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DIRECTIVA 94/40/CE DE LA COMISION
de 22 de julio de 1994

por la que se modifica la Directiva 87/153/CEE del Consejo por la que se fijan
lineas directrices para la evaluacién de los aditivos en la alimentacién animal

LA COMISION DE LAS COMUNIDADES EUROPEAS,
Visto el Tratado constitutivo de la Comunidad Europea,

Vista la Directiva 70/524/CEE del Consejo, de 23 de
noviembre de 1970, sobre los aditivos de la alimentacién
animal (), cuya ultima modificacién la constituye la
Directiva 94/17/CE de la Comisi6n (3), y, en particular, el
apartado 2 de su articulo 9,

Considerando que la Directiva 70/524/CEE prevé que se
adopten lineas directrices para la evaluacion de los
aditivos en la alimentacién animal, adoptadas posterior-
mente por la Directiva 87/153/CEE del Consejo (%), y que
en ellas se introduzcan las modificaciones necesarias en
funcién de los avances en los conocimientos cientificos y
técnicos ;

Considerando que es preciso completar dichas lineas
directrices con objeto de establecer criterios de evaluacién
de las solicitudes ‘de autorizacién de microorganismos y
enzimas para su uso como aditivos de los piensos ;

Considerando que, de acuerdo con lo dispuesto en la
Directiva 93/114/CE del Consejo (*), es necesario incor-
porar en el procedimiento comunitario de autorizacién de
aditivos los requisitos relativos a una evaluacibén especifica
de riesgo para el medio ambiente, establecidos en la
Directiva 90/220/CEE del Consejo, de 23 de abril de
1990, sobre la liberacién intencional en el medio
ambiente de organismos modificados genéticamente (°),
modificada por la Directiva 94/15/CE de la Comisién (%),
con objeto de que sean aplicables a todos los aditivos que
contengan o consistan en organismos genéticamente
modificados; que, por consiguiente, resulta oportuno
modificar la Directiva 87/153/CEE, a fin de cumplir los
requisitos de la Directiva 90/220/CEE;

Considerando que, debido al elevado niimero de modifi-
caciones introducidas, resulta 1til establecer en el Anexo
de la presente Directiva una versién consolidada de las
lineas directrices ;

() DO n° L 270 de 14. 12. 1970, p. 1.
() DO n° L 105 de 26. 4. 1994, p. 19.
() DO n° L 64 de 7. 3. 1987, p. 19.
() DO n° L 334 de 31. 12. 1993, p. 24.
() DO n° L 117 de 8. 5. 1990, p. 15.
() DO n° L 103 de 22. 4. 1994, p. 20.

Considerando que las medidas previstas en la presente
Directiva se ajustan al dictamen del Comité permanente
de la alimentacién animal,

HA ADOPTADO LA PRESENTE DIRECTIVA:

Articulo 1

El Anexo de la Directiva 87/153/CEE se sustituira por el

Anexo de la presente Directiva.

Articulo 2

Los Estados miembros adoptaréin las disposiciones legales,

reglamentarias y administrativas necesarias para cumplir

la presente Directiva a mas tardar el 1 de octubre de 1994,

Informarin inmediatamente de ello a la Comisién.

Cuando los Estados miembros adopten dichas disposi-
ciones, éstas haran referencia a la presente Directiva o
iran acompafiadas de dicha referencia en su publicacion
oficial. Los Estados miembros estableceran las modali-
dades de la mencionada referencia.

Articulo 3

La presente Directiva entrard en vigor el vigési
siguiente al de su publicacién en el Diario Oficial de las
Comunidades—Europeas._

Hecho en Bruselas, el 22 de julio de 1994.

Por la Comision
René STEICHEN

Miembro de la Comisién
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ANEXO

LINEAS DIRECTRICES PARA LA EVALUACION DE LOS ADITIVOS EN LA ALIMENTA-
CION ANIMAL

CONSIDERACIONES GENERALES

Estas lineas directrices tienen por objeto servir de guia en la confeccién de los expedientes relativos a las
sustancias y preparados para los que se solicite una autorizacién de uso como aditivos en los piensos. Los
expedientes deberdn permitir evaluar los aditivos segin el estado actual de los conocimientos y comprobar
que responden a los principios fundamentales que requiere para su autorizacién el apartado 2 del articulo 7
de la Directiva 70/524/CEE.

