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REGLAMENTOS

REGLAMENTO (UE) 2017/771 DE LA COMISION
de 3 de mayo de 2017

por el que se modifica el Reglamento (CE) n.°c 152/2009 en lo que respecta a la determinacién de
los contenidos de dioxinas y de bifenilos policlorados

(Texto pertinente a efectos del EEE)

LA COMISION EUROPEA,
Visto el Tratado de Funcionamiento de la Uni6n Europea,

Visto el Reglamento (CE) n.° 882/2004 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 29 de abril de 2004, sobre los
controles oficiales efectuados para garantizar la verificacion del cumplimiento de la legislacion en materia de piensos y
alimentos y la normativa sobre salud animal y bienestar de los animales ('), y en particular su articulo 11, apartado 4,

Considerando lo siguiente:

(1) El Reglamento (CE) n.> 152/2009 de la Comisién (%) establece los métodos de determinacién de los contenidos de
policlorodibenzo-p-dioxinas (PCDD), policlorodibenzofuranos (PCDF), policlorobifenilos (PCB) similares a las
dioxinas y PCB no similares a las dioxinas en los piensos.

(2)  El laboratorio de referencia de la UE para dioxinas y PCB en piensos y alimentos ha demostrado que los
resultados de los andlisis de dioxinas y PCB no son fiables en algunos casos, cuando los laboratorios que analizan
las muestras tomadas por los explotadores de empresas de piensos con arreglo al Reglamento (CE) n.° 183/2005
del Parlamento Europeo y del Consejo (}) no aplican los criterios de funcionamiento previstos en la parte B del
anexo V del Reglamento (CE) n.c 152/2009. Por tanto, conviene hacer obligatoria la aplicacion de los criterios de
funcionamiento para el analisis de muestras.

(3)  Habida cuenta de que el método de utilizar un limite de decision para garantizar con una determinada
probabilidad que un resultado analitico estd por encima del nivel mdximo, conforme a lo dispuesto en la
Decisién 2002/657|CE de la Comisién (*), ya no se aplica al andlisis de dioxinas, furanos y PCB en los piensos,
conviene suprimir dicho método y mantener solo el método de la incertidumbre ampliada con un factor de
cobertura de 2, que ofrece un nivel de confianza aproximado del 95 %.

(4)  Se han redactado documentos de orientacién sobre la incertidumbre de medicién y el cdlculo del limite de
deteccion (LOD) y del limite de cuantificacion (LOQ), y procede hacer referencia a ellos.

(5)  En consonancia con los requisitos de informacién en relacién con los métodos bioanaliticos de cribado
establecidos en la parte B del anexo V del Reglamento (CE) n.° 152/2009, procede asimismo prever el uso de
métodos fisicoquimicos en relacién con los requisitos de informacién especificos del cribado previstos en el
capitulo II de dicha parte.

(6)  Dado que los andlisis de dioxinas, PCB similares a las dioxinas y PCB no similares a las dioxinas suelen hacerse
juntos, procede armonizar los criterios de funcionamiento para los PCB no similares a las dioxinas establecidos
en el punto 3.3 del capitulo III de la parte B del anexo V del Reglamento (CE) n.° 152/2009 con los correspon-
dientes a las dioxinas y los PCB similares a las dioxinas. Se trata de una simplificacién sin cambios sustanciales en
la préctica, ya que, en el caso de los PCB no similares a las dioxinas, la intensidad relativa de los iones califi-
cadores en comparacién con los iones objetivo es > 50 %.

(") DOL165 de 30.4.2004, p. 1.

(*) Reglamento (CE) n.° 152/2009 de la Comision, de 27 de enero de 2009, por el que se establecen los métodos de muestreo y analisis para
el control oficial de los piensos (DO L 54 de 26.2.2009, p. 1).

(*) Reglamento (CE) n.> 183/2005 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 12 de enero de 2005, por el que se fijan requisitos en materia
de higiene de los piensos (DO L 35 de 8.2.2005, p. 1).

(*) Decision 2002/657/CE de la Comision, de 14 de agosto de 2002, por la que se aplica la Directiva 96/23/CE del Consejo en cuanto al
funcionamiento de los métodos analiticos y la interpretacién de los resultados (DO L 221 de 17.8.2002, p. 8).
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(7) A raiz de la experiencia adquirida, conviene adaptar algunas especificaciones técnicas tales como las recupera-
ciones de patrones marcados con isétopos establecidas en los puntos 7.3 y 7.5 del capitulo III de la parte B del
anexo V del Reglamento (CE) n.° 152/2009.

(8)  Por otro lado, se proponen otras modificaciones de menor importancia de las actuales disposiciones para una
mayor coherencia terminolégica y mantener la legibilidad del texto, que hacen necesario sustituir toda la parte B
del anexo V del Reglamento (CE) n.c 152/2009.

(9)  Procede, por tanto, modificar el Reglamento (CE) n.° 152/2009 en consecuencia.

(10) Las medidas previstas en el presente Reglamento se ajustan al dictamen del Comité Permanente de la Cadena
Alimentaria y de Sanidad Animal.

HA ADOPTADO EL PRESENTE REGLAMENTO:

Articulo 1

La parte B del anexo V del Reglamento (CE) n.° 152/2009 queda modificada con arreglo a lo dispuesto en el anexo del
presente Reglamento.

Articulo 2

El presente Reglamento entrard en vigor a los veinte dias de su publicacién en el Diario Oficial de la Unién Europea.

El presente Reglamento serd obligatorio en todos sus elementos y directamente aplicable en
cada Estado miembro.

Hecho en Bruselas, el 3 de mayo de 2017.

Por la Comisién
El Presidente
Jean-Claude JUNCKER
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ANEXO

En el anexo V del Reglamento (CE) n.° 152/2009, la parte B, (DETERMINACION DE LOS CONTENIDOS DE DIOXINAS
(PCDD/PCDF) Y PCB», se sustituye por el siguiente texto:

«B. DETERMINACION DE LOS CONTENIDOS DE DIOXINAS (PCDD/PCDF) Y PCB

CAPITULO I

1. Ambito de aplicacién y definiciones

Meétodos de muestreo e interpretacion de los resultados analiticos

Las muestras destinadas al control oficial de los contenidos de policlorodibenzodioxinas (PCDD), de policlo-
rodibenzofuranos (PCDF), de policlorobifenilos (PCB) similares a las dioxinas (*) y de PCB no similares a las
dioxinas en los piensos se tomardn conforme a las disposiciones del anexo I. Serdn de aplicacién los
requisitos cuantitativos relacionados con el control de las sustancias o los productos distribuidos unifor-
memente por el pienso que se establecen en el punto 5.1 del anexo 1. Las muestras globales asi obtenidas se
consideraran representativas de los lotes o sublotes de los que se obtengan. El respeto de los contenidos
maéximos establecidos en la Directiva 2002/32/CE se determinard en funcién de los contenidos hallados en

las muestras de laboratorio.

A efectos de la presente parte B, se aplicardn las definiciones establecidas en el anexo I de la Decisién
2002/657|CE de la Comisién (3).

(") Tabla de FET (= factores de equivalencia toxica) correspondientes a PCDD, PCDF y PCB similares a las dioxinas: Los FET-OMS de
evaluacion del riesgo para la salud humana se basan en las conclusiones de la reunién de expertos del Programa Internacional de
Seguridad Quimica (IPCS) de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), celebrada en Ginebra en junio de 2005. Martin van den
Berg et al.: “The 2005 World Health Organization Re-evaluation of Human and Mammalian Toxic Equivalency Factors for Dioxins

and Dioxin-like Compounds”. Toxicological Sciences 93(2), 223-241 (2006).

Congéneres Valor FET Congéneres Valor FET
Policlorodibenzodioxinas (“PCDD”) y policlorodi- PCB “similares a las dioxinas”

benzofuranos (“PCDF’) PCB no-orto + PCB mono-orto
2,3,7,8-TCDD 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1 PCB no-orto
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0,1 PCB 77 0,0001
1,2,3,6,7,8-HxCDD 0,1 PCB 81 0,0003
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0,1 PCB 126 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0,01 PCB 169 0,03
OCDD 0,0003 PCB mono-orto
2,3,7,8-TCDF 0,1 PCB 105 0,00003
1,2,3,7,8-PeCDF 0,03 PCB 114 0,00003
2,3,4,7,8-PeCDF 0,3 PCB 118 0,00003
1,2,3,4,7,8-HxCDF 0,1 PCB 123 0,00003
1,2,3,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 156 0,00003
1,2,3,7,8,9-HxCDF 0,1 PCB 157 0,00003
2,3,4,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 167 0,00003
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01 PCB 189 0,00003
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01
OCDF 0,0003

Abreviaturas utilizadas: T = tetra; Pe = penta; Hx = hexa; Hp = hepta; O = octa; CDD = clorodibenzodioxina; CDF = clorodibenzofurano;

CB = clorobifenilo.

