de 0,46%, sendo este
o LQ determinado para o DEET neste método (Tabela 3).

Limite de deteccao

O LD de um procedimento analitico individual é a menor quan-
tidade de analito que pode ser detectada em uma amostra, mas
nao necessariamente quantificada como um valor exato. O LD foi
calculado baseado no Limite de Quantificacao (LQ), dividindo o
LQ por 3,3, obtendo-se um LD de 0,000227 mg/mL'. Preparou-se
uma solucao nessa concentracao, que foi injetada em triplicata no
HPLC, confirmando experimentalmente o LD do método (Tabela 3).

Exatidao

A exatidao foi conduzida por meio do ensaio de recuperacao. A
recuperacao do analito pode ser estimada pela analise de amos-
tras fortificadas com quantidades conhecidas do mesmo (spike).
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As amostras foram fortificadas com o analito em trés diferentes
concentragdes: baixa, média e alta, da faixa de uso do método
(0,024; 0,03; 0,036 mg/mL) feitas em triplicata. Os resulta-
dos obtidos foram: para a concentracao baixa, recuperacao
de 101,72 + 0,11%; para a concentracao média, 99,34 + 0,05%;
e para a concentracao alta, 101,99 + 0,02%. Todos os valores
de recuperacao encontram-se dentro da faixa aceitavel de 98 a
102%, conforme os critérios estabelecidos pela AOAC'.

Seletividade

A seletividade foi realizada avaliando a interferéncia da matriz
na amostra. Foram preparadas duas curvas analiticas com a
mesma adicao de analito para cada nivel de concentracdo. Uma
curva é preparada com adicao de analito na matriz da amostra
(que ja contém um nivel do analito) e a outra curva analitica
nado inclui a matriz de amostra. Foram preparados cinco niveis
de concentracao, injetados em sextuplicata. As concentracoes
do padrao foram: 0,0075; 0,015; 0,03; 0,045; 0,06 mg/mL e para
amostra mais padrao: 0,0225; 0,03; 0,045; 0,06; 0,075 mg/mL e
a amostra sozinha a 0,015 mg/mL. A comparacao entre as incli-
nacodes das curvas foi realizada por meio de teste t com 95% de
confianca. O valor t calculado (0,602) foi inferior ao valor critico
(2,045), com valor de p de 0,552, indicando que nao houve dife-
renca estatisticamente significativa entre as inclinacoes. Esses
resultados demonstram que nao houve interferéncia da matriz
na resposta analitica do analito. Adicionalmente, foi avaliada a
homogeneidade espectral dos picos cromatograficos de todas as
amostras analisadas, como indicativo de sua pureza cromatogra-
fica. Essa analise foi realizada por meio do software OpenLab®,
utilizando o indice de pureza gerado pelo DAD. Os valores obtidos
foram superiores a 999,9, confirmando a auséncia de coeluicoes

Tabela 3. Resultados finais da validacao do ativo DEET.

Farias FF et al. Verificacao da qualidade de repelentes de insetos

e a pureza espectral dos picos correspondentes ao analito para
todos os repelentes analisados (Tabela 3).

Robustez

Para a robustez foi avaliado por meio da estatistica ANOVA fator
Unico. Avaliaram-se mudancas deliberadas para temperatura do
forno da coluna em = 1°C (analises em 24°C e 26°C). Variacdo do
fluxo em 0,1 mL/min (0,9 e 1,1 mL/min). Variacao do compri-
mento de onda no detector + 1 nm (209 e 211 nm). A ANOVA fator
Unico demonstrou que néo existem diferencas significativas entre
os resultados de teor de DEET nas condicdes cromatograficas do
método validado, quando comparado com o teor frente as varia-
coes propositais. O F calculado foi menor que F critico e p valor
maior que 0,05, comprovando ser um método robusto (Tabela 3).

Confrontando os resultados apresentados em cada parametro
da validacdo do método analitico desenvolvido pelo NFQC com
os critérios de avaliagdo, é possivel verificar que ele apresenta
resultados conforme para todos os parametros avaliados.

Diversos métodos para quantificacdo de DEET foram propostos na
literatura cientifica, especialmente voltados a analise do ativo
em residuos de agua descartada ou em amostras bioldgicas,
como sangue e urina'®'. Na Tabela 4, estao listados os métodos
que empregam a técnica de HPLC, com foco exclusivo na quan-
tificacao do DEET, sem a presenca de outros ativos repelentes, e
cuja matriz de estudo sao formulagdes comerciais.

Conforme apresentado na Tabela 4, os métodos descritos na lite-
ratura utilizaram predominantemente colunas cromatograficas
do tipo C18. Durante a etapa de otimizacdo do método desen-
volvido neste estudo, também foram avaliadas colunas com

Parametro Critério de aceitagdo Resultado
Linearidade R?> 0,99 R?= 0,999
e Inferior a _
Repetibilidade DPR = 2,0% DPR = 1,04%

s s - Inferior a
Precisao intermediaria DPR = 2,0% DPR = 0,58%

Limite de quantificacao

Limite de deteccao

Exatidao

Seletividade

Robustez

Menor concentracao que apresente repetibilidade
conforme

Menor quantidade de analito que pode ser
detectada em uma amostra

98 a 102%

Auséncia de interferéncia da matriz e pureza
cromatografica

Variacao de temperatura, fluxo e comprimento
de onda

0,00075 mg/mL

0,000227 mg/mL

Atendeu a especificacdo para as concentracdes de
(0,024; 0,03; 0,036 mg/mL) variando entre 99,3 e
101,9%

A matriz ndo apresentou interferéncia na leitura da
amostra, as inclinagdes da reta sdo homogéneas e
0 pico se demonstrou puro

ANOVA fator unico demonstrou que nao existem
diferencas significativas entre os resultados
de teor de DEET quando comparados nas
diferentes variagoes.

A: valor p 0,99
Fluxo: valor p 0,36
Temperatura: valor p 0,44

Fonte: Elaborada pelos autores, 2025.

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/
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Tabela 4. Métodos da literatura para determinacao de DEET por HPLC.

Farias FF et al. Verificacao da qualidade de repelentes de insetos

Referéncia Fase movel Coluna Fluxo Deteccédo TR DEET LOD LOQ Aplicacao
20 acido fosforico c18 1 mL/min 235 nm NC NC NC Ativo e solucio
0,1% e metanol
metanol,
acetonitrila e . . Locao, gel,
21 4gua pH 4.5 C18 1 mL/min 270 nm 11 min 0,75pg/ mL 2,49 pg/ mL solucao
(45:10:45)
metanol e agua : : -
22 (57:43 v/v) Cc18 1 mL/min 220 nm 7,37 min 0,0182 pg/mL  0,0605 pg/mL Solucdo

Fonte: Elaborada pelos autores, 2025.

NC: Nao consta; TR DEET: Tempo de retencao do DEET; LOD: Limite de deteccdo; LOQ: Limite de quantificacéo.

Figura 2. (A). Sobreposicao dos cromatogramas da solucao padrao de DEET (0,03 mg/mL), e das amostras de locao (L2 - vermelha), spray (S3 - verde)
e gel (G1 - rosa), todas na mesma concentracao. (B). Ampliacdo dos cromatogramas apresentados em (A).

empacotamento C18. No entanto, as analises realizadas com colu-
nas C8 demonstraram maior intensidade de sinal para o pico de
DEET, favorecendo a sensibilidade do método. Adicionalmente, a
retencao do pico em 5,6 min contribui para uma corrida croma-
tografica mais rapida, o que otimiza o tempo de liberacdo dos
ensaios. Esses resultados indicam vantagens operacionais e anali-
ticas do método proposto em relagao aos previamente publicados.

Teor de DEET

0 método de HPLC-DAD validado foi aplicado para analisar seis dife-
rentes formulagdes comerciais de repelentes de insetos com o ativo
DEET. A Figura 2 apresenta os cromatogramas da solucao padrao na
concentracgao de trabalho (0,03 mg/mL) e de pelo menos um exem-
plar de cada tipo de formulacao analisada (L2, S3 e G1).

Dentre as seis amostras analisadas, uma era importada da
Australia (S3), pais onde o uso de repelentes é amplamente
aconselhado. Programas de controle de mosquitos em larga

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/

escala nao sdao comuns na Australia, dessa forma, o uso de
repelentes topicos de insetos é uma recomendacao fundamental
das autoridades de salde para prevenir doencas transmitidas
por mosquitos?. Além do DEET, nesta formulacdo também possui
os ativos triclosan, antibacteriano muito comum em produtos
domésticos e relacionados a salde* e o MGK-264 (N-octyl
bicycloheptene dicarboximide), produto quimico que atua como
agente sinérgico, o qual por si s6 ndo foi projetado para atuar
como repelente, entretanto associados a outros ativos aumentam
a acado no controle de insetos?.

Segundo a especificagao da Australia feita pela Agricultural and
Veterinary Chemicals Code Regulations 1995%, para os produtos
que nao possuem regulamentacoes especificas - como é o caso
dos repelentes de insetos -, aplicam-se as especificacoes gerais
previstas em uma tabela normativa. Essa tabela estabelece
os limites aceitaveis de variagdo para a concentracdo de cada
ingrediente ativo, com base na quantidade declarada no rétulo.
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Para o produto analisado, cuja rotulagem indica uma concen-
tracao de 191 g/L de DEET, a legislacao permite uma variacao
maxima de 6% em relacdo a esse valor.