" Podré pedirse que se presenten todos los estudios indicados en estas lineas directrices ¥, €n caso necesario,
solicitarse informacién complementaria. Como norma general, deberan facilitarse estudios que tengan por
objeto determinar la identidad, las condiciones de empleo, las propiedades fisicoquimicas y los métodos de
determinacién y eficacia del aditivo, as{ como su metabolismo y sus efectos bioldgicos y toxicolégicos en las
especies a las que se destine el mismo. Cuando el aditivo se destine a una categorfa de animales pertene-
cientes a una especie determinada, los estudios deberan realizarse con esa misma categoria. Los estudios
necesarios para evaluar los riesgos para la salud humana y el medio ambiente dependeran fundamentalmente
del tipo de aditivo y de las circunstancias de su empleo. A este respecto, no se aplicard ninguna norma
estricta.

No siempre sera necesario someter los aditivos destinados exclusivamente a la alimentacién de animales de
compaiiia a pruebas de toxicidad crénica y de mutagénesis y carcinogénesis tan exhaustivas como las reque-
ridas’ para los aditivos destinados a la alimentacién de animales de abasto, de los que se obtienen productos
destinados al consumo humano. Para determinar la toxicidad crénica, como norma general serdn suficientes
los estudios realizados durante un afio con dos de las especies a las que se destine el aditivo o bien con una
de esas especies y con ratas. En general, se podra prescindir de los estudios de mutagénesis y carcinogénesis
cuando ni la composicién quimica ni la experiencia prictica ni otros motivos revelen indicios de alteracién.
Se podrd prescindir también de los analisis de residuos en el caso de los animales de compaiiia.

El conocimiento del metabolismo del aditivo en los animales de abasto y de los residuos y su biodisponibi-
lidad reviste una importancia fundamental. En especial, dicho conocimiento deber4 permitir determinar la
amplitud de los estudios toxicolégicos que deban realizarse con animales de laboratorio a fin de evaluar los
riesgos que el aditivo pueda entrafiar para el consumidor. Tal evaluacién no podra basarse Gnicamente en
datos circunscritos a los efectos directos del aditivo de los animales de laboratorio, que no proporcionan
informacién especifica sobre los efectos reales de los residuos resultantes del metabolismo en las especies a
las que se destine el aditivo.

Toda solicitud de autorizacién de un aditivo o de un nuevo uso de un aditivo debers documentarse con un
expediente constituido por informes detallados, los cuales se presentaran segln el orden y la numeracién
propuestos en estas lineas directrices. La omisién en el expediente de cualquiera de los datos previstos en
ellas deberd justificarse. Se adjuntardn las publicaciones a que se haga referencia. Los informes de experi-
mentos incluirdn el plan, el nldmero de referencia y la fecha del principio y fin del experimento, una descrip-
cién pormenorizada de las pruebas, de sus resultados y de sus analisis, y el nombre, direccién y firma del
responsable del estudio. Todos los lotes de piensos que se utilicen en los estudios experimentales con
animales tendrdn que analizarse con un método apropiado a fin de determinar la concentracién de las
sustancias activas pertinentes, debiéndose facilitar un informe con los resultados analiticos obtenidos. El
informe indicard también las dosis individuales determinadas en cada uno de los estudios experimentales, asi
como las fechas correspondientes y el nombre, direccién y firma de la persona responsable de los controles.
Ademds, al informe se adjuntard un certificado, expedido por el laboratorio o laboratorios donde hayan
tenido lugar los experimentos, en el que se indique que las pruebas se han realizado de acuerdo con los prin-
cipios que rigen las practicas correctas de laboratorio segiin la Directiva 87/18/CEE del Consejo, de 18 de
diciembre de 1986, sobre la aproximacién de las disposiciones legales, reglamentarias y administrativas rela-
tivas a la aplicacién de los principios de pricticas correctas de laboratorio y al control de su aplicacién para
las pruebas sobre las sustancias quimicas (}).

La determinacién de las propiedades fisicoquimicas, toxicoldgicas y ecotoxicolégicas se llevara a cabo utili-
zando los métodos fijados en la Directiva 67/548/CEE del Consejo, de 27 de junio de 1967, relativa a la
aproximacién de las disposiciones legales, reglamentarias y administrativas en materia de clasificacién, emba-
laje y etiquetado de las sustancias peligrosas (), cuya dltima modificacién la constituye la Directiva
93/105/CE de la Comisi6n (}) o haciendo uso de métodos internacionalmente reconocidos por organismos
cientificos. El empleo de otros métodos habra de justificarse. '

() DO n° L 15 de 17. 1. 1987, p. 29.
() DO n° L 196 de 16. 8. 1967, p. 1.
() DO n° L 294 de 30. 11. 1993, p. 21.
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Cada expediente incluird un resumen adecuado. Los expedientes que se refieran a antibidticos, coccidiosta-
ticos u otras sustancias medicamentosas o a promotores del crecimiento, microorganismos o preparados enzi-
maticos deberan llevar ademds una monografia, presentada segin el modelo que figura en el capitulo V, que
permite identificar y caracterizar el aditivo con arreglo a lo dispuesto en el apartado 1 del articulo 8 de la
Directiva 70/524/CEE.

En estas lineas directrices, el término « aditivo » hace referencia a las sustancias activas y a los preparados que
contengan sustancias activas en la forma en que se vayan a incorporar a las premezclas y a los piensos.
Sustancias activas pueden ser las sustancias quimicamente definidas, los microorganismos o los preparados
enzimaticos.

A efectos de estas directrices, se entenderé por « sustancias quimicamente definidas » las sustancias quimicas
para las que se haya acordado un nombre quimico con arreglo a la nomenclatura UIQPA.

El Estado miembro que presente un expediente debera notificar a la Comisién en un plazo razonable cual-
quier modificacién que se produzca en el proceso de fabricacién o en la composicidn del aditivo, en su
campo de aplicacién o en sus condiciones de empleo. En estos casos podra ser necesario presentar documen-
tacién adecuada para una nueva evaluacién. Estos requisitos se exigirdn, en especial, cuando se trate de
productos derivados de microorganismos cuyos rasgos genéticos hayan sido modificados o que constituyan
mutantes naturales.

INDICE
CAPITULO I: Resumen de los datos del expediente
CAPITULO II: Identidad, caracteristicas y condiciones de empleo del aditivo — Métodos de control

CAPITULO III: Estudios sobre la eficacia del aditivo

1. Estudios sobre la mejora de las caracteristicas de los piensos
2. Estudios de los efectos de los aditivos en la produccién animal

3. Estudios de la calidad de los productos animales

CAPITULO 1V: Estudios sobre la seguridad de empleo del aditivo

1. Estudios sobre las especies a las que se destine el aditivo

1.1. Estudios toxicolégicos del aditivo
1.2. Estudios microbioldgicos del aditivo

1.3. Estudio del metabolismo y de los residuos
2. Estudios de los residuos excretados

3. Estudios con animales de laboratorio

CAPITULO V: Modelo de monografia
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CAPITULO 1

RESUMEN DE LOS DATOS DEL EXPEDIENTE

CAPITULO 11

IDENTIDAD, CARACTERISTICAS Y CONDICIONES DE EMPLEO DEL ADITIVO —

1.1.
1.2,
1.3
14.
1.5.

2.2,

23.

24.

METODOS DE CONTROL

Identidad del aditivo

Denominacién o denominaciones comerciales previstas

Tipo de aditivo seglin su funcién principal

Composicién cualitativa y cuantitativa (sustancia activa, otros componentes, impurezas)
Estado fisico, tamafio de las particulas

Procedimiento de fabricacién y tratamientos especificos

N.B.: Si la sustancia activa es una mezcla de componentes activos, cada uno de los cuales serd clara-
mente definido, deberdn describirse por separado los principales, indicindose su proporcién en la
mezcla.

Caracteristicas de la sustancia activa

- Sustancias quimicamente definidas : denominacién genérica, denominacién quimica en la nomenclatura

UIQPA, otras denominaciones genéricas internacionales y abreviaturas. Nimero CAS (Chemical
Abstracts Service Number).

Microorganismos : denominacién y descripcién taxondmica segiin los cédigos de nomenclatura interna-
cionales. También podrin emplearse otros manuales de clasificacién reconocidos internacionalmente ().

Preparados enzimaticos : denominacion segiin las principales actividades enzimaticas descritas en TUB/
UIQPA. Numero EINECS y CAS.

Foérmula empirica y estructural y peso molecular. Si la sustancia activa es un producto de fermentacién,
composicién cualitativa y cuantitativa de los principales elementos.

Microorganismos : nombre y lugar de la coleccién de cultivos donde se encuentre depositada la cepa, si
es posible una coleccién de la CE, y ntimero de registro, modificaciones genéticas y todas las propie-
dades pertinentes para su identificacién. Asimismo, origen, caracteristicas morfolégicas y fisiolégicas,
fases de desarrollo, factores pertinentes que puedan afectar a su actividad biolégica como aditivo y
demas datos genéticos que faciliten la identificacién. Nimero de unidades formadoras de colonias
(UFC) por gramo.

