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COMISION

DECISION DE LA COMISION
de 14 de abril de 1993

por la que se establecen los métodos que deberan utilizarse para la deteccién de
residuos de sustancias de efecto hormonal y de sustancias de efecto tireostatico

(93/256/CEE)

LA COMISION DE LAS COMUNIDADES EUROPEAS,

Visto el Tratado constitutivo de la Comunidad Econémica
Europea,

Vista la Directiva 85/358/CEE del Consejo, de 16 de julio
de 1985, por la -que se complementa la Directiva
81/602/CEE referente a la prohibicién de determinadas
sustancias de efecto hormonal y de sustancias de efecto
tireostético ('), cuya ultima modificacién la constituye la
Directiva 88/146/CEE (3, y, en particular, el apartado 2 de
su articulo 5,

Considerando que el apartado 1 del articulo 8 de la Direc-
tiva 64/433/CEE del Consejo, de 26 de junio de 1964,
relativa a problemas sanitarios en materia de intercambios
intracomunitarios de carne fresca (), cuya dltima modifi-
caciébn la constituye la Directiva 92/5/CEE (%), y el
parrafo segundo del apartado 4 del articulo 11 de la
Directiva 85/397/CEE del Consejo, de 5 de agosto de
1985, relativa a los problemas sanitarios y de policia sani-
taria en los intercambios intracomunitarios de leche
tratada térmicamente (%), cuya dltima modificacién la
constituye la Directiva 89/662/CEE (%), establecen que los
exdmenes para la deteccibén de residuos deberan efectuarse
de acuerdo con métodos seguros cientificamente recono-
cidos, en particular, los que se establecen en directivas
comunitarias 0 en otras normas internacionales ;

Considerando que la determinacién de los métodos de
analisis de muestras incluye la definicion de procedi-
mientos analiticos que deben utilizarse, de las normas que
deberin observarse para la toma de muestras y de los
criterios que deberan aplicarse al realizar los analisis;

() DO n° L 191 de 23. 7. 1985, p. 46.
() DO n° L 70 de 16. 3. 1988, p. 16.
() DO n° 121 de 29. 7. 1964, p. 2012/64.
() DO n° L 57 de 2. 3. 1992, p. 1.

() DO n° L 226 de 24. 8. 1985, p. 13.
() DO n° L 395 de 30. 12. 1989, p. 13.

Considerando que los procedimientos analiticos adop-
tados deben ser suficientemente sensibles para detectar la
presencia de residuos de sustancias de efecto hormonal y
de sustancias de efecto tireostatico ;

Considerando que la toma de muestras es una parte esen-
cial de todo método de andlisis; que es, por lo tanto,
conveniente establecer las normas relativas a la recogida
de muestras ;

Considerando que a los efectos de la presente Decisién, es
conveniente tomar en consideracién los criterios estable-
cidos en el punto 1 del Anexo de la Directiva
85/591/CEE del Consejo, de 20 de diciembre de 1985
referente a la introduccién de modos de tomas de mues-
tras y de métodos de andlisis comunitarios para el control
de los productos destinados a la alimentacién humana () ;

Considerando que, habida cuenta de la evolucién de los
conocimientos cientificos y técnicos, y en aras de la clari-
dad, es necesario derogar la Decisién 87/410/CEE de la
Comision (%) ;

Considerando que las medidas previstas en la presente
Decisién se ajustan al dictamen del Comité veterinario
permanente,

HA ADOPTADO LA PRESENTE DECISION :

Articulo 1

Los procedimientos analiticos de rutina autorizados para
la deteccibén de sustancias de efecto hormonal y de sustan-
cias de efecto tireostatico serin los siguientes :

() DO n° L 372 de 31. 12. 1985, p. 50.
() DO n° L 223 de 11. 8. 1987, p. 18.
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— inmunoensayo,

— cromatografia de capa fina,
— cromatografia de liquidos,
— cromatografia de gases,

— espectrometria de masas,
— espectrometria,

o cualquier otro método que satisfaga criterios compara-
bles a los establecidos para métodos afines en el Anexo.

Articulo 2

La toma de muestras se efectuard de acuerdo con las
normas siguientes :

1) La muestra debera ser representativa y de tamafio sufi-
ciente para permitir efectuar un analisis correcto,
repetir dicho analisis y realizar analisis de confirma-
cion.

2) Las muestras deberan marcarse de tal modo que su
identificacién sea posible en todo momento.

3) La toma, envasado, conservacibn, transporte y almace-
namiento de las muestras deberd realizarse de modo
que se mantenga la integridad de éstas y no altere el
resultado del analisis. Debera impedirse el acceso a las
muestras por parte de personas no autorizadas.

Articulo 3

Los criterios aplicables a los métodos de anilisis de rutina
para la detecciébn de residuos de sustancias de efecto
hormonal y de sustancias de efecto tireostitico figuran en
el Anexo.

Articulo 4

La presente Decision serd reexaminada antes del 1
de enero de 1996 a fin de tener en cuenta la evolucién de
los conocimientos cientificos y técnicos.

Articulo 5

Queda derogada la Decisién 87/410/CEE.

Articulo 6

Los destinatarios de la presente Decisién seran los Estados
miembros.

Hecho en Bruselas, el 14 de abril de 1993.

Por la Comisién
René STEICHEN

Miembro de la Comisién
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ANEXOQ
1. DEFINICIONES Y REQUISITOS GENERALES
1.1. Definiciones
1.1.1. Métodos de andlisis de rutina

Métodos de anilisis utilizados por los Estados miembros para poner en practica los planes nacionales de
control de residuos en los animales de abasto y sus productos de conformidad con la Directiva
86/469/CEE del Consejo (). Los métodos de rutina, que deberan haber sido validados por laboratorios
autorizados y deberan cumplir los criterios pertinentes establecidos en el presente Anexo, podran utili-
zarse tanto para fines de seleccién como de confirmacion :

— Se entiende por métodos utilizados con fines de criba (métodos criba) los empleados para detectar la
presencia de un sustancia analizada o grupo de sustancia analizadas al nivel de interés. Estos
métodos se caracterizan por su capacidad de analizar un elevado niimero de muestras en poco
tiempo con el fin de detectar posibles positivos. Con ellos se trata de evitar falsos resultados negati-
VOS.

— Se entiende por métodos utilizados con fines de confirmacién (métodos de confirmacién) los que
proporcionan una informacidn total o complementaria que permite la identificacién inequivoca de
la sustancia analizada al nivel de interés. Estos métodos tienen por objeto tanto evitar la obtencién
de resultados positivos falsos como lograr que la probabilidad de obtener resultados negativos erré-
neos sea baja.

1.1.2. Sustancia analizada

Componente de una muestra de anélisis que se debe detectar, identificar o cuantificar. El término « sus-
tancia analizada » incluye, en su caso, los derivados que se formen a partir de la sustancia analizada
durante el analisis.

La medida cuantitativa de un sustancia analizada se indicard como :

— cantidad, expresada como cantidad de masa (por ejemplo pg, ng)

o
—1

— contenido, expresado como fracciéon de masa (por ejemplo pg kg ™!, ng kg '), concentracién de
masa (por ejemplo pug 1 ~") o concentracién (por ejemplo mol 17').

1.1.3. Muestras

1.1.3.1. Muestra de laboratorio

Muestra preparada para su envio al laboratorio y destinada a inspeccién o prueba.

1.1.3.2 Muestra de analisis

Muestra preparada a partir de la muestra de laboratorio y de la que se tomaran fracciones problema.

1.1.3.3. Fraccién problema
Cantidad de material procedente de la muestra de anlisis (0, si ambas son la misma, de la muestra de
laboratorio) con la que se realizan los analisis u observaciones.

1.1.4. Patrén
Sustancia bien definida con un contenido en sustancia analizada determinado, de la mayor pureza
posible, que se utilizard como referencia durante el analisis.

1.1.5. Material de referencia
Material del que se hayan confirmado mediante un método validado una o varias propiedades, de

manera que pueda utilizarse para calibrar un aparato o comprobar un método de medida.

() DO n° L 275 del 26. 9. 1986, p. 36.
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1.1.6. Determinaciones en blanco

1.1.6.1. Determinacién en blanco de la muestra

Procedimiento analitico completo aplicado a una fraccién problema procedente de una muestra que no
contiene sustancia analizada.

1.1.6.2. Determinacidén del blanco de reactivos

Procedimiento analitico completo aplicado sin que se halle presente la fraccién problema o utilizando
una cantidad equivalente de su disolvente adecuado en lugar de aquélla.

1.1.7. Especificidad

Capacidad de un método dado para diferenciar la sustancia analizada que se pretende medir de cual-
quier otra sustancia. Esta caracteristica es funcién sobre todo del principio que se emplee para efectuar
las medidas, si bien puede variar dependiendo del tipo de compuesto o de la matriz.

Los detalles relativos a la especificidad deberdn referirse como minimo a todas las sustancias que
pueden dar una sefial como respuesta cuando se utilice el procedimiento de medicidn descrito, por
ejemplo, productos homélogos, anilogos o metabdlicos del residuo de interés. A partir de los detalles
relativos a la especificidad debe ser posible obtener cuantitativamente el grado hasta el cual el método
puede distinguir entre la sustancia analizada y las restantes sustancias, en las condiciones experimen-
tales. :

1.1.8. Exactitud

En esta Decision se refiere a la exactitud de la media. La definicién que se empleara esta establecida en
el punto 2.83 de la norma ISO 3534-1977 (exactitud de la media : diferencia entre el valor auténtico y
el resultado medio que se obtendria efectuando el procedimiento experimental un gran nimero de
veces). )

Las principales limitaciones de la exactitud son las siguientes :

a) errores aleatorios ;
b) errores sistematicos.

Cuando el niimero de andlisis efectuados es muy grande, la exactitud de la media se aproxima al error
sistematico. Para la evaluacién de un método se debe especificar el nimero de analisis realizados.

La medida de la exactitud sera la diferencia entre el valor medio determinado para el material de refe-
rencia y el valor auténtico, expresado como porcentaje de este @ltimo. Si no se dispone de material de
referencia, los pardmetros pertinentes podrén evaluarse analizando material de muestra enriquecido.

Cuando no se disponga de métodos perfectamente definidos ni de materiales de referencia certificados,
el contenido de la sustancia analizada de una muestra podrd definirse a partir de los resultados obte-
nidos con un método que arroje el grado méximo de especificidad, exactitud y precisién de la sustancia
analizada.

1.1.9. Precision

Diferencia entre los resultados obtenidos aplicando el procedimiento experimental en diversas
ocasiones en condiciones establecidas [punto 2.84 de la norma ISO 3534-1977 (')]; incluye la repetibi-
lidad y la reproducibilidad.

Repetibilidad :

Diferencia entre los resultados de analisis independientes obtenidos en condiciones de repetibilidad, es
decir, con el mismo método sobre un material idéntico, efectuadas en el mismo laboratorio por el
mismo técnico utilizando el mismo equipo con breves intervalos de tiempo.

Reproducibilidad :

Diferencia entre los resultados de anilisis independientes obtenidos en condiciones de reproducibili-
dad, es decir, con el mismo método sobre un material problema idéntico, realizadas en diferentes labo-
ratorios por diferentes técnicos utilizando equipo diferente. Segin el Anexo de la Directiva 85/591/CEE
del Consejo (*), los valores de la precisién para los métodos de anilisis cuya adopcién tenga que deci-
dirse segiin lo dispuesto en esa Directiva se obtendrén a partir de un ensayo conjunto efectuado, prefe-
rentemente, de conformidad con la norma ISO 5725-1986 (°). A este fin, los términos repetibilidad y
reproducibilidad se hallan definidos en la norma ISO 5725-1986. Para realizar dichos ensayos se utili-
zaran materiales de muestra'con un contenido de sustancia analizada conocido que oscile en torno al
limite de residuos maximo que deba respetarse.

(') Organizacién internacional de Normalizacién : estadisticas, vocabulario y simbolos.

() DO n° L 372 de 31. 12. 1985, p. 50.

(®) Organizacién internacional de Normalizacién : precisién de los métodos de prueba : determinacién de la repetibilidad y reprodu-
cibilidad de un método de prueba estindar mediante pruebas interlaboratorios.
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Hasta que no se haya determinado la repoducibilidad de un método mediante un ensayo colaborativo,
para la preseleccién de posibles métodos por revision de datos, bastara con disponer de los datos sobre
repetibilidad.

La medida de repetibilidad y reproducibilidad que deberd emplearse serd el coeficiente de variacién tal
y como se define en el punto 2.35 de la norma ISO 3534-1977 (coeficiente de variacion : la relacién
entre la desviacidn estindar y el valor absoluto de la media aritmética).

1.1.10. Limite de deteccion

El menor contenido a partir del cual resulta posible deducir la presencia de la sustancia analizada con
una seguridad estadistica razonable. (Como minimo el 95 % de las sustancias no autorizadas — véase el
punto 1.2.6.1). El limite de deteccién puede calcularse de diferentes maneras :

a) Realizando determinaciones en blanco, con al menos 20 muestras en blanco, representativas. El
limite de deteccién equivaldri al contenido aparente correspondiente al valor de la media maés tres
veces la desviacién estdndar de las determinaciones en blanco.

Nota 1: Debera especificarse la cantidad de fracciéon problema utilizada en el analisis.

Nota 2: Si se prevé que factores tales como la especie, el sexo, la edad, la alimentacién u otros
factores medioambientales pueden influir sobre las caracteristicas del método, sera nece-
sario un conjunto de 20 muestras en blanco como minimo para cada una de las pobla-
ciones homogéneas a las que se aplique.

b) En el caso de determinaciones espectrométricas cuyas determinaciones en blanco representativas
tinicamente produzcan ruido blanco, el limite de deteccidén equivaldra al contenido aparente corres-
pondiente a tres veces el ruido entre un pico y otro.

1.1.11. Limite de determinacion

Contenido mis pequefio de sustancia analizada respecto al cual el método ha sido validado con una
exactitud y precisibn determinadas.

1.1.12. Sensibilidad

Medida de la capacidad de un método para detectar pequefias diferencias en cuanto al contenido de
sustancia analizada. En la presente Decision la sensibilidad se expresa como la pendiente de la curva de
calibracién al nivel de interés.

1.1.13. Practicabilidad

Caracteristica de una técnica analitica que depende del objetivo del método y que se determina
mediante requisitos tales como el rendimiento y coste de la muestra.

1.1.14. Aplicabilidad

Relacién de los tipos de muestra o de las sustancias analizadas a los que puede aplicarse el método tal
como se presenta o con modificaciones especificas de poca importancia.

1.1.15. Interpretacion de los resultados

1.1.15.1. Resultado positivo

La presencia de la sustancia analizada en la muestra queda probada, segin el procedimiento del anlisis,

cuando se cumplen los criterios generales y los criterios especificos del método de deteccidén en cues-

tién.

a) En el caso de sustancias con una tolerancia cero, el resultado del analisis serd « positivo » si la iden-
tidad de la sustancia analizada en la muestra queda probada de manera inequivoca.

b) En el caso de sustancias con un limite de residuos maximo establecido, el resultado del analisis serd
« positivo » si el contenido de la sustancia analizada en la muestra determinado experimentalmente
(tras la aplicacién, en su caso, de coeficientes de recuperacion) es mayor que el limite de residuos
méximo establecido, el cual tiene en cuenta la probabilidad aceptable de obtener resultados falsos
negativos o falsos positivos.

1.1.15.2. Resultado negativo

El resultado del anélisis se considerard « negativo » con atreglo al procedimiento analitico cuando se
cumplan los criterios generales y los criterios especificados en el método de deteccién individual, en el
caso de andlisis de materiales de referencia apropiados y determinaciones en blanco y:

a) en el caso de sustancias con una tolerancia cero, la identidad de la sustancia analizada no ha quedado
probada de manera inequivoca,
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b) en el caso de sustancias con un limite de residuo miximo establecido, el contenido su sustancia
analizada en la muestra que se ha medido se halla por debajo del nivel mencionado en la letra b) del
punto 1.1.15.1.

Nota : La obtencién de un resultado negativo no prueba que la sustancia analizada no esté presente en
la muestra [en el caso a)], ni que el verdadero contenido de la sustancia analizada se halle por
debajo del limite de residuos maximo [en el caso b)].

1.1.16. Co-cromatografia

Procedimiento en el que se divide la solucién problema purificada en dos partes antes de la cromato-
grafia y:

a) una se cromatografia sin mds;

b) a la otra parte se afiade el patrén que deba identificarse, cromatografidndose a continuacién esta

solucién mixta compuesta por la solucién problema y el patrén. La cantidad de patrén afiadido y.la
cantidad prevista de sustancia analizada en la solucién problema deberin ser similares.

1.1.17. Inmunograma

En la presente Decisién se entendera por inmunograma un grafico que presente la respuesta inmuno-
quimica frente al tiempo de retencién o el volumen de elucién, obtenido mediante separacién cromato-
grafica con deteccién inmunoquimica (en general «off-line ») de los componentes del extracto de la

muestra.
1.2. Requisitos generales
1.2.1. Criterios

De conformidad con el Anexo de la Directiva 85/591/CEE del Consejo, los criterios que se establecen a
continuaciéon se aplicarin al examen de los métodos de analisis.

1.2.2. Métodos de criba
No pueden establecerse requisitos fijos para este tipo de métodos. El aspecto mas importante de la
realizacién es que la incidencia de falsos negativos al nivel de interés sea minima.

1.2.2.1. Deberi definirse la especificidad

1.2.2.2. Exactitud y precisién:

No serd necesaria la cuantificacién. Los métodos criba podran ser cualitativos o cuantitativos depen-
diendo de que la utilizacién de una sustancia esté prohibida o autorizada. Si bien podrin aceptarse
falsos positivos, falsos negativos al nivel de interés deberin ser minimos.

1.2.2.3. Limite de deteccién :

Debera ser apropiado a los fines que se buscan. En el caso de sustancias con un limite de residuos
maximo establecido, deberd ser lo suficientemente bajo como para poder detectar residuos a ese nivel.
Tratindose de sustancias cuyo empleo en animales de abasto no esté autorizado, el limite de deteccién
debera ser lo mas bajo posible.

1.2.2.4. Practicabilidad :

Es conveniente que la rapidez del analisis y niimero de muestras sea elevada y el coste reducido.
1.2.3. Métodos de confirmacion

1.2.3.1. Especificidad :

En la medida de lo posible, los métodos de confirmacién deberin proporcionar una infermacion
inequivoca sobre la estructura quimica de la sustancia analizada. Si se obtiene la misma respuesta con
mas de un compuesto, el método no puede establecer la diferencia entre esos compuestos.

Los métodos basados exclusivamente en analisis cromatograficos sin recurrir al empleo de la deteccién
espectrométrica molecular no son aptos para su utilizacién como métodos de confirmacién.

Si una técnica carece de la suficiente especificidad, la especificidad deseada podri obtenerse mediante
métodos de andlisis que combinen de manera adecuada purificacién, separacién o separaciones croma-
tograficas y deteccién inmunoquimica o espectrométrica, por ejemplo, CG-EM, CL-EM, CIA/CG-EM,
CG-IR, CL-IR, CL/IMG.
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1.23.2. Exactitud

En el caso de anilisis repetidos de una muestra de referencia, las diferencias entre el contenido medio
determinados experimentalmente (tras la aplicacién, en su caso, de coeficientes de recuperacién) y el
valor auténtico estardn dentro de los siguientes limites :

Valor auténtico (fracciéon de masa) Intervalo
< 1 pgkg™! de —50% a + 20 %
> 1 ug kg™ "' hasta 10 pg kg™’ de —30% a +10%
>10 pg kg ™! de —20% a +10%
1.2.3.3. Precisién :

En el caso de analisis repetidos de una muestra de referencia en condiciones de reproducibilidad, los
valores tipicos del coeficiente de variacién (CV) calculados segin la ecuacién de Horwitz [(CV(%) =
20 —0s 10} donde C es el contenido expresado como potencia de 10, seran los siguientes:

Contenido (fraccién de masa) CV (%)

1 ug kg™ 45 %
10 pg kg™! 32%
100 pg kg™! 23 %
1 pg kg™! 16 %

Tratindose de anilisis realizados en condiciones de repetibilidad, los valores tipicos del coeficiente de
variacién intralaboratorio estaran comprendido entre la mitad y dos tercios de los valores arriba indica-
dos.

1.2.34. Limite de deteccidn:

Deber4 ser adecuado a los fines que se buscan (véase el punto 1.2.6.1).

1.2.3.5. Limite de determinacibn :

Deber4 ser adecuado a los fines que se buscan (véase el punto 1.2.6.2).

1.2.3.6. Sensibilidad :

Deber4 ser adecuada a los fines que se buscan.

1.2.37. Practicabilidad :
La rapidez y el coste tienen menor importancia que en el caso de los métodos criba.

En los métodos de confirmacibn, la mayor parte de las caracteristicas relacionadas con la practicabilidad
tienen menor importancia que los demas criterios definidos en la presente Decisién. En general basta
con disponer del equipo y los reactivos necesarios.

1.24. Curvas de calibracion
Si el método depende de una curva de calibracién, debera darse la siguiente informacién :

— férmula matemética que describe la curva de calibracion,

— intervalos aceptables dentro de los cuales los pardmetros de las curvas de calibracién pueden variar
de un dia a otro,

— rango de trabajo de la curva de calibracién.

Siempre que sea posible deberin utilizarse patrones internos y materiales de referencia adecuados para
el control de calidad de las curvas de calibracién de los métodos de confirmacién y deberan darse datos
sobre la varianza de las variables al menos dentro del rango de trabajo de la curva de calibracién.

1.2.5. Susceptibilidad a la interferencia

1.2.5.1. Deberan indicarse cualesquiera variaciones de las distintas condiciones experimentales susceptibles de
fluctuacién en la préctica (por ejemplo, estabilidad de los reactivos, composicién de la muestra, pH o
temperatura) que puedan afectar a los resultados analiticos. La descripcién del método incluird los
medios necesarios para solucionar toda interferencia previsible. En caso necesario, se describiran
sistemas alternativos de deteccién apropiados para la confirmacion.
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1.2.5.2. Si se realiza una co-cromatografia, entonces sblo debera obtenerse un pico, siendo la altura (o superficie)
del pico aumentado equivalente a la cantidad de sustancia analizada afiadido. En ¢l caso de CG o CL, la
anchura del pico medida a la mitad de la altura maxima deberd oscilar entre 90 % y 110 % de la
anchura original, y los tiempos de retencién deberan ser idénticos, con una tolerancia del 5 %. Tratin-
dose de métodos CCF, se intensificara unicamente la mancha que supuestamente se debe a la sustancia
analizada ; no deberd aparecer ninguna mancha nueva ni se modificard el aspecto.

1.2.5.3. Es de importancia primordial investigar toda interferencia que pudiera proceder de los componentes de
la matriz.

1.2.6. Relacién entre los niveles de residuos permitidos y los limites analiticos

1.2.6.1. En el caso de sustancias cuya utilizacién con animales de abasto no esté autorizada, el limite de detec-

cién del método analitico debera ser lo suficientemente bajo como para poder detectar con una proba-
bilidad minima del 95 % los niveles de residuos que cabe esperar tras un uso ilegal de esas sustancias.

1.2.6.2. En el caso de sustancias con un limite de residuos maximo establecido, el limite de determinacién del
método mds tres veces la desviacién estandar de éste para una muestra en el limite de residuos maximo
no deberd superar el limite de residuos méximo establecido.

1.2.6.3. En el caso de sustancias con un limite de residuos maximo establecido, el método deberi validarse en
ese limite y a la mitad y el doble del mismo.

2. CRITERIOS PARA LA IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE RESIDUO

2.1. Requisitos generales

Los laboratorios que efectGen andlisis para la confirmacién definitiva de la presencia de residuos de
sustancias organicas con un peso molecular bajo deberan garantizar que se cumplen los criterios de
interpretacién de los resultados obtenidos de acuerdo con los requisitos establecidos en la presente
seccién. Dichos criterios tienen por objeto la identificacién de la sustancia analizada y con ellos se
pretende evitar que se produzcan falsos positivos. Para obtener un resultado positivo definitivo, los
resultados analiticos deberdn cumplir los criterios establecidos para el método de analisis en particular.

2.2 Consideraciones generales para el método analitico global

22.1. Preparacion de la muestra
La muestra se recogera, manipulard y procesara de manera que se obtenga la méxima probabilidad de
detectar la sustancia analizada, si ésta se halla presente.

2.2.2. Susceptibilidad a la interferencia

Se aplicaran las mismas indicaciones que aparecen en el punto 1.2.5 (susceptibilidad a la interferencia).

2.2.3. Criterios generales para el procedimiento global

2.2.3.1. Deberan determinarse la especificidad (1.1.7) y los limites de deteccién (1.1.10 y determinacion (1.1.11)
del método utilizado para la determinacién de la sustancia analizada en la muestra que se estd investi-
gando.

Nota : esta informacidén podréd obtenerse a partir de datos experimentales o de planteamientos tedricos.

2232, En el caso de un resultado positivo, el comportamiento fisico y quimico de la sustancia analizada
durante el analisis no podra distinguirse del patrén correspondiente en la muestra adecuada.

2233. El resultado positivo o negativo del analisis s6lo sera valido dentro de los margenes de especificidad y
de los limites de deteccion y determinaciéon del procedimiento utilizado para la sustancia analizada y el
material de muestra que se estan investigando.

2234, Es preferible que el material enriquecido o de referencia que contenga cantidades conocidas de
sustancia analizada se someta al proceso completo al mismo tiempo que cada una de las series de mues-
tras analizadas. Asimismo, podrd afiadirse a las muestras un patroén interno.

2.24. Criterios para la preconcentracion, purificacion y separacion fisica o quimica « off-line »

224.1. En la muestra adecuada analizada deber4 encontrarse en aquella fraccién que sea tipica para el patrén
bajo las mismas condiciones experimentales.

224.2. Junto con el resultado final, positivo o negativo, deberan indicarse igualmente los datos correspon-
dientes al tiempo de retencién del patrén, muestras de control y fracciones problema.
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2.2.5. Criterios para las medidas cuantitativas

2.2.5.1. Deberd medirse y especificarse la recuperaciéon de todas las medidas cuantitativas.

2252 La variabilidad intralaboratorio de la recuperacién debera ser lo mas baja posible.

2.2.5.3. Debera indicarse claramente si en los resultados finales se ha corregido o no la recuperacién. En caso

afirmativo, debera describirse el método de correccién utilizado.

23. Criterios correspondientes a los métodos de analisis que pueden utilizarse con fines de
confirmacién tGnicamente en combinacién con otros métodos

23.1. Requisitos cualitativos para la determinacién de una sustancia analizada por IE

2.3.1.1. Deber4 especificarse el rango de trabajo de la curva de calibracién, que debera cubrir por lo general una
escala de concentracién de diez unidades como minimo.

23.1.2. Se requerird un minimo de seis puntos de calibracién convenientemente distribuidos a lo largo de la
curva de calibracién.

2.3.1.3. Los pardmetros adecuados de control de calidad deberan correspoﬁderse con los de los ensayos prece-
dentes, por ejemplo, UNE y pardmetros de la curva de calibracién.

2.3.14. Deberan incluirse muestras de control en cada ensayo. Niveles de concentracidén : cero y partes inferior,
media y superior del rango de trabajo de la curva. Los resultados de los controles deberdn concordar con
los obtenidos en ensayos previos.

Junto con el resultado final, positivo o negativo, deberan indicarse todos los datos no procesados refe-
rentes a las muestras de control y a la fraccién problema.

23.2. Criterios para la determinacion de una sustancia analizada por CG o CL utilizando deteccion no
especifica
23.2.1. La sustancia analizada deber4 eluir en el tiempo de retencién tipico del patrén correspondiente, en las

mismas condiciones experimentales.

2322, El méximo del pico mas préximo en el cromatograma debera hallarse separado del supuesto pico de la
sustancia analizada al menos por una anchura total, medida al 10 % de la altura maxima.

2.3.2.3. Para obtener mas informacién podra realizarse una co-cromatografia y una cromatografia en la que se
utilicen al menos dos columnas de diferente polaridad.

233. Criterios para la determinacion de una sustancia por CCF

23.3.1. El valor o valores R, de la sustancia analizada deberan concordar con el valor o valores R; tipicos del
patrén. Este requisito se cumple cuando el valor o valores R de la sustancia analizada se hallen a un
+ 3 % del valor o valores R; del patrén en la mismas condiciones experimentales.

2.33.2. El aspecto de la sustancia analizada no deberd distinguirse del patrén.

2.3.3.3. El centro de la mancha mds préxima al correspondiente de la sustancia analizada deber4 hallarse sepa-
rado de él por una distancia como minimo igual a la mitad de la suma de los didmetros de las manchas.

23.34. Para més informacién podri realizarse una co-cromatografia o una CCF bidimensional.

24. Criterios para los métodos de analisis que pueden utilizarse con fines de confirmacién
24.1. Criterios para la determinacion de una sustancia analizdda por CL/IE o CL/IMG

24.1.1. En el caso de CL/IMG, el pico de la sustancia analizada en el Img se obtendra a partir de al menos

cinco fracciones de CL.
24.1.2, Deberan cumplirse los criterios mencionados en los puntos 2.24.1 y 2.24.2.

24.13. Reactivos

Deberan especificarse la procedencia y caracteristicas del anticuerpo y de los demas reactivos.

2.4.14. Curva de calibracién

Dado que el método se base en las curvas de calibracién, debera ofrecerse la informacién en el punto
1.24 (curva de calibracién). Asimismo, deberdn cumplirse los requisitos de calidad establecidos para el
IE en los puntos 2.3.1.1 a 2.3.14.
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24.1.5. Si el método no se utiliza en combinacién con otros métodos, para efectuar la confirmacion deberan
realizarse dos separaciones de CL diferentes o dos inmunogramas que utilicen anticuerpos con especifi-
cidades diferentes.

242, Criterios para la determinacion de una sustancia analizada por CL-ES
24.2.1. Deberdn cumplirse los criterios mencionados en los puntos 2.3.2.1 y 2.3.2.2.
2422, Los méximos de absorcidn en el espectro de la sustancia analizada deberan presentar las mismas longi-

tudes de onda que los del patron, dentro de un margen determinado por la resolucion del sistema de
deteccién. Para la deteccién por red de diodos, el margen tipico es de £ 2 nm.

2423. El espectro de la sustancia analizada por encima de los 220 nm no debera diferir visualmente del
espectro del patrdn, para aquellas partes de ambos espectros con una absorbancia relativa = 10 %. Este
criterio sé satisface cuando se presentan maximos iguales y en ninguno de los puntos observados la
diferencia entre ambos espectros es superior al 10 % de la absorbancia del patrdn.

2424, Si el método no se utiliza en combinacién con otros métodos, para efectuar la confirmacién sera obliga-
toria la co-cromatografia en la fase CL. En el punto 1.2.5.2 figuran los requisitos que debe cumplir la
co-cromatografia.

24.3. Criterios para la determinacion de una sustancia analizada por CCF-ES

24.3.1. El método deberd cumplir los criterios establecidos para la CCF en los puntos 2.3.3.1 a 2.3.3.3.

2432 Los maximos de absorcion del espectro de la sustancia analizada deberan presentar las mismas longi-
tudes de onda que los del patrén, con un margen determinado por la resolucién del sistema de detec-
cién.

24.3.3. El espectro de la sustancia analizada no deberd diferir visualmente del espectro del patron.

2434, Si el método no se utiliza en combinacién con otros métodos, para efectuar la confirmacién sera obliga-

toria la co-cromatografia en la fase CCF. En el punto 1.2.5.2 figuran los requisitos que debe cumplir la
co-cromatografia.

244. Criterios para la determinacion de una sustancia analizada por CG-EM
244.1. Criterios para la CG
244.1.1. Deberan cumplirse los criterios que figuran en los puntos 2.3.2.1 y 2.3.2.2.

24412,  En caso de que se disponga de un material adecuado, se empleara un patrén interno. Para estos fines se
daré preferencia a una forma de la sustancia analizada marcada con isbétopo estable o, en su defecto, a
un patrén afin con un tiempo de retencion préoximo al de la sustancia analizada.

244.13. La relacion entre el tiempo de retencién de la sustancia analizada en la CG y del patrén interno, es
decir, el tiempo de retencidn relativo de la sustancia analizada, debera ser la misma que la del patrdén en
la matriz apropiada, con un margen de tolerancia de % 0,5 %.

244.14. Utilizado como método de confirmacidn, en caso de no utilizarse un patrdén interno, la identificacién
de la sustancia analizada deberd completarse mediante co-cromatografia.

24.4.2. Criterios para la EMBR

24.4.21. Utilizado como método de criba, deberd determinarse al menos la intensidad del fragmento mas abun-
dante.
24422, Utilizado como método de confirmacién, deberin determinarse las intensidades de al menos cuatro

fragmentos. En caso de que el compuesto no ofrezca la posibilidad de cuatro iones con el método
empleado, la identificacién de la sustancia analizada se basard en los resultados de al menos dos
métodos de CG-EMBR con distintas técnicas de derivatizacién o ionizacién, cada uno de los cuales
producird dos o tres fragmentos.

El ién molecular sera preferiblemente uno de los fragmentos seleccionados.
244.23. Las abundancias relativas de todos los fragmentos controlados de la sustancia analizada deberan ser

iguales a las del patrén, preferentemente con un margen, por defecto o por exceso, del 10% (método
IE) o del 20 % (método 1Q).

2.4.5. Criterios para la identificacién de una sustancia analizada por IR

24.5.1. Definicién de picos adecuados
Se entiende por picos adecuados los maximos de absorcién de un patrén en el espectro de infrarrojos
que cumplan los requisitos siguientes.

24.5.1.1.  El maximo de absorcién se hallard en el intervalo de nimeros de onda comprendido entre 1 800 y 500
cm !
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24.5.1.2. La intensidad de absorcidn no serd inferior a:

a) una absorbancia molar especifica de 40 respecto a la absorbancia cero y de 20 respecto a la linea de
base del pico,
o

b) una absorbancia relativa del 12,5 % de la absorbancia del pico mas intenso en la regién de 1 800 -
500 cm ~', cuando ambas se midan respecto a la absorbancia vero, y del 5 % de la absorbancia del
pico mds intenso de la regién de 1800 - 500 cm ~! cuando ambas se midan respecto a su linea de
base del pico.

Nota: Aun cuando desde el punto de vista tedrico puedan prefereirse picos adecuados segiin a), en la
prdctica los picos segin b) son mds fdciles de determinar.

24.5.2. Se determinara el nimero de picos en el espectro de infrarrojos de la sustancia analizadas cuyas
frecuencias se correspondan con un pico « concordante » en el espectro del patrén, con um margen de
tolerancia, por exceso o por defecto, de =1 cm ™.

24.5.3. Criterios para la IR

24.53.1. La absorcién deberd estar presente en todas las regiones del espectro de la sustancia analizada que
correspondan a un pico adecuado en el espectro de referencia del patron.

‘

24.532.  Se requiere un minimo de seis picos adecuados en el espectro de infrarrojos del patron. Si el nimero de
picos adecuados es inferior a dicha cifra, el espectro en cuestion no podra utilizarse como espectro de
referencia.

24.533. La «puntuaciédn », es decir, el porcentaje de picos « concordantes » observados en el espectro de infra-

rrojos de la sustancia analizada serd al menos de 50.

24.534. En caso de que no exista una correspondencia exacta para un pico adecuado, la regioén pertinente del
espectro de la sustancia analizada debera ser consistente con la presencia de al menos un pico « concor-
dante ».

2.4.53.5.  El procedimiento se aplicard Gnicamente a los picos de absorcion del espectro de la muestra cuya

intensidad sea al menos tres veces superior al ruido entre un pico y otro.

2.5. Otros métodos de analisis

Podran emplearse para criba o confirmaciéon métodos de analisis o combinaciones de métodos distintos
de los estudiados en la Secciones 2.3 y 2.4 (por ejemplo, CL-EM, EM-EM o CG-IR), siempre que
cumplan unos criterios analogos que permitan la identificacién inequivoca de la sustancia analizada al
nivel de interés.

APENDICE

Lista de abreviaturas y simbolos

IQ = ionizacién quimica

IIE = ionizaciébn por impacto electronico

g = gramo o gramos

CG = cromatografia de gases

IE = inmunoensayo

CIA = cromatografia de inmunoafinidad

IMG = inmunograma

IR = espectrometria de infrarrojos

kg = kilogramo o kilogramos (10% g)

1 = litro o litros

CL = cromatografia de liquidos

EMBR = espectrometria de masas de baja resolucion
mg = miligramo o miligramos (1073 g)

EM = espectrometria de masas

ng = nanogramo o nanogramos (1077’ g)

UNE = unién no especifica

R¢ = distancia recorrida en relacién con el frente del disolvente
ES = espectrometria ; por ejemplo, con deteccién de una red de diodos
CCF = cromatografia de capa fina

ug = microgramo o microgramos (10 ~¢g)

/ = técnicas consecutivas « off-line »

- = técnicas consecutivas «on-line »
ejemplo : CL/CG - EM = CL « off-line », a la que sigue una CG y una EM « on-line ».