Decisi6n 2002/657/CE de la Comision, de 14 de agosto de 2002, por la que se aplica la Directiva 96/23/CE del Consejo en cuanto al
funcionamiento de los métodos analiticos y la interpretacién de los resultados (DO L 221 de 17.8.2002, p. 8).
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Ademds de dichas definiciones, a efectos de la presente parte B se entenderd por:

“Métodos de cribado™: los utilizados para seleccionar las muestras con contenidos de PCDD, PCDF y PCB
similares a las dioxinas que superan los contenidos maximos o los umbrales de intervencién. Deberdn
permitir procesar un elevado niimero de muestras en poco tiempo con una buena relacién coste-eficacia,
aumentando asi la oportunidad de descubrir nuevos incidentes con una alta exposicion y riesgos para la
salud de los consumidores. Los métodos de cribado serdn bioanaliticos o por cromatografia de gases|
espectrometria de masas (CG/EM). Los resultados de las muestras que superen el valor de corte utilizado
para comprobar el cumplimiento del contenido madximo serdn verificados por un nuevo anélisis completo
de la muestra original utilizando un método de confirmacion.

“Métodos de confirmacién™ los que proporcionan una informacién completa o complementaria que
permite la identificacion y cuantificacién inequivocas de PCDD, PCDF y PCB similares a las dioxinas al nivel
del contenido médximo o, en caso de necesidad, del umbral de intervencién. Estos métodos utilizan la
cromatografia de gases/espectrometria de masas de alta resolucién (CG-EMAR) o la cromatografia de gases/
espectrometria de masas en tindem (CG-EM/EM).

2. Conformidad del lote o sublote con el contenido maximo
2.1. Respecto de los PCB no similares a las dioxinas

El lote o sublote es conforme al contenido maximo si el resultado del andlisis de la suma de PCB 28,
PCB 52, PCB 101, PCB 138, PCB 153 y PCB 180 (en lo sucesivo, PCB no similares a las dioxinas) no
supera el contenido maximo de PCB fijado en la Directiva 2002/32/CE, teniendo en cuenta la incertidumbre
ampliada de medicion (!). El lote o sublote no es conforme al contenido méximo fijado en la Directiva
2002/32/CE si la media de dos resultados analiticos del limite superior (%) obtenidos mediante un andlisis
por duplicado (%), teniendo en cuenta la incertidumbre ampliada de medicién, supera el contenido maximo
fuera de toda duda razonable, es decir, si la concentraciéon analizada tras deducirse la incertidumbre
ampliada de medicion se emplea para evaluar el cumplimiento.

La incertidumbre ampliada de medicién se calcula aplicando un factor de cobertura de 2 que da un nivel de
confianza de aproximadamente un 95 %. Un lote o sublote no es conforme si la media de los valores
medidos menos la incertidumbre ampliada de la media estd por encima del contenido méximo.

Las normas mencionadas en los precedentes apartados de este punto se aplicardn al resultado analitico
obtenido con la muestra para control oficial. En caso de andlisis con fines de defensa o referencia serdn de
aplicacion las normas nacionales.

2.2. Por lo que respecta a las PCDD, los PCDF y los PCB similares a las dioxinas

El lote o sublote es conforme al contenido maximo si el resultado analitico de un andlisis tnico:

— realizado por un método de cribado que arroje menos del 5 % de falsos negativos, indica que no se
supera el contenido mdximo respectivo de PCDD y de PCDF ni la suma de PCDD, PCDF y PCB similares
a las dioxinas establecidos en la Directiva 2002/32/CE,

— realizado por un método de confirmacion, indica que no se supera el contenido maximo de PCDD y de
PCDF ni la suma de PCDD, PCDF y PCB similares a las dioxinas establecidos en la Directiva
2002/32/CE, teniendo en cuenta la incertidumbre ampliada de medicion.

(") Deberan aplicarse, cuando proceda, los principios que se describen en el “Guidance Document on Measurement Uncertainty for
Laboratories performing PCDD/F and PCB Analysis using Isotope Dilution Mass Spectrometry” (http:|/ec.europa.eu/food/safety/animal-
feed_en).

El concepto de “limite superior” exige considerar el limite de cuantificacién como contribucién de cada congénere no cuantificado. El
concepto de “limite inferior” exige suponer que la contribucién de cada congénere no cuantificado es igual a cero. El concepto de “limite
intermedio” exige considerar la mitad del limite de cuantificacién como contribucién de cada congénere no cuantificado.

Andlisis por duplicado: un andlisis por separado de los andlitos considerados utilizando una segunda parte alicuota de la misma muestra
homogeneizada. En general, son de aplicacion los requisitos para el andlisis por duplicado, con arreglo a lo previsto en el anexo II,
capitulo C, punto 3. No obstante, en métodos que utilizan el patrén interno marcado con C'* para los andlitos considerados, el andlisis
por duplicado solo es necesario si el resultado de la primera determinacién no es conforme. El andlisis por duplicado es necesario para
descartar la posibilidad de contaminacion cruzada interna o de combinacién accidental de muestras. Si el andlisis se realiza en el curso de
un incidente de contaminacion, la confirmacién mediante andlisis por duplicado puede omitirse si las muestras seleccionadas para el
andlisis se pueden relacionar, merced a la trazabilidad, con dicho incidente y si el nivel encontrado es significativamente superior al
mdximo.

—
N

-


http://ec.europa.eu/food/safety/animal-feed_en
http://ec.europa.eu/food/safety/animal-feed_en
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Para los ensayos de cribado se establecerd un valor de corte para decidir si la muestra respeta los
contenidos maximos respectivos que se hayan establecido para las PCDD, los PCDF o para la suma de
PCDD, PCDF y PCB similares a las dioxinas.

El lote o sublote no es conforme al contenido maximo fijado en la Directiva 2002/32/CE si la media de dos
resultados analiticos del limite superior (!) obtenidos mediante un andlisis por duplicado (*) mediante un
método de confirmacién, teniendo en cuenta la incertidumbre ampliada de medicién, supera el contenido
maéximo fuera de toda duda razonable, es decir, si la concentracién analizada tras deducirse la incertidumbre
ampliada de medicion se emplea para evaluar el cumplimiento.

La incertidumbre ampliada de medicién se calcula aplicando un factor de cobertura de 2 que da un nivel de
confianza de aproximadamente un 95 %. Un lote o sublote no es conforme si la media de los valores
medidos menos la incertidumbre ampliada de la media estd por encima del contenido méximo.

Para la suma de PCDD, PCDF y PCB similares a las dioxinas se usard la suma de las incertidumbres
ampliadas calculadas, correspondiente a los resultados analiticos obtenidos por separado para PCDD/PCDF
y PCB similares a las dioxinas.

Las normas mencionadas en los precedentes apartados de este punto se aplicardn al resultado analitico
obtenido con la muestra para control oficial. En caso de andlisis con fines de defensa o referencia serdn de
aplicacion las normas nacionales.

3. Resultados que superan los umbrales de intervencién establecidos en el anexo II de la Directiva
2002/32/CE

Los umbrales de intervencién sirven como instrumento para seleccionar las muestras en los casos en los
que es necesario determinar la fuente de contaminacién y tomar medidas para su reduccion o eliminacion.
Los métodos de cribado deberdn establecer los valores de corte adecuados para seleccionar dichas muestras.
Cuando sean necesarios esfuerzos significativos para identificar la fuente y reducir o eliminar la contami-
nacién, es apropiado confirmar que se han superado los umbrales de intervencién mediante un andlisis por
duplicado, con un método de confirmacién y teniendo en cuenta la incertidumbre ampliada de
medicion ().

CAPITULO Il

Preparacion de las muestras y requisitos aplicables a los métodos de andlisis utilizados en el control
oficial de los contenidos de dioxinas (PCDD/PCDF) y PCB similares a las dioxinas en los piensos

1. Campo de aplicacion

Los requisitos establecidos en el presente capitulo se aplicardn al andlisis de piensos realizado para el
control oficial de los contenidos de los PCDD, PCDF y PCB similares a las dioxinas sustituidos en las
posiciones 2, 3, 7 y 8 y en lo que respecta a la preparacién de las muestras y los requisitos analiticos con
otros fines reglamentarios, incluidos los controles llevados a cabo por el explotador de la empresa de
piensos para garantizar el cumplimiento de lo dispuesto en el Reglamento (CE) n. 183/2005 del
Parlamento Europeo y del Consejo (%).

() El concepto de “limite superior” exige suponer que la contribucién de cada congénere no cuantificado al equivalente téxico (EQT) es igual
al limite de cuantificacion. El concepto de “limite inferior” exige suponer que la contribucién de cada congénere no cuantificado al EQTes
igual a cero. El concepto de “limite intermedio” exige suponer que la contribucién de cada congénere no cuantificado al EQT es igual a la
mitad del limite de cuantificaci6n.

En general, son de aplicacién los requisitos para el andlisis por duplicado, con arreglo a lo previsto en el anexo II, capitulo C, punto 2. No
obstante, en métodos de confirmacién que utilizan el patrén interno marcado con C'* para los andlitos considerados, el andlisis por
duplicado solo es necesario si el resultado de la primera determinacién no es conforme. El andlisis por duplicado es necesario para
descartar la posibilidad de contaminacion cruzada interna o de combinacién accidental de muestras. Si el andlisis se realiza en el curso de
un incidente de contaminacion, la confirmacién mediante andlisis por duplicado puede omitirse si las muestras seleccionadas para el
andlisis se pueden relacionar, merced a la trazabilidad, con dicho incidente y si el nivel encontrado es significativamente superior al
maximo.