Preparados enzimaticos : origen biolégico (si son de origen microbiano : nombre y lugar de la coleccién
de cultivos donde se encuentre depositada la cepa, si es posible una coleccién de la CE, y nimero de
registro, modificaciones genéticas y todas las propiedades pertinentes para su identificacién, incluidos
los datos genéticos), actividades en relacién con los correspondientes sustratos tipo quimicamente puros
y otras caracteristicas fisicoquimicas.

Grado de pureza
Composicién cualitativa y cuantitativa de las impurezas.
Microorganismos : estabilidad genética y pureza de las cepas cultivadas.

Preparados enzimaticos :

— pureza, comprobando el grado de contaminacién microbiana, metales pesados, ausencia de toxinas
procedentes del organismo fuente (por ejemplo, micotoxinas), demostrada por un método adecuado,

— ausencia de actividad antimicrobiana al nivel de utilizacién en el pienso, determinada por un
método apropiado,

— composicién de los componentes no enzimaticos [particularmente de los sélidos orgénicos totales
@) ‘

Propiedades pertinentes

Sustancias quimicamente definidas : propiedades electrostiticas, punto de fusién, punto de ebullicién,

temperatura de descomposicién, densidad, tensién de vapor, solubilidad en agua y en disolventes organi-
cos, espectro de masa y de absorcién y cualquier otra propiedad fisica pertinente.

(') Como por ejemplo el Manual of Systematic Bacteriology de Bergey, The Yeasts, a taxonomic study de Lodder y Kreger
van Rij, Ainsworth and Bisby's Dictionary of the Fungi de Hawksworth, Sutton y Ainsworth y The Genus Aspergillus de
Raper y Fennell.

() % solidos orgénicos totales = 100 — (% cenizas + % agua + % diluyentes o aditivos e ingredientes).
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Microorganismos : propiedades relevantes para la identificacién y el uso previsto (por ejemplo, forma
vegetativa o esporulada, UFC por gramo, etc).

Preparados enzimiticos : valores 6ptimos de pH y temperatura y demas propiedades pertinentes.
2.5. Procedimientos de obtencidn y de purificacion y medios empleados

Variacién en la composicién de los lotes durante el proceso de obtencién.

3. Propiedades fisicoquimicas, tecnolégicas y biolégicas del aditivo

3.1. Estabilidad (para los microorganismos : pérdida de actividad bioldgica, por ejemplo, viabilidad) respecto a
agentes atmosféricos tales como la luz, la temperatura, el pH, la humedad y el oxigeno. Periodo de vali-
dez.

3.2. Estabilidad (para los microorganismos : pérdida de actividad bioldgica, por ejemplo, viabilidad) durante la
preparacién de las premezclas y los piensos, en particular, estabilidad frente al calor, la presién y la
humedad. Eventuales productos de descomposicion.

3.3. Estabilidad (para los microorganismos : pérdida de actividad biolégica, por ejemplo, viabilidad) durante la
conservacién de las premezclas y los piensos en condiciones determinadas. Periodo de validez.

Preparados enzimaticos : datos pormenorizados de la presencia de productos de reaccién no previstos
p ’ P P
procedentes de reacciones enziméticas o quimicas del preparado enzimatico con los componentes del
pienso, o formados por degradacién del preparado enzimatico durante el almacenamiento del pienso.

3.4. Otras propiedades fisicoquimicas, tecnolégicas y biolégicas pertinentes, como la aptitud para formar
mezclas homogéneas en las premezclas y en los piensos, propiedades en relacién con la formacion de
polvo y, para los microorganismos vy los preparados enzimaticos, evaluacién de la resistencia a la degra-
dacién o a la pérdida de actividad bioldgica en el tracto digestivo o mediante sistemas de simulacién «in
VILIO ».

3.5. Incompatibilidades o interacciones fisicoquimicas o bioldgicas (por ejemplo, con los piensos, con otros
aditivos aprobados o con medicamentos).

4. Condiciones de empleo del aditivo

4.1. Empleos previstos en la alimentacién animal (por ejemplo, especies o categorias de animales, tipo de
pienso, periodo de utilizacién, tiempo de retirada, etc).

4.2. Contraindicaciones

4.3. Dosificacién propuesta en las premezclas y los piensos expresada en:

— porcentaje en peso de la sustancia activa para las premezclas y en mg/kg para los piensos, cuando se
trate de sustancias quimicamente definidas,

— unidades adecuadas de la actividad biolégica, como UFC por gramo de producto, para los microorga-
nismos, o unidades de actividad pertinentes para los preparados enzimaticos.

4.4. Otros empleos conocidos de la sustancia o del preparado (en alimentos, medicina humana o veterinaria,
agricultura e industria). Para cada uso deberd hacerse constar la denominacién comercial asi como las
indicaciones y las contraindicaciones.

4.5. En caso necesario, medidas de prevencién de riesgos y medios de proteccién durante el proceso de
obtencién y la manipulacién.

5. Métodos de control

5.1. Descripcién de los métodos empleados para establecer los criterios enunciados en los puntos 1.3, 2.3,
24, 2.5, 31, 32, 33, 34 y 43.

5.2. Descripcién de los métodos de anilisis cualitativo y cuantitativo utilizados en el control de rutina del
aditivo en las premezclas y en los piensos.

5.3. Descripcién de los métodos de anélisis cualitativo y cuantitativo utilizados para determinar los residuos
de aditivos en los productos animales.

N.B.: Los métodos descritos y los resultados deberin ir acompariados de datos sobre la tasa de recupera-
cién, la especificidad, la sensibilidad, los limites de deteccién, las eventuales interferencias, la
reproducibilidad y el método de muestreo utilizado. Asimismo, deberd proporcionarse un patrén
de referencia del preparado y de la sustancia activa.

Cuando se trate de microorganismos, se indicardn los métodos de deteccién, enumeracién e identifica-
ciébn y los marcadores adecuados.
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2.1.

2.2.

23.

23.1.
23.2.

2.33.

2.34.

23.5.
2.3.6.

CAPITULO III

ESTUDIOS SOBRE LA EFICACIA DEL ADITIVO

Estudios sobre la mejora de las caracteristicas de los piensos

Estos estudios tendrin por objeto los aditivos tecnolégicos, tales como los agentes antioxidantes,
conservantes, aglutinantes, emulsionantes, estabilizadores, gelificantes, etc., que se destinen a mejorar o
estabilizar las caracteristicas de las premezclas y de los piensos. Algunos microorganismos y preparados
enzimaticos podrin considerarse aditivos tecnolégicos si mejoran caracteristicas importantes del
pienso.

Debera probarse la eficacia del aditivo con criterios adecuados, comparando, en las condiciones de
empleo previstas, el pienso con aditivo con piensos testigo y, en su caso, con piensos que contengan
aditivos tecnolégicos de eficacia reconocida.

En cada estudio serd necesario precisar la naturaleza exacta de las sustancias activas, de los preparados,
de las premezclas y de los piensos analizados, el nimero de referencia de los lotes, la concentracién de
sustancias activas en las premezclas y en los piensos, las condiciones de ensayo (por ejemplo, tempera-
tura y humedad) y las fechas y la duracién de los ensayos, asi como los efectos adversos y negativos
observados durante los ensayos.

Estudios de los efectos de los aditivos en la produccién animal

Estos estudios abordaran los aditivos zootécnicos que tienen efectos en la produccién animal. Los estu-
dios indicados a continuacién, que incluirén la relacién dosis/respuesta, habrén de realizarse compa-
rando cada una de las especies a las que se destine el aditivo con grupos de animales testigo y, even-
tualmente, con grupos de animales que reciban piensos con aditivos de eficacia conocida.

Si la sustancia activa es una mezcla de componentes activos, la presencia de cada uno de éstos debera
justificarse.

Coccidiostéticos y otras sustancias medicamentosas : deberi atenderse, en primer lugar, a la comproba-
cién de los efectos especificos y especialmente a las propiedades profilacticas (por ejemplo, morbili-
dad, nimero de ooquistes y calificacién de las lesiones). Se adjuntar informacién sobre la eficacia
nutritiva, sobre el crecimiento de los animales y sobre la cantidad y la calidad. comercial de los
productos animales derivados de ellos.

Otros aditivos zootécnicos (incluidos, en su caso, los microorganismos y preparados enzimaticos) : se
facilitard informacién sobre los efectos en la eficacia nutritiva, en el crecimiento de los animales, en
las caracteristicas y el rendimiento de la produccién animal, en el bienestar animal y en otros pardme-
tros que tengan efectos positivos en la produccién animal.

Condiciones experimentales

Las pruebas que se realicen y los resultados deberan describirse por separado y de forma detallada. Se
indicarén la valoracién estadistica y los métodos empleados. Se deberan precisar los siguientes datos :

Especie, raza, edad y sexo de los animales y método de identificacion.

Némero de los grupos de experimentacién y control ; niimero de animales de cada grupo. A efectos
estadisticos, deberd seleccionarse un ndmero suficiente de animales de los dos sexos.

Concentracién en los piensos de la sustancia activa (y, en su caso, de las sustancias utilizadas como
elemento de comparacién), determinada mediante un analisis de control con el método reconocido
apropiado. Nimero de referencia de los lotes. Composicién cualