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1. QUESTIONARIO

Foi elaborado um questionario preliminar e aplicado a uma amostra de 15
maes de criangas em idade de utilizar biberdes.

Este questionario preliminar foi distribuido em farmacias da zona da grande
Lisboa e preenchido no momento pela prépria mae. Posteriormente foi
corrigido, de forma a tornar-se mais completo e de facil interpretagdo (Anexo I).
Foi novamente aplicado as maes de criangcas em idade de utilizar biberdes; o
questionario foi distribuido em farmacias e infantarios da zona da grande
Lisboa e preenchido no momento pela prépria mae.

Foram recolhidos 42 questionarios validos e efectuada a analise estatistica dos

resultados.

2. ANALISE DO BISFENOL A

21. REAGENTES

= Bisfenol A 99% Aldrich (EEC number 201-245-8; CAS number 80-
05-7).

= Metanol para cromatografia liquida Merck (Darmstadt, Germany)

= Acido acético glacial 100% p.a. Merck (Darmstadt, Germany).

= Agua desionizada.

-38-



PARTE Il — MATERIAIS E METODOS

2.2. MATERIAIS E EQUIPAMENTO

2.3.

4

Copo pirex3Le5L.

Escovilhdo para lavagem de biberdes Chicco.

Placa de aquecimento eléctrica J.P. Selecta S.A. Agimatic N 640 W
(Barcelona, Spain).

Placa de aquecimento eléctrica Cenco Cat n° 34530 600 W (Breda,
The Netherlans).

Estufa Horo.

Espectrofotometro de Fluorescéncia Hitachi F2000.

Potenciémetro Orion Research Model 701/ digital pHmeter com
eléctrodo para medi¢ao do pH Crison cat n.° 52-00.

Desionizador Milli-Q® Water purification system, Millipore (Bedford,
Massachusetts).

Equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
Agilent 1100 series equipado com detector de fluorescéncia e UV-vis
e uma valvula injectora Rheodyne Modelo 7725i.

Seringa para injeccdo de amostras em HPLC Agilent (Australia).

Material laboratorial de uso corrente.

CONDICOES PARA DETECCAO DO BISFENOL A POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA

DE ALTA EFICIENCIA

A pesquisa de bisfenol A foi feita por cromatografia liquida de alta eficiéncia em

fase reversa com detecgao por fluorescéncia.

Utilizou-se um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia Agilent 1100

series equipado com uma valvula injectora Rheodyne Modelo 7725i, com um
loop de 500uL.

A fase estacionaria foi uma coluna para cromatografia RP18 Lichrospher ® 100

Lichocart ® 125-4 (Merck; Darmstadt Germany) com uma pré-coluna Purospher
® Star RP-18e 5um Lichrocart ® 4-4 (Merck; Darmstadt Germany).
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A deteccgao foi feita com um detector de fluorescéncia Agillent Series 1100 FLD
com comprimento de onda de excitagdo 280 nm e emissao 317 nm.

A fase movel foi um gradiente de metanol e agua que variou ao longo da
corrida (50 até 90%) tal com descrito na tabela 1 e cujo o fluxo se manteve

constante a 1 mL/min.

Tabela 1 — Gradiente de metanol e agua utilizado como fase mével para detecgéo do bisfenol A
por HPLC

Tempo (minutos) | Metanol (%) Agua (%)
0,0 50 50
8,0 90 10
8,1 50 50
10,0 50 50

Para as condi¢bes descritas o tempo médio de retencao do bisfenol A é de
6,03 £ 0,14 min.

3. PREPARACAO DAS AMOSTRAS PARA OS ESTUDOS DE MIGRAGCAO

3.1. ESTUDO PRELIMINAR

Foi realizada uma analise preliminar para seleccionar as marcas de biberdes a
incluir no estudo. As condicdes seleccionadas basearam-se na NE 13130 -
Parte 1.

Foram adquiridos em hipermercados e farmacias da zona da grande Lisboa,
biberbes de plastico de 7 marcas diferentes e anotada a sua capacidade

volumeétrica.

1) Os biberdes foram lavados, de acordo com as especificacdes do fabricante,
em agua corrente com detergente de loiga convencional (pH = 6,7) e
escovilhdo, posteriormente foram esterilizados em agua a ferver durante 10

minutos.
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2)

3)

4)

5)

6)

Os biberdes foram cheios até ao limite da sua capacidade com agua
desionizada a 100°C.

Foram tapados com um vidro de relégio para prevenir evaporagdo do
simulador.

Permaneceram em estufa a 100°C (x 3°C) durante 30 minutos (£ 1 min).

Os passos de enchimento com agua desionizada e permanéncia na estufa
a 100°C por 30 minutos foram repetidos mais duas vezes (de cada vez com
novo simulador).