De acordo com as diretrizes da Anvisa?, a variacdo maxima permitida
é de até 10% em relacdo ao valor nominal declarado no rétulo do
produto. Aplicando o método validado neste estudo por HPLC-DAD,
as seis formulacdes foram avaliadas quanto a especificacdo para o
teor de DEET, os resultados estao na Tabela 5.

0 produto oriundo da Australia apresenta 191 g/L de DEET (Tabela 1),
0 que corresponde a 19,10% do ativo. De acordo com a varia-
cao permitida pela especificacao australiana, essa concentracao
pode oscilar em 6%, resultando em um intervalo aceitavel entre
17,95% e 20,25%. No entanto, o teor obtido nos ensaios foi de
22,50% (Tabela 5), acima do permitido. Mesmo considerando a
tolerancia estabelecida pela regulamentacao brasileira, que per-
mite uma variacao de +10%, o produto ainda assim ultrapassa o
limite permitido, permanecendo fora da especificacao. Concen-
tracdes acima do permitido podem representar riscos a saide,
incluindo possibilidade de intoxicacao pelo produto. As demais
formulacées foram consideradas conformes frente as especifica-
coes da Anvisa para o teor de DEET.

Webb e Hess? verificaram que existem inconsisténcias nos rotu-
los dos repelentes disponiveis na Australia. Embora alguns for-
necam avisos especificos relacionados a idade sobre o uso de
repelentes, outros contém apenas avisos gerais sobre o uso
em criancgas, dificultando para as autoridades de salde serem

Farias FF et al. Verificacao da qualidade de repelentes de insetos

especificas em avisos sobre ingredientes ativos especificos e suas
concentragdes, gerando confusdes para a propria comunidade.

Analise de rotulagem

A Anvisa estabelece requisitos técnicos para a rotulagem de
repelentes de insetos de uso cosmético por meio da Resolucao
da Diretoria Colegiada (RDC) n° 19, de 10 de abril de 20132. Essa
normativa define os critérios minimos relacionados a seguranca,
eficacia e informagdes obrigatorias a serem apresentadas nos
rétulos, garantindo que os consumidores sejam adequadamente
orientados quanto ao uso seguro e eficaz desses produtos.

Foi consultada no site da Anvisa a situacao do registro de cada pro-
duto, assim como solicitado via Sistema Eletronico de Informacao
(SEl), cadastro de usuario externo, a documentacdo de cada pro-
duto. As informacdes das rotulagens foram confrontadas com as
legislacoes vigentes e com as documentacdes recebidas (Tabela 6).

Dentre os trés ativos sintéticos aprovados pela Anvisa para for-
mulacdes cosméticas - DEET, icaridina e IR3535 -, apenas o DEET
possui diretrizes especificas de concentracdao em funcéo da faixa
etaria, enquanto para os demais ativos ndo ha regulamentacéo
detalhada nesse aspecto?. Devido a sua toxicidade, o DEET nao
é permitido em criancas menores de dois anos. Entre dois e
12 anos, a concentracdo maxima de DEET é de 10%, limitada a
até trés aplicagOes diarias. Para individuos acima de 12 anos,
as formulagdes disponiveis no mercado geralmente apresentam
concentracoes de até 30%. Concentracdes superiores a 30% sao

Tabela 5. Resultados de quantificacao de DEET e comparacao com especificacoes para produtos comerciais.

Formulacédo Teor descrito no rétulo Teor obtido Variacdo permitida A\(/gl/lﬁge;o
Locdo (L1) 7,125% 7,40% 6,4125-7,8375% C
Locdo (L2) 15,00% 15,01% 13,5000-16,5000% C
Gel (G1) 7,50% 7,49% 6,7500-8,2500% C
Spray (S1) 10,00% 10,30% 9,0000-11,0000% C
Spray (S2) 8,00% 8,26% 7,2000-8,8000% C
N 17,9540-20,2460%?
Spray (S3) 19,10% 22,50% 17,1900-21,0100%° NC
Fonte: Elaborada pelos autores, 2025.
C: Conforme; NC: Nao Conforme; *S3: formulacdo importada da Australia; a: especificacdo na Australia; b: especificacdo no Brasil.
Tabela 6. Resultados da analise de rotulagem dos produtos nacionais.
Concentracdo Permitido s Fluetlfzhuls Advertenc]as’ Lote . Limite de
= . Tempo de . Composicao de uso frases de risco s = Regularizado P
Formulacédo ativo protecio acima de portugués Modo de e primeiros Fabricacao na Anvisa reaplicacao
(DEET) qual idade . s validade diaria
aplicacao S0OCOrros
L1 7,125% 4 h 2 anos Sim Sim Sim Sim Sim 3h
L2 15,000% 9h 12 anos Sim Sim Sim Sim Sim 3h
G1 7,500% 4h 2 anos Nao Sim Sim Sim Sim 3h
Consta a
51 10,000% 4h 12 anos N&o Sim Sim Nao Sim Ll
reaplicar a
cada4h
S2 8,0009% 4h 2 anos Sim Sim Sim Sim Sim 3h

Fonte: Elaborada pelos autores, 2025.

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/
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permitidas apenas mediante a realizacao de estudos de avaliacao
de risco em humanos, considerando a frequéncia de aplicacao.

Nos documentos encaminhados pela Anvisa, a arte grafica da
rotulagem para a formulacao L1 diferia em alguns aspectos da
amostra analisada, como a presenca de desenhos infantis, a
informacdo de embalagem econdmica, e a informacao na frente
do rotulo do tempo de protecado. Entretanto, a RDC n° 250, de 21
de novembro de 2018%, permite a coexisténcia de mais de uma
arte de etiqueta ou rotulagem para um mesmo produto desde
que cumpra com todas as frases e informacodes obrigatorias.

Segundo a RDC n° 898, 28 de agosto de 2024%°, passa ser obriga-
toria a apresentacdo da composicao quimica também em portu-
gués na rotulagem de produtos de higiene pessoal, cosméticos e
perfumes, além da Nomenclatura Internacional de Ingredientes
Cosmeéticos (INCI) que se mantém obrigatoria. Para este quesito,
as formulacdes G1 e S1 nao atenderam a legislacao vigente.

A amostra S1 apresentou mais duas irregularidades: nao possuia
no rétulo a informacao obrigatoria do lote e validade, conforme
a RDC n° 907, de 19 de setembro de 2024, e nao constava
o limite maximo de aplicacdo diaria, uma exigéncia da RDC
n° 19/20132, apenas a informacao de reaplicar a cada 4 h.

Neste contexto, das cinco amostras analisadas, as amostras
G1 e S1 estariam em desacordo com a legislacao vigente
para rotulagem.

Determinacédo de pH

A anadlise de pH é fundamental no controle de qualidade de
cosméticos, pois afeta a seguranca, a estabilidade e a eficacia
dos produtos. O pH da pele humana varia, em média, entre
4,5 e 5,5, sendo levemente acido. Uma formulacdo com pH
inadequado pode: comprometer a barreira cutanea, causar irri-
tacoes®, reduzir a eficacia de conservantes e alterar a compati-
bilidade entre ingredientes. Além disso, o pH desajustado pode
impactar a estabilidade quimica e microbioldgica da formula-
cao, acelerando a degradacao de ingredientes ativos, alterando
a viscosidade, promovendo a separacao de fases em emulsoes e
reduzindo a vida util do produto®??*. Normas regulatorias, como
as da Anvisa, exigem que o pH esteja dentro de faixas adequa-
das para garantir a seguranca do consumidor. Assim, esse teste
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Tabela 7. Resultados do ensaio de pH em formulacdes de repelentes
contendo DEET.

Formulagées pH Faixa de aceitacao*
L1 7,27 6.5-9.0

L2 5,20 4,5-6,5

G1 5,80 5,0-7,0

S1 4,56 5,0-7,5

S2 5,90 5.5-7,5

S3 6,45 Nao disponivel

Fonte: Elaborada pelos autores, 2025.
*Faixa de pH presente no registro do produto junto a Anvisa.

é essencial tanto no desenvolvimento quanto no controle de
qualidade dos cosméticos.

As amostras de repelentes foram analisadas em triplicata. Os
resultados obtidos a partir do calculo da média e a faixa de pH
aceitavel de cada produto se encontram na Tabela 7.

Dentre as amostras analisadas para determinacao do pH, apenas a
solucao (S1) apresentou resultado fora da especificacao do fabri-
cante, estando em desacordo para este ensaio. E como a solucao
S3 é importada, nao foi possivel obter a a especificacdo do seu pH.

CONCLUSOES

0 método desenvolvido e validado por cromatografia liquida de
alta eficiéncia com deteccédo por arranjo de diodos (HPLC-DAD)
demonstrou desempenho adequado para a quantificacao do DEET.
Ele atendeu critérios exigidos para validacdo analitica, como:
seletividade, linearidade, precisao (repetibilidade e precisao
intermediaria), exatidao, limite de deteccdo e quantificacdo e
robustez. A analise de diferentes formas cosméticas de repelentes
de insetos permitiu verificar a conformidade dos produtos frente a
legislacao vigente, evidenciando a necessidade de ajustes de rotu-
lagem, pH e teor, conforme os requisitos de legislacoes da Anvisa.

Este trabalho reforca a importancia de métodos validados no
controle da qualidade de produtos cosméticos com funcéo repe-
lente, especialmente diante da auséncia de protocolos oficiais
estabelecidos no escopo atual da RNLVISA.
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