La misma explicacion e idénticos requisitos para el andlisis por duplicado para controlar los umbrales de intervencién que en la anterior
nota 2 para los contenidos méximos.

Reglamento (CE) n. 183/2005 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 12 de enero de 2005, por el que se fijan requisitos en materia
de higiene de los piensos (DO L 35 de 8.2.2005, p. 1).

—_
-
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El control de la presencia de PCDD, PCDF y PCB similares a las dioxinas en los piensos puede realizarse
mediante dos tipos de métodos de andlisis:

a) Métodos de cribado

El objetivo de los métodos de cribado es seleccionar las muestras con contenidos de PCDD, PCDF y PCB
similares a las dioxinas que superan los contenidos maximos o los umbrales de intervencion. Permitirdn
procesar un elevado nimero de muestras en poco tiempo con una buena relacidon coste-eficacia,
aumentando asi la oportunidad de descubrir nuevos incidentes con una alta exposicion y riesgos para la
salud de los consumidores. Su aplicacién perseguird que no se produzcan falsos negativos. Los métodos
de cribado podran ser bioanaliticos o de cromatografia de gases/espectrometria de masas (CG/EM).

Los métodos de cribado comparan el resultado analitico con un valor de corte, lo que permite establecer
si se ha superado o no el contenido maximo o el umbral de intervencién. La concentracion de PCDD
o PCDF y la suma de PCDD, PCDF y PCB similares a las dioxinas en las muestras que no cumplen el
contenido maximo se determinard o confirmard mediante un método de confirmacién.

Ademds, los métodos de cribado pueden dar una indicacién de los niveles de PCDD, PCDF y PCB
similares a las dioxinas presentes en la muestra. Si se aplican métodos bioanaliticos de cribado, el
resultado se expresa en equivalentes bioanaliticos (EQB), mientras que, si se aplican métodos fisico-
quimicos de CG/EM, se expresa en equivalentes téxicos (EQT). Los resultados de los métodos de cribado,
indicados de forma numérica, son adecuados para demostrar el cumplimiento o la sospecha de
incumplimiento, o bien la superacién de los umbrales de intervencién, y ofrecen una indicacién de la
serie de niveles en caso de seguimiento mediante métodos de confirmacién. No son adecuados para
fines como la evaluacién de los niveles de fondo, la estimacién de la dosis, el seguimiento de las
tendencias temporales de los contenidos o la nueva evaluaciéon de los umbrales de intervencién y los
contenidos méximos.

b) Métodos de confirmacion

Los métodos de confirmacién permiten la identificacién y cuantificacién inequivocas de PCDD, PCDF y
PCB similares a las dioxinas presentes en una muestra y proporcionan informacién completa a nivel de
los congéneres. Por lo tanto, esos métodos permiten el control de los contenidos méximos y los
umbrales de intervencidn, incluida la confirmacién de los resultados obtenidos por métodos de cribado.
Ademds, los resultados pueden utilizarse para otros fines, como la determinacién de niveles bajos en el
seguimiento de los piensos, para el seguimiento de sus tendencias temporales, la evaluacién de la
exposicion y la creacién de una base de datos para poder evaluar de nuevo los umbrales de intervencién
y los contenidos maximos. Son importantes también para elaborar patrones de congéneres con objeto
de identificar la fuente de una posible contaminacién. Estos métodos utilizan la CG-EMAR. Para
confirmar la conformidad con el contenido médximo, también puede recurrirse a la CG-EM/EM.

2. Antecedentes

Para calcular las concentraciones de EQT se multiplicard la concentracién de cada sustancia de una muestra
dada por su respectivo factor de equivalencia téxica (FET) (véase la nota a pie de pagina 1 del capitulo 1) y
se suman luego los resultados para obtener la concentracién total de compuestos similares a dioxinas
expresados en EQT.

A efectos de la presente parte B, el limite de cuantificacién especifico aceptado de un congénere individual
serd el contenido mds bajo de andlito que puede medirse con una certeza estadistica razonable y que
cumple requisitos de identificacién como los descritos en normas reconocidas internacionalmente, por
ejemplo, en la norma EN 16215:2012 (Alimentos para animales. Determinacién de dioxinas, de PCB como
dioxinas y de PCB indicadores mediante GC/HRMS) o en los métodos EPA 1613 y 1668 modificados.

El limite de cuantificacién de cada congénere puede identificarse como:

a) la concentracién de un andlito en el extracto de una muestra que produce una respuesta instrumental
a dos iones diferentes que debe controlarse con una relacion sefialjruido (S/R) de 3/1 para la sefial de
datos brutos menos intensiva; o
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b) si, por razones técnicas, el cdlculo de sefial a ruido no ofrece resultados fiables, el punto de concen-
tracibn mds bajo en una curva de calibracién que presenta una desviacién aceptable (< 30 %) y
coherente (medida, al menos, al principio y al final de una serie analitica de muestras) con respecto al
factor de respuesta relativo medio calculado para todos los puntos en la curva de calibracién en cada
serie de muestras; el limite de cuantificacion se calcula a partir del punto de concentracién mds bajo
teniendo en cuenta la recuperacion de los patrones internos y la dosis de muestra.

Los métodos bioanaliticos de cribado no dardn resultados a nivel de congénere, sino una simple
indicacién (') del nivel de EQT, expresado en EQB, como signo de que no todos los compuestos presentes
en un extracto de muestra que producen una respuesta en la prueba pueden cumplir o cumplen todos los
requisitos del principio EQT.

Los métodos de cribado y los de confirmacién solo pueden aplicarse para el control de una matriz
determinada si son suficientemente sensibles para detectar de forma fiable los contenidos al nivel de umbral
de intervencién o de contenido méximo.

3. Requisitos de aseguramiento de la calidad

3.1. Deberdn tomarse las medidas pertinentes para evitar la contaminacioén cruzada en cada fase del procedi-
miento de toma de muestras y de andlisis.

3.2. Las muestras deberdn almacenarse y transportarse en recipientes adecuados de vidrio, aluminio, polipro-
pileno o polietileno, que no influyan en los contenidos de PCDD, PCDF y PCB similares a las dioxinas de
las muestras. Deberdn eliminarse los restos de polvo de papel del recipiente que contiene la muestra.

3.3. El almacenamiento y el transporte de las muestras de piensos deberdn realizarse de modo que se preserve la
integridad de las mismas.

3.4. En su caso, cada muestra de laboratorio deberd triturarse finamente y mezclarse a conciencia mediante un
procedimiento con el que esté demostrado que se obtiene una homogeneizacién completa (por ejemplo,
triturar hasta que pase por un tamiz de 1 mm). Las muestras deberdn secarse antes de triturarse si su
contenido de humedad es muy elevado.

3.5. Deberdn controlarse los reactivos, los recipientes de vidrio y el resto del equipo para comprobar que no
influyen en los resultados de EQT o EQB.

3.6. Deberd efectuarse un andlisis en blanco realizando todo el procedimiento analitico, dnicamente sin la
muestra.
3.7. Para los métodos bioanaliticos, deberd comprobarse que todo el material de vidrio y los disolventes

utilizados en el andlisis estdn libres de compuestos que interfieran con la deteccién de los compuestos
objeto de estudio en el intervalo de trabajo. El material de vidrio deberd enjuagarse con disolventes
o calentarse a temperaturas adecuadas para eliminar de su superficie los restos de PCDD, PCDF, compuestos
similares a dioxinas y demds compuestos que puedan interferir.

3.8. La cantidad de la muestra utilizada para la extraccién deberd ser la suficiente para que se cumplan los
requisitos relativos a un intervalo de trabajo lo suficientemente bajo, incluidas las concentraciones méximas
0 los umbrales de intervencién.

3.9. Los procedimientos concretos de preparacién de muestras que se empleen para los productos en cuestion
deberdn cumplir directrices aceptadas a nivel internacional.

4. Requisitos que deben cumplir los laboratorios

4.1. De conformidad con lo dispuesto en el Reglamento (CE) n.° 882/2004, los laboratorios deberdn estar
acreditados por un organismo reconocido que opere de conformidad con la Guia ISO 58, de modo que
esté garantizado que aplican un aseguramiento de la calidad analitica. Dicha acreditacién deberd efectuarse
conforme a la norma EN ISOJIEC 17025. Deberdn aplicarse, cuando proceda, los principios que se
describen en las “Technical Guidelines for the estimation of measurement uncertainty and limits of quantifi-
cation for PCDD/F and PCB analysis” (3,

(") Los métodos bioanaliticos no son especificos de los congéneres incluidos en el esquema de FET. En la muestra pueden existir otros
compuestos de estructura similar que activan los ligandos de los receptores de hidrocarburos aromaticos y contribuyen a la respuesta
global. Por lo tanto, los resultados bioanaliticos no pueden constituir una estimacion, sino mas bien una indicacién del nivel de EQT de la
muestra.

(¥ En el “Guidance Document on Measurement Uncertainty for Laboratories performing PCDD/F and PCB Analysis using Isotope Dilution
Mass Spectrometry” (http://ec.curopa.eu/food/safety/animal-feed_en) y en el “Guidance Document on the Estimation of LOD and LOQ
for Measurements in the Field of Contaminants in Feed and Food” (http://ec.europa.eu/food/safety/animal-feed_en).
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4.2. La aptitud del laboratorio se demostrard mediante su participacién continua y exitosa en estudios interlabo-
ratorios para la determinaciéon de PCDD, PCDF y PCB similares a las dioxinas en las matrices de piensos y
los intervalos de concentracién pertinentes.

4.3. Los laboratorios que apliquen métodos de cribado para los controles sistemdticos de muestras colaborardn
estrechamente con los que aplican el método de confirmacion, tanto para el control de calidad como para
la confirmacién del resultado analitico de muestras sospechosas.

5. Requisitos bdsicos que deben cumplir los procedimientos analiticos aplicables a las dioxinas
(PCDD/PCDF) y a los PCB similares a las dioxinas

5.1. Intervalo de trabajo y limites de cuantificacién bajos

En el caso de las PCDD o los PCDF, las cantidades detectables deberdn encontrarse en el intervalo superior
de los femtogramos (10~ g), dada la extrema toxicidad de algunos de estos compuestos. Para la mayoria
de los congéneres del grupo de los PCB, es suficiente un limite de cuantificacion en el intervalo de
nanogramos (10~ ¢ g). Para medir los congéneres mds toxicos de los PCB similares a las dioxinas (en
particular, los congéneres no ortosustituidos), el extremo inferior del intervalo de trabajo debera bajar hasta
el nivel de picogramos (10-12 g). Para todos los demds congéneres de PCB, es suficiente una sensibilidad en
el intervalo de los nanogramos (10-° g).

5.2. Selectividad elevada (especificidad)

5.2.1.  Es necesario establecer una distincion entre PCDD/PCDF y PCB similares a las dioxinas y una multitud de
otros compuestos extraidos simultineamente de la muestra, capaces de interferir, y que estdn presentes en
concentraciones de hasta varios 6rdenes de magnitud superiores a las de los andlitos considerados. Por lo
que respecta a los métodos de CG/EM, es necesario distinguir entre varios congéneres, en particular entre
los toxicos (por ejemplo, los diecisiete PCDD y PCDF sustituidos en las posiciones 2, 3, 7 y 8 y los doce
PCB similares a las dioxinas) y los demads.

5.2.2.  Los métodos bioanaliticos estardn en condiciones de detectar los compuestos objeto de estudio como la
suma de PCDD/PCDF y/o PCB similares a las dioxinas. La limpieza de las muestras ird destinada a eliminar
compuestos que provoquen falsos positivos o compuestos que puedan disminuir la respuesta, dando lugar
a falsos negativos.

5.3. Alto grado de exactitud (veracidad y precision, recuperacién aparente del bioensayo)

5.3.1.  Para los métodos de CGJEM, la determinacién deberd proporcionar una estimacién vdlida de la concen-
tracion real en una muestra. Es necesario alcanzar una exactitud elevada a fin de evitar que el resultado del
andlisis de una muestra sea rechazado debido a la escasa fiabilidad de la estimacion de EQT. La exactitud se
expresa como veracidad (diferencia entre el valor medio medido de un andlito en un material certificado y
su valor certificado, expresado como porcentaje de este valor) y precision (desviacion estdndar relativa RSDy,
calculada a partir de los resultados obtenidos en condiciones de reproducibilidad).

5.3.2. Para los métodos bioanaliticos, deberd determinarse la recuperacién aparente del bioensayo. La
recuperacion aparente del bioensayo es el valor EQB calculado a partir de la curva de calibracién de la
TCDD o del PCB 126 corregida en funcién del resultado de ensayo en blanco y dividida después por el
valor EQT determinado por el método de confirmacién. Con ello se pretende corregir factores como la
pérdida de PCDD, PCDF y compuestos similares a las dioxinas durante la extraccién y la limpieza, los
compuestos que se extraen simultineamente y aumentan o reducen la respuesta (efectos agonista y
antagonista), la calidad del ajuste de la curva, o las diferencias entre los valores del FET y de la potencia
relativa (REP). La recuperacion aparente del bioensayo se calcula a partir de muestras de referencia
adecuadas que tengan pautas de congéneres representativas en torno al nivel considerado.

5.4. Validacion en el intervalo del nivel considerado y medidas generales de control de calidad

5.4.1. Los laboratorios deberdn demostrar el funcionamiento de un método en el intervalo del contenido maximo,
por ejemplo 0,5, 1 y 2 veces el contenido médximo, con un coeficiente de variacién aceptable para andlisis
repetidos durante el procedimiento de validacién y durante andlisis sistemdticos.
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5.4.2. Como medidas internas de aseguramiento de la calidad, deberdn realizarse regularmente controles en
blanco y experimentos con muestras enriquecidas o andlisis de muestras de control (de preferencia, si
existe, material de referencia certificado). Estos controles en blanco y experimentos con muestras
enriquecidas o andlisis de muestras de control se registrardn en fichas de control y se comprobardn para
verificar que el andlisis cumple los requisitos de funcionamiento.

5.5. Limite de cuantificacién

5.5.1.  No es indispensable establecer un limite de cuantificaciéon para los métodos bioanaliticos de cribado, pero
deberd demostrarse que el método discrimina entre el blanco y el valor de corte. Cuando se ofrezca un
nivel de EQB, se establecerd un nivel de referencia para tratar las muestras que presenten una respuesta por
debajo de este nivel. Debe demostrarse que el nivel de notificacién es diferente, al menos, por un factor de
tres, de las muestras en blanco con una respuesta inferior al intervalo de trabajo. Por lo tanto, debe
calcularse a partir de muestras que contengan los compuestos objeto de estudio en torno al nivel minimo
exigido, y no de una relacién sefial/ruido (S/R) ni de un ensayo en blanco.

5.5.2.  En un método de confirmacién, el limite de cuantificacién debe ser aproximadamente de un quinto del
contenido maximo.

5.6. Criterios de andlisis

Para obtener resultados fiables con los métodos de confirmacién o de cribado, en el intervalo del contenido
médximo deberdn cumplirse los siguientes criterios para el valor EQT o EQB, respectivamente, ya se
determinen como EQT total o EQB total (suma de PCDD/PCDF y PCB similares a las dioxinas) o por
separado para PCDD, PCDF y PCB similares a las dioxinas:

Crib,a do por .rr}émdqs bioa- | \rs10dos de confirmacién
naliticos o fisicoquimicos
Porcentaje de falsos negativos (¥) <5%
Veracidad -20%a+20%
Repetibilidad (RSD,) <20%
Precision intermedia (RSDy) <25% <15%

(*) Con respecto a los contenidos méximos.

5.7. Requisitos especificos para métodos de cribado

5.7.1.  El cribado podra realizarse tanto utilizando métodos de CG/EM como métodos bioanaliticos. En el caso de
los métodos de CG/EM deben cumplirse los requisitos establecidos en el punto 6. Para los métodos bioana-
liticos en células se establecen requisitos especificos en el punto 7.

5.7.2.  Los laboratorios que aplican métodos de cribado para los controles sistemdticos de muestras cooperardn
estrechamente con los que aplican el método de confirmacion.

5.7.3. Durante los andlisis sistemdticos es necesario verificar el rendimiento del método de cribado, mediante un
control de la calidad analitica y la validacién del método en curso. Existird un programa continuo para
controlar la conformidad de los resultados.
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5.7.4.  Comprobacién de la posible supresion de la respuesta celular y la citotoxicidad.

Un 20 % de los extractos de muestra se medirdn a través de un cribado sistemdtico con y sin adicién de
TCDD en las posiciones 2, 3, 7 y 8, correspondientes al contenido méaximo o al umbral de intervencion,
para comprobar si se ha podido suprimir la respuesta a causa de sustancias interfirientes presentes en el
extracto de muestra. La concentracién medida de la muestra enriquecida se compara a la suma de la
concentracién del extracto no enriquecido mds la concentracién de enriquecimiento. Si esta concentracion
medida es inferior en mds de un 25 % a la concentracién (sumatoria) calculada, constituye una indicacién
de posible supresion de la sefial, y la muestra en cuestion ha de someterse a andlisis de confirmacién
mediante GC/HRMS. Los resultados se controlardn por medio de graficos de control de calidad.

5.7.5.  Control de calidad de las muestras conformes.

Aproximadamente entre un 2 % y un 10 % de las muestras conformes, en funcién de la matriz de la
muestra y de la experiencia de laboratorio, deberdn confirmarse por CGAR o EMAR.

5.7.6.  Determinacion de los porcentajes de falsos negativos a partir de los datos de control de calidad.

Deberd determinarse el porcentaje de resultados falsos negativos en el cribado de muestras por debajo y por
encima del contenido mdximo o del umbral de intervencién. Los porcentajes reales de falsos negativos
deberdn ser inferiores al 5 %. Cuando se disponga de un minimo de veinte resultados confirmados por
matriz o grupo de matrices a partir del control de calidad de las muestras conformes, de esta base de datos
se extraerdn conclusiones sobre el porcentaje de falsos negativos. Los resultados de las muestras analizadas
en ensayos interlaboratorios o durante incidentes de contaminacién, que cubran un intervalo de concen-
tracién de, por ejemplo, hasta el doble del contenido médximo, pueden también incluirse en el minimo de
veinte resultados para la evaluacién del porcentaje de falsos negativos. Las muestras cubrirdn los patrones
de congéneres mds frecuentes, que representen diversas fuentes.

Aunque el cribado se destina sobre todo a detectar muestras que superan el umbral de intervencion, el
criterio para determinar el porcentaje de falsos negativos es el contenido médximo, teniendo en cuenta la
incertidumbre ampliada de medicién del método de confirmacion.

5.7.7.  Tras un cribado, las posibles muestras no conformes se verificardin siempre mediante un nuevo analisis
completo de la muestra original por un método analitico de confirmacién. Esas muestras se pueden usar
asimismo para evaluar el porcentaje de falsos positivos. Para los métodos de cribado, el porcentaje de falsos
positivos serd la fraccién de resultados confirmados conformes mediante andlisis de confirmacién, cuando
en el cribado previo la muestra habia sido declarada presuntamente no conforme. La evaluaciéon de las
ventajas del método de cribado se basard en la comparacion de las muestras falsas positivas con el nimero
total de muestras comprobadas. Ese indice deberd ser lo suficientemente bajo para que la herramienta de
cribado resulte ventajosa.

5.7.8.  En condiciones de validacion, los métodos bioanaliticos deberdn proporcionar una indicaciéon vélida del
nivel de EQT, calculado y expresado como EQB.

También en el caso de métodos bioanaliticos empleados en condiciones repetidas, la RSD, intralaboratorio
suele ser inferior que en condiciones de reproducibilidad (RSDy).

6. Requisitos especificos que deben cumplir los métodos CG/EM utilizados con fines de cribado o de
confirmacién
6.1. Diferencias aceptables entre los resultados de limite superior y limite inferior de EQT-OMS

La diferencia entre el limite superior y el limite inferior no superard el 20 % para la confirmacién de la
superacion del contenido maximo o, en caso de necesidad, de los umbrales de intervencion.
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6.2. Control de la recuperacién

6.2.1. A fin de validar el procedimiento analitico, serd preciso afiadir, desde el mismo comienzo del método
analitico —por ejemplo, antes de la extraccion—, patrones internos de PCDD/PCDF marcados con C!?
clorosustituidos en las posiciones 2, 3, 7 y 8 y patrones internos de PCB similares a las dioxinas marcados
con C. Se afadird al menos un congénere por cada grupo homoélogo tetra a octoclorado de PCDD/PCDF y
al menos un congénere por cada grupo homoélogo de PCB similares a las dioxinas (otra posibilidad es
afiadir al menos un congénere por cada funcién de registro de iones seleccionada por espectrometria de
masas y utilizada para el control de PCDD/PCDF y PCB similares a las dioxinas). En los métodos de
confirmacion, se utilizardn los diecisiete patrones internos de PCDD/PCDF sustituidos en las posiciones 2,
3, 7 y 8 y marcados con C'3, asi como los doce patrones internos de PCB similares a las dioxinas marcados
con C3,

2.2, q i imi iv S
6.2.2. Habridn de determinarse asimismo los factores de respuesta relativos en el caso de los congéneres para los
que no se afiada ningdn andlogo marcado con C3, por medio de soluciones de calibracién apropiadas.

6.2.3.  Para los piensos de origen vegetal y de origen animal con un contenido de grasa inferior al 10 %, serd
obligatorio afiadir patrones internos antes de proceder a la extraccién. En el caso de los piensos de origen
animal con un contenido de grasa superior al 10 %, los patrones internos pueden afiadirse antes o después
de la extraccién de grasas. Deberd validarse adecuadamente la eficacia de la extraccion, en funcién de la fase
en la que se introduzcan los patrones internos.

6.2.4. Con anterioridad al andlisis mediante CGJEM, deberdn afiadirse uno o dos patrones de recuperacién
(sustitutos).

6.2.5. Es preciso realizar un control de la recuperacién. Para los métodos de confirmacion, los porcentajes de
recuperacion de cada patrén interno deberdn situarse en un intervalo del 60 % al 120 %. En el caso de
congéneres individuales, en particular en relacion con algunas dibenzo-p-dioxinas y algunos dibenzofuranos
hepta y octoclorados, podrin aceptarse porcentajes de recuperacién inferiores o superiores, siempre y
cuando su contribucién al valor de EQT no supere el 10 % del valor total de EQT (suma de PCDD/PCDF y
PCB similares a las dioxinas). Para los métodos de cribado por CG/EM, los porcentajes de recuperacion
deberdn situarse en un intervalo del 30 % al 140 %.

6.3. Eliminacion de sustancias interfirientes

— Los PCDD/PCDF se separardn de los compuestos clorados interfirientes, tales como los PCB no similares
a las dioxinas y los éteres difenilicos clorados, mediante técnicas de cromatografia adecuadas (de
preferencia con una columna de florisil, aliimina o carbono, o de varios de ellos).

— La separaci6n de los isémeros por cromatografia de gases serd < 25 % de pico a pico entre 1,2,3,4,7,8-
HxCDFy 1,2,3,6,7,8-HxCDEF.

6.4. Calibracién con curva estdndar

El intervalo de la curva de calibracién cubrird el intervalo pertinente del contenido mdximo o de los
umbrales de intervencién.

6.5. Requisitos especificos para métodos de confirmacion

— Para CG/EMAR:

En EMAR, la resolucién serd normalmente mayor o igual a 10 000 para todo el intervalo de masa a un
valle del 10 %.

Cumplimiento de otros criterios de identificacién y confirmacion, tal como se describen en normas
reconocidas internacionalmente, por ejemplo en la norma EN 16215:2012 (Alimentos para animales.
Determinacién de dioxinas, de PCB como dioxinas y de PCB indicadores mediante GC/HRMS) o en los
métodos EPA 1613 y 1668 modificados.
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— Para CG-EM/EM:

Control de al menos dos iones precursores especificos, cada uno con un ion de transiciéon correspon-
diente especifico producido para todos los andlitos marcados y no marcados en el dmbito de aplicaciéon
de los andlisis.

Tolerancia méxima permitida de las intensidades relativas del ion de + 15 % para iones de transicién
seleccionados producidos en comparacion con los valores calculados o medidos (media de los patrones
de calibraci6n), en condiciones idénticas de EM/EM, en particular energia de colisién y presion del gas
de colision, para cada transicién de un andlito.

La resolucion de cada cuadripolo debe ser igual o superior a la resolucién de masa unitaria (resolucién
de masa unitaria: resolucién suficiente para separar dos picos de una unidad de masa) con el fin de
minimizar las posibles interferencias con los andlitos considerados.

Cumplimiento de los demds criterios de identificacién y confirmacion, tal como se describen en normas
reconocidas internacionalmente, por ejemplo en la norma EN 16215:2012 (Alimentos para animales.
Determinacién de dioxinas, de PCB como dioxinas y de PCB indicadores mediante GC/HRMS) o en los
métodos EPA 1613 y 1668 modificados, excepto la obligacién de utilizar CG/EMAR.

7. Requisitos especificos para métodos bioanaliticos

Los métodos bioanaliticos son métodos basados en el uso de principios bioldgicos como los ensayos
celulares, los ensayos sobre el receptor o los inmunoensayos. El presente punto 7 establece requisitos para
los métodos bioanaliticos en general.

Un método de cribado en principio clasifica una muestra como conforme o presuntamente no conforme.
Para ello, se compara el nivel de EQB calculado con el valor de corte (véase el punto 7.3). Las muestras por
debajo del valor de corte se consideran conformes, y las muestras iguales o superiores al valor de corte,
presuntamente no conformes, lo que exige un andlisis mediante un método de confirmacion. En la practica,
un EQB correspondiente a dos tercios del contenido maximo puede servir como valor de corte siempre que
se garantice un porcentaje de falsos negativos inferior a 5 % y un porcentaje aceptable de falsos positivos.
Con contenidos maximos separados de PCDD/PCDF y de la suma de PCDD/PCDF y PCB similares a las
dioxinas, comprobar la conformidad de las muestras sin fraccionamiento requiere unos valores de corte de
bioensayo adecuados de PCDD/PCDEF. Para el control de las muestras que superan los umbrales de
intervencién, podrd tomarse como valor de corte un porcentaje adecuado de los mismos.

Si un valor indicativo se expresa en EQB, los resultados de las muestras estardn en el intervalo de trabajo y
superardn el limite de notificacién (véanse los puntos 7.1.1 y 7.1.6).

7.1. Evaluacion de la respuesta al ensayo

7.1.1. Condiciones generales

— Cuando se calculan las concentraciones a partir de una curva de calibracién de TCDD, los valores del
limite superior de la curva presentardn una gran variacion (elevado coeficiente de variacion, CV). El
intervalo de trabajo es el drea en que dicho CV es inferior a 15 %. El extremo inferior del intervalo de
trabajo (limite de comunicacion) deberd establecerse, como minimo, en el triple del de los andlisis en
blanco. El limite superior del intervalo de trabajo se suele representar por el valor EC,, (70 % de
concentracién efectiva médxima), pero se sittia en un nivel inferior si el CV es superior al 15 % en este
intervalo. El intervalo de trabajo se establecerd durante el procedimiento de validacion. Los valores de
corte (véase el punto 7.3) estardn plenamente dentro del intervalo de trabajo.

— Las soluciones estdndar y los extractos de muestras deberdn someterse a ensayo por triplicado o, como
minimo, por duplicado. Cuando se usan duplicados, una solucién estindar o un extracto testigo
probado en cuatro a seis recipientes repartidos por la placa producirdn una respuesta o una concen-
tracién (solo posible en el intervalo de trabajo) basada en un CV < 15 %.
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7.1.2.1.

7.1.2.2.

Calibracién
Calibracién con curva estdndar

— Los contenidos de las muestras se calculardn comparando la respuesta del ensayo con una curva de
calibracién de la TCDD (o PCB 126, o una mezcla estindar de PCDD, PCDF y PCB similares a las
dioxinas) para calcular el EQB del extracto y, posteriormente, de la muestra.

— Las curvas de calibracién contendran de ocho a doce concentraciones (como minimo por duplicado),
con concentraciones suficientes en la parte inferior de la curva (intervalo de trabajo). Se prestard una
atencion especial a la calidad del ajuste de la curva en el intervalo de trabajo. Como tal, el valor R? tiene
poco o ningln valor para estimar la adecuacién del ajuste en regresién no lineal. Se logrard un mejor
ajuste reduciendo la diferencia entre los contenidos calculados y los observados en el intervalo de
trabajo de la curva, por ejemplo minimizando la suma de los cuadrados de la variacion.

— Después se corregird el nivel calculado para el extracto de la muestra en funcién del EQB calculado para
una muestra en blanco de matriz o disolvente (para tener en cuenta las impurezas procedentes de los
disolventes o productos quimicos utilizados) y en funcién de la recuperacién aparente (calculada
a partir del EQB de las muestras de referencia pertinentes con pautas representativas de congéneres en
torno al contenido mdximo o al umbral de intervencién). Para corregir la recuperacién, la recuperacion
aparente habrd de encontrarse en el intervalo requerido (véase el punto 7.1.4). Las muestras de
referencia utilizadas para la correccién de la recuperacién deberdn cumplir los requisitos establecidos en
el punto 7.2.

Calibraciéon con muestras de referencia

Como alternativa podrd utilizarse una curva de calibracion preparada, como minimo, a partir de cuatro
muestras de referencia (véase el punto 7.2.4): una matriz en blanco y tres muestras de referencia de 0,5, 1y
2 veces el contenido mdximo o el umbral de intervencion, lo que evita tener que corregir en funcién del
blanco y de la recuperacion, si las propiedades de la matriz de las muestras de referencia se corresponden
con las de las muestras desconocidas. En este caso, la respuesta correspondiente a dos tercios del contenido
méximo (véase el punto 7.3) puede calcularse directamente de estas muestras y utilizarse como valor de
corte. Para el control de las muestras que superan los umbrales de intervencién, podrd tomarse como valor
de corte un porcentaje adecuado de los mismos.

Determinacién por separado de PCDD/PCDF y PCB similares a las dioxinas

Los extractos pueden dividirse en fracciones que contengan PCDD/PCDF y PCB similares a las dioxinas,
permitiendo de esa forma una indicacién separada de niveles de PCDD/PCDF y PCB similares a las dioxinas
(en EQB). Se utilizard preferiblemente una curva de calibracién estindar del PCB 126 para evaluar los
resultados de la fracciéon que contenga PCB similares a las dioxinas.

Recuperaciones aparentes de los bioensayos

La “recuperacion aparente de los bioensayos” se calculard a partir de muestras de referencia adecuadas con
patrones de congéneres representativos proximos al contenido maximo o al umbral de intervencién y
expresados en porcentaje del valor EQB en comparacién con el nivel de EQT. Segin el tipo de ensayo y el
esquema de FET utilizados ('), las diferencias entre el FET y la REP para los PCB similares a las dioxinas
pueden producir una baja recuperaciéon aparente en PCB similares a las dioxinas, en comparacién con las
PCDD o los PCDF. Por tanto, si se determinan por separado las PCDD, los PCDF y los PCB similares a las
dioxinas, las recuperaciones aparentes de bioensayo serdn: para los PCB similares a las dioxinas, del 20 % al
60 %; para las PCDD y los PCDF, del 50 % al 130 % (si se emplea la curva de calibracién TCDD). La
contribucién de los PCB similares a las dioxinas a la suma de PCDD/PCDF y PCB similares a las dioxinas
puede variar entre diferentes matrices y muestras, por lo que las recuperaciones aparentes de bioensayos
para la suma de PCDD/PCDF y PCB similares a las dioxinas reflejan estos intervalos y se situaran entre el
30 % y el 130 %. Cualquier modificacién sustancial para la legislacion de la Unién de los FET revisados de
PCDD, PCDF y PCB similares a las dioxinas exige revisar estos intervalos.

(") Los requisitos actuales se basan en los FET publicados en: M. Van den Berg et al., Toxicol Sci 93 (2), 223-241 (2006).
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7.1.5.  Control de la recuperacién para la limpieza

La pérdida de compuestos durante la fase de limpieza deberd comprobarse durante el procedimiento de
validacién. Una muestra en blanco enriquecida con una mezcla de diferentes congéneres se someterd
a limpieza (n = 3 por lo menos) y la recuperacion y la variabilidad se comprobaran mediante un andlisis
por método de confirmacion. La recuperacion debera hallarse entre el 60 % y el 120 %, especialmente en el
caso de los congéneres que contribuyen con mds del 10 % al EQT en varias mezclas.

7.1.6. Limite de comunicacién

Al notificar los valores EQB, se determinard un limite de notificacién a partir de muestras de matriz
pertinentes que incluyan patrones de congéneres tipo, y no a partir de la curva de calibracién de los
patrones a causa de la falta de precision del intervalo inferior de la curva. Se tendrdn en cuenta los efectos
de la extraccion y la limpieza. El limite de comunicacion se establecerd, como minimo, en el triple del de
los andlisis en blanco.

7.2. Utilizacidn de muestras de referencia

7.2.1. Las muestras de referencia deberdn representar la matriz de la muestra, las pautas de congénere y los
intervalos de concentracion de PCDD, PCDF y PCB similares a las dioxinas en torno al contenido méaximo
o al umbral de intervencién.

7.2.2.  En cada serie de ensayos se incluirdn una matriz en blanco (si no es posible, una prueba en blanco) y una
muestra de referencia al contenido maximo o del umbral de intervencion. Estas muestras deberdn extraerse
y analizarse al mismo tiempo y en condiciones idénticas. Como garantia de que el ensayo es adecuado, la
muestra de referencia deberd presentar una respuesta claramente superior a la de la muestra en blanco. Esas
muestras pueden usarse para la correccién del blanco y de la recuperacién.

7.2.3.  Las muestras de referencia elegidas para corregir la recuperacién serdn representativas de las muestras de
ensayo, lo que significa que las pautas de congénere no pueden dar lugar a una subestimacion de los
contenidos.

7.2.4.  Deberdn incluirse otras muestras de referencia de, por ejemplo, 0,5 y 2 veces el contenido maximo o el
umbral de intervencion, a fin de demostrar el correcto funcionamiento del ensayo en el intervalo pertinente
para el control del contenido maximo o del umbral de intervencién. Combinadas, estas muestras pueden
utilizarse para calcular los EQB en las muestras de ensayo (véase el punto 7.1.2.2).

7.3. Determinacion de los valores de corte

Debera establecerse la relacion entre los resultados bioanaliticos en EQB y los resultados del método de
confirmaciéon en EQT, por ejemplo mediante experimentos de calibracidon ajustados por matrices, con
muestras de referencia enriquecidas a 0, 0,5, 1 y 2 veces el contenido médximo, y con seis repeticiones de
cada nivel (n = 24). Los factores de correccion (del blanco y de la recuperacion) pueden calcularse a partir
de esta relacion, pero se verificardn con arreglo al punto 7.2.2.

Se establecerdn valores de corte para decidir si una muestra es conforme a los contenidos méximos o para
controlar los umbrales de intervencidn, si procede, con los respectivos contenidos méximos o umbrales de
intervencién fijados para las PCDD, los PCDF y los PCB similares a las dioxinas por separado, o para la
suma de los tres. Estos valores de corte representan el criterio de valoracién mds bajo de la distribucion de
los resultados bioanaliticos (corregidos en funcién del blanco y de la recuperacién) correspondientes al
limite de decision del método de confirmacién con un nivel de confianza del 95 %, lo que implica un
porcentaje de falsos negativos < 5 %, y con una RSD, < 25 %. El limite de decisién del método de
confirmacion es el contenido maximo, teniendo en cuenta la incertidumbre ampliada de medicion.
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7.3.2.

El valor de corte (en EQB) puede calcularse con arreglo a uno de los métodos establecidos en los
puntos 7.3.1, 7.3.2 y 7.3.3 (véase la figura 1).

Uso de la banda inferior del intervalo de prediccién del 95 % en el limite de decisién del método de
confirmacion

Valor de corte = BEQp; — sy X tuyf:m,z\/l/n +1/m+ (x-%)’/Qu

Donde:

EQB,, El EQB correspondiente al limite de decisiéon del método de confirmacién es el contenido
maximo, teniendo en cuenta la incertidumbre ampliada de medicién.

Sy desviacion estandar residual

t i ma factor t de Student (a = 5 %, f = grados de libertad, por una cara)

m niimero total de puntos de calibracién (indice j)

n ntimero de repeticiones en cada nivel

X; concentracién de la muestra (en EQT) del punto de calibracion i determinada por un método
de confirmacién

X media de las concentraciones (en EQT) de todas las muestras de calibracién

m

Qu = E (x;-%)* pardmetro suma de cuadrados; i = indice del punto de calibracién i
j=1

Célculo a partir de resultados bioanaliticos (corregidos en funcién del blanco y de la recuperacién) de
multiples andlisis de muestras (n = 6) contaminadas en el limite de decisién del método de confirmacion,
como el criterio de valoracién mds bajo de la distribucion de los datos en la correspondiente media de EQB:

Valor de corte = EQB,, — 1,64 x SD,
Donde:

SD, desviacion estandar de los resultados de los bioensayos en EQB,;, medidos en condiciones de reprodu-
cibilidad intralaboratorio

Cdlculo como valor medio de los resultados bioanaliticos (en EQB, corregidos en funcién del blanco y de la
recuperacion) de miltiples andlisis de muestras (n > 6) contaminadas a dos tercios del contenido mdximo
o del umbral de intervencién, pues se observa que este nivel se halla en torno al valor de corte
determinado con arreglo al punto 7.3.1 o al punto 7.3.2:

Célculo de los valores de corte con un nivel de confianza del 95 %, lo que implica un porcentaje de falsos
negativos < 5 %, y con una RSD, < 25 %:

1) A partir de la banda inferior del intervalo de prediccion del 95 % en el limite de decision del método de
confirmacion.

2) A partir de multiples andlisis de muestras (n > 6) contaminadas en el limite de decision del método de
confirmacion, como el criterio de valoracién mds bajo de la distribucién de los datos (representado en la
figura por una curva en forma de campana) en la correspondiente media de EQB.
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Restricciones de los valores de corte

Los valores de corte basados en el EQB y calculados a partir de la RSD, obtenida durante la validacién
utilizando un reducido niimero de muestras con diferentes pautas de matriz o de congénere pueden ser
superiores a los contenidos maximos o umbrales de intervencion basados en EQT, pues asi se alcanza mds
precision que en los andlisis sistemdticos, en los cuales hay que controlar un espectro desconocido de
posibles pautas de congénere. En tales casos, los valores de corte se calculardn a partir de una
RSD,, = 25 %, o, mejor, de dos tercios del contenido maximo o del umbral de intervencién.

Caracteristicas de funcionamiento

Puesto que en los métodos bioanaliticos no pueden utilizarse patrones internos, deberdn efectuarse ensayos
de la repetibilidad de los métodos bioanaliticos para obtener datos sobre la desviacién estdndar en una serie
de ensayos y entre las mismas series. La repetibilidad serd inferior al 20 %, y la reproducibilidad intralabo-
ratorio inferior al 25 %, sobre la base de los niveles calculados en EQB tras la correccién en funcion del
blanco y de la recuperacion.

Como parte del proceso de validacion, tendrd que demostrarse que las pruebas permiten discriminar entre
una muestra en blanco y un contenido en el valor de corte, de modo que puedan identificarse las muestras
con contenido superior al correspondiente valor de corte (véase el punto 7.1.2).

Deberan identificarse claramente los compuestos objeto de estudio, las posibles interferencias y los
contenidos méaximos tolerables de blanco.

La desviacion estindar de la respuesta o la concentracion calculada a partir de la respuesta (solo posible en
el intervalo de trabajo) de una determinacién por triplicado de un extracto de muestra no podrd ser
superior al 15 %.

Los resultados no corregidos de la muestra o las muestras de referencia expresados en EQB (en blanco y en
el contenido méximo o umbral de intervencién) se utilizardn para evaluar el funcionamiento del método
bioanalitico durante un periodo de tiempo constante.

Los controles en blanco y cada tipo de muestras de referencia se registrardn en fichas de control y se
comprobardn para verificar que el andlisis cumple los requisitos de funcionamiento; los controles en
blanco, en particular, con respecto a la requerida diferencia minima con el extremo inferior del intervalo de
trabajo, y las muestras de referencia, en cuanto a la reproducibilidad intralaboratorio. Las pruebas en blanco
se controlardn de modo que se eviten los falsos negativos al sustraer los valores.

L115[37
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7.4.7.  Los resultados de los métodos de confirmacién de muestras sospechosas y entre el 2 % y el 10 % de las
muestras conformes (minimo de veinte muestras por matriz) se recopilardn y utilizardn para evaluar el
funcionamiento del método de cribado y la relacion entre EQB y EQT. Esta base de datos puede utilizarse
para evaluar de nuevo los valores de corte aplicables a las muestras sistematicas de las matrices validadas.

7.4.8.  También se puede demostrar el funcionamiento satisfactorio del método participando en ensayos interlabo-
ratorios. Los resultados de las muestras analizadas en ensayos interlaboratorios, que cubran una gama de
concentracién de hasta, por ejemplo, dos veces el contenido mdximo, podrdn tenerse en cuenta para
evaluar el porcentaje de falsos negativos, una vez que un laboratorio haya demostrado su correcto funciona-
miento. Las muestras cubrirdn los patrones de congéneres mds frecuentes, que representen diversas fuentes.

7.4.9. Durante los incidentes, se pueden volver a evaluar los valores de corte, para reflejar la matriz y los patrones
de congéneres especificos de ese mismo incidente.

8. Comunicacién de los resultados
8.1. Métodos de confirmacién

8.1.1. Los resultados del andlisis incluirdn los niveles de los congéneres individuales de PCDD/PCDF y PCB
similares a las dioxinas y se indicardn como limite inferior, limite superior y limite intermedio, a fin de
incluir el mdximo de informacién posible en la notificacién de los resultados, lo que permitird asi interpre-
tarlos en funcién de los requisitos especificos.

8.1.2. La notificacién indicard el método utilizado para la extraccién de PCDD, PCDF y PCB similares a las
dioxinas.

8.1.3.  Deberdn indicarse los porcentajes de recuperacion de cada patrén interno cuando estén fuera del intervalo
mencionado en el punto 6.2.5 o se supere el contenido mdximo (en este caso, los porcentajes de
recuperacion de uno de los dos andlisis duplicados), asi como en otros casos cuando se solicite.

8.1.4. Puesto que, al decidir sobre la conformidad de una muestra, se ha de tener en cuenta la incertidumbre
ampliada de medicién, también se indicard este pardmetro. Asi pues, los resultados analiticos deberdn
expresarse como x +[- U, donde x es el resultado analitico y U es la incertidumbre ampliada de medicién,
aplicando un factor de cobertura de 2, que ofrece un nivel de confianza aproximado del 95 %. Si se
determinan por separado las PCDD, los PCDF y los PCB similares a las dioxinas, para establecer su suma se
utilizard la suma de la incertidumbre ampliada estimada de los resultados analiticos obtenidos por separado
de cada uno de ellos.

8.1.5.  Los resultados deberdn expresarse en las mismas unidades y, como minimo, con el mismo ntimero de cifras
significativas que los contenidos maximos establecidos en la Directiva 2002/32/CE.

8.2. Métodos bioanaliticos de cribado
8.2.1.  El resultado del cribado se expresard como “conforme” o “presuntamente no conforme” (“sospechoso”).

8.2.2.  Ademds, podrd indicarse un resultado indicativo de PCDD/PCDF o PCB similares a las dioxinas expresados
en EQB, y no en EQT.

8.2.3.  Las muestras con contenido “inferior al limite de comunicacién” se indicardn como tales. Las muestras cuya
respuesta sea superior al intervalo de trabajo se notificardin como muestras que “superan el intervalo de
trabajo” y el nivel correspondiente al limite superior del intervalo de trabajo se expresard en EQB.

8.2.4. Para cada tipo de matriz de la muestra, la notificacién mencionard el contenido maximo o el umbral de
intervencién en el que se basa la evaluacion.

8.2.5. La notificacién mencionard el tipo de ensayo realizado, sus principios bdsicos y el tipo de calibracién.
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8.2.6. La notificacién indicard el método utilizado para la extraccién de PCDD, PCDF y PCB similares a las
dioxinas.

8.2.7. En el caso de las muestras presuntamente no conformes, la notificacion debe incluir una nota sobre las
medidas que deben tomarse. La concentracion de PCDD/PCDF y de la suma de PCDD/PCDF y PCB similares
a las dioxinas en esas muestras con niveles elevados debe determinarse o confirmarse mediante un método
de confirmacion.

8.2.8.  Los resultados no conformes tinicamente se notificardn a partir de andlisis de confirmacién.

8.3. Métodos fisicoquimicos de cribado
8.3.1.  El resultado del cribado se expresard como “conforme” o “presuntamente no conforme” (“sospechoso”).

8.3.2. Para cada tipo de matriz de la muestra, la notificacién mencionara el contenido maximo o el umbral de
intervencion en el que se basa la evaluacion.

8.3.3.  Ademds, podran indicarse los niveles de los congéneres individuales de PCDD/PCDF y PCB similares a las
dioxinas, asi como los valores EQT, como limite inferior, limite superior y limite intermedio. Los resultados
deberdn expresarse en las mismas unidades y, como minimo, con el mismo nimero de cifras significativas
que los contenidos méximos establecidos en la Directiva 2002/32/CE.

8.3.4. Deberdn indicarse los porcentajes de recuperacion de cada patrén interno cuando estén fuera del intervalo
mencionado en el punto 6.2.5 o se supere el contenido maximo (en este caso, los porcentajes de
recuperacién de uno de los dos andlisis duplicados), asi como en otros casos cuando se solicite.

8.3.5. La notificacién mencionard el método aplicado de CG-EM.

8.3.6. La notificacién indicard el método utilizado para la extraccion de PCDD, PCDF y PCB similares a las
dioxinas.

8.3.7. En el caso de las muestras presuntamente no conformes, la notificacion debe incluir una nota sobre las
medidas que deben tomarse. La concentracion de PCDD/PCDF y de la suma de PCDD/PCDF y PCB similares
a las dioxinas en esas muestras con niveles elevados debe determinarse o confirmarse mediante un método
de confirmacion.

8.3.8. La no conformidad tinicamente se decidird después de analisis de confirmacion.

CAPITULO III

Preparacion de las muestras y requisitos aplicables a los métodos de andlisis utilizados en el control
oficial de los contenidos de pcb no similares a las dioxinas en los piensos

1. Campo de aplicacién

Los requisitos establecidos en el presente capitulo se aplicardn al andlisis de piensos realizado para el
control oficial de los contenidos de PCB no similares a las dioxinas en lo que respecta a la preparacion de
las muestras y los requisitos analiticos con otros fines reglamentarios, incluidos los controles llevados
a cabo por el explotador de la empresa de piensos para garantizar el cumplimiento de lo dispuesto en el
Reglamento (CE) n. 183/2005.

2. Métodos de deteccion aplicables

Cromatograffa de gases con deteccién por captura electrénica (CG/ECD), CG/EMBR, CG-EM/EM, CG/EMAR
o métodos equivalentes.
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3. Identificacién y confirmacién de los andlitos considerados

3.1. Tiempo relativo de retencién en relacion con patrones internos o patrones de referencia (desviacién
tolerable de +/- 0,25 %).

3.2. Separacién por cromatografia de gases de los PCB no similares a las dioxinas de sustancias interfirientes,
especialmente los PCB que eluyen conjuntamente, sobre todo si los niveles de muestras estan dentro de los
limites legales y debe confirmarse la no conformidad (').

3.3. Requisitos para las técnicas de CG[EM

Control de al menos el siguiente nimero de iones moleculares o iones caracteristicos del agregado
molecular:

a) dos iones especificos en el caso de la EMAR;
b) tres iones especificos en el caso de la EMBR;

c¢) dos iones precursores especificos, cada uno con un ion de transicion correspondiente especifico
producido en el caso de EM/EM.

Tolerancias maximas permitidas para las relaciones de abundancia relativas a fragmentos de masa
seleccionados:

Desviacion relativa de la relacion de abundancia de los fragmentos de masa seleccionados en términos de
abundancia tedrica o patrén de calibracién para el ion objetivo (el ion mds abundante controlado) y el ion
o los iones calificadores: + 15 %

3.4. Requisitos para las técnicas de CG-ECD

Los resultados que superen el limite méximo se confirmardn mediante dos columnas de CG con fases
estacionarias de polaridad diferente.

4. Demostracion del funcionamiento del método

El funcionamiento del método deberd validarse en el intervalo del contenido médximo (de 0,5 a 2 veces el
contenido médximo), con un coeficiente de variacion aceptable para andlisis repetidos (véanse los requisitos
de precisién intermedia en el punto 9).

5. Limite de cuantificacién

La suma de los limites de cuantificacién (%) de los PCB no similares a las dioxinas no deberd superar un
tercio del contenido méximo ().

6. Control de calidad

Controles en blanco a intervalos regulares, andlisis de muestras enriquecidas, muestras para el control de la
calidad y participacién en estudios interlaboratorios con las matrices pertinentes.

7. Control de la recuperacion
7.1. Se utilizardn patrones internos adecuados con propiedades fisicoquimicas comparables a los andlitos
considerados.

() Entre los congéneres que suelen eluir conjuntamente figuran, por ejemplo, PCB 28/31, PCB 52/69 y PCB 138/163/164. En los andlisis
por CG/EM también hay que tener en cuenta posibles interferencias de fragmentos de congéneres mds clorados.

(*) Deberan aplicarse, cuando proceda, los principios que se describen en el “Guidance Document on the Estimation of LOD and LOQ for
Measurements in the Field of Contaminants in Feed and Food” (http://ec.europa.eu/food/safety/animal-feed_en).

() Es altamente recomendable tener una contribucién del nivel de blanco de reactivo inferior al nivel de un contaminante en una muestra.
Corresponde al laboratorio controlar la variacion de niveles de blanco, en particular si se restan dichos niveles.
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7.2. Adicién de patrones internos:

Se afiaden a los productos (antes del proceso de extraccion y limpieza).

7.3. Requisitos para los métodos que utilizan los seis congéneres de PCB no similares a las dioxinas marcados

con is6topos:

a) se corregirdn los resultados en funcién de la recuperacién de los patrones internos;

b) la recuperacién de los patrones internos marcados con is6topos deberd situarse entre el 60 % y el
120 %;

¢) son aceptables recuperaciones superiores o inferiores de congéneres cuya contribucion a la suma de los
seis PCB no similares a las dioxinas sea inferior al 10 %.

7.4. Requisitos para los métodos que no utilizan los seis patrones internos marcados con isétopos u otros
patrones internos:

a) se controlard la recuperacion de los patrones internos en cada muestra;
b) la recuperacion de los patrones internos debera situarse entre el 60 % y el 120 %;
¢) se corregirdn los resultados en funcién de la recuperacién de los patrones internos.

7.5. Las recuperaciones de congéneres no marcados deberdn comprobarse por medio de muestras enriquecidas
o de muestras de control de calidad con concentraciones en el intervalo del contenido maximo. Serdn
aceptables para estos congéneres recuperaciones situadas entre el 60 % y el 120 %.

8. Requisitos que deben cumplir los laboratorios
De conformidad con lo dispuesto en el Reglamento (CE) n.c 882/2004, los laboratorios deberdn estar
acreditados por un organismo reconocido que opere de conformidad con la Guia ISO 58, de modo que
esté garantizado que aplican un aseguramiento de la calidad analitica. Dicha acreditacién deberd efectuarse
conforme a la norma EN ISO/IEC 17025. Ademds, deberdn aplicarse, cuando proceda, los principios que se
describen en las “Technical Guidelines for the estimation of measurement uncertainty and limits of quantifi-
cation for PCDD/F and PCB analysis” (')

9. Caracteristicas de funcionamiento: Criterios para la suma de los seis PCB no similares a las dioxinas
al nivel considerado

Espectrometria de masas o o
. sz s tras técnicas
con dilucién isotdpica ()
Veracidad -20a+20% -30a+30%
Precisién intermedia (RSD) <15% <20%
Diferencia entre el cdlculo del limite superior y del <20% <20 %
limite inferior
(') Es preciso utilizar los seis andlogos marcados con C'* como patrones internos.
10. Comunicacién de los resultados
10.1.  Los resultados del andlisis incluirdn los niveles de los congéneres individuales de PCB no similares a las

dioxinas y la suma de ellos, y se indicardn como limite inferior, limite superior y limite intermedio, a fin de
incluir el maximo de informacién posible en la notificacion de los resultados, lo que permitird asi interpre-
tarlos en funcién de los requisitos especificos.

(") Los requisitos actuales se basan en los FET publicados en: M. Van den Berg et al., Toxicol Sci 93 (2), 223-241 (2006).
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10.2.

10.3.

10.4.

10.5.

El informe indicard el método utilizado para la extracciéon de PCB.

Deberan indicarse los porcentajes de recuperacién de cada patrén interno en caso de que estén fuera del
intervalo mencionado en el punto 7 o de que se supere el contenido maximo, asi como en otros casos
cuando se solicite.

Puesto que, al decidir sobre la conformidad de una muestra, se ha de tener en cuenta la incertidumbre
ampliada de medicién, también se indicard ese pardmetro. Asi pues, los resultados analiticos deberdn
expresarse como x +/— U, donde x es el resultado analitico y U es la incertidumbre ampliada de medicion,
aplicando un factor de cobertura de 2, que ofrece un nivel de confianza aproximado del 95 %.

Los resultados deberdn expresarse en las mismas unidades y, como minimo, con el mismo ndmero de cifras
significativas que los contenidos méximos establecidos en la Directiva 2002/32/CE.».
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