O simulador foi recolhido para um matraz de vidro no fim do 3° ensaio e
guardado a temperatura ambiente, ao abrigo da luz para posterior analise
por HPLC.

3.2. ESTUDO DE MIGRACAO A 40°C DURANTE 24 HORAS COM AGUA DESIONIZADA

As condi¢des de migracao estabelecidas para este estudo foram seleccionadas
de acordo com a NE 14350 — Parte 2.

Foram adquiridos em hipermercados e farmacias da zona da grande Lisboa 3

biberdes de 6 marcas diferentes incluidas no estudo preliminar (marca A, B, C,
D,EeF).

1)

2)

3)

4)

Os biberdes foram tratados de acordo com as especificagdes da NE 14350
— Parte 2; foram colocados em agua a ferver durante 10 minutos.

Foram cheios com 100 ml de agua desionizada e cobertos com um vidro de
reldgio, para prevenir evaporagao do simulador.

Posteriormente foram colocados na estufa a 40°C durante 24 horas.

Apos as 24 horas o simulador foi recolhido num matraz de vidro e guardado

a temperatura ambiente, ao abrigo da luz para posterior analise por HPLC.

33. ESTUDO DE MIGRACAO A 100°C DURANTE 30 MINUTOS COM AGUA
DESIONIZADA

As condicbes seleccionadas para este estudo basearam-se na NE 13130 -
Parte 1.
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Foram adquiridos em hipermercados e farmacias da zona da grande Lisboa 6
biberdes de cada uma das 6 marcas incluidas no estudo (marca A, B, C, D, E e
F).

Os biberdes foram sujeito ao procedimento descrito no ensaio preliminar (3.1)

tendo sido repetidos os passos 1), 2), 3), 4), o procedimento seguinte foi:

5) Os passos de enchimento com agua desionizada e permanéncia na estufa
a 100°C por 30 minutos foram repetidos mais trés vezes (de cada vez com

novo simulador).

Procedeu-se entdo a recolha da amostra tal como descrito na alinea 6) do

estudo preliminar (3.1).

34. ESTUDO DE MIGRAGAO A 100°C DURANTE 4 HORAS COM AGUA DESIONIZADA

Tal como no estudo anterior as condi¢des seleccionadas basearam-se na NE
13130 - Parte 1.

Foram adquiridos em hipermercados e farmacias da zona da grande Lisboa 3
biberbes de cada uma das 6 marcas incluidas no estudo (A, B, C, D, E e F).
Repetiu-se o procedimento ja descrito anteriormente no estudo preliminar (3.1)

alineas 1), 2), 3) e posteriormente:

4) Os biberdes foram colocados na estufa a 100°C (+ 3°C) durante 4 horas (
9 min)

5) Os passos de enchimento com agua desionizada e permanéncia na estufa
a 100°C por 4 horas foram repetidos mais trés vezes (de cada vez com

novo simulador).

De seguida repetiu-se o procedimento descrito na alinea 6) do estudo

preliminar (3.1)
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35. ESTUDO INTRAMARCA

Foram adquiridos num hipermercado da zona da grande Lisboa 8 biberbes de
uma das seis marcas incluidas no estudo (marca F). Foi registada a sua
capacidade e o seu numero de lote.

Foi realizado o mesmo procedimento descrito para o estudo preliminar (3.1).

36. ESTUDO DE MIGRACAO A 100°C DURANTE 30 MINUTOS COM ACIDO ACETICO

As condi¢bes seleccionadas para este estudo basearam-se também na NE
13130 - Parte 1.

Foram adquiridos num hipermercado da zona da grande Lisboa 3 biberbes de
uma das seis marcas incluidas no estudo (marca B).
Repetiu-se o procedimento descrito no estudo preliminar (3.1) mas usando

como simulador acido acético 3% em vez de agua desionisada.

3.7. ESTUDO MIMETIZANDO CONDIGCOES REAIS DE UTILIZAGAO REPETIDA

Foram adquiridos numa farmacia da zona da grande Lisboa 3 biberbes de uma
das seis marcas incluidas no estudo (marca C).
Neste estudo repetiu-se o passo descrito no estudo preliminar (3.1) alinea 1) e

seguidamente:

2) Os biberdes foram cheios com 280 ml (75% da sua capacidade) de agua
desionizada a 100°C, permaneceram em repouso até atingirem 50°C (%
5°C).

3) Foram entdo agitados durante dois minutos.

4) Deixou-se arrefecer até 30°C (+ 5°C)

5) Posteriormente cronometraram-se 20 minutos (x 5 minutos) tendo o

simulador sido recolhido para um matraz de vidro e analisado por HPLC.

Este procedimento foi repetido 25 vezes e recolhidas amostras para analise ao
fim de 1,2,3,5,10,15,18,20 e 25 repeticdes.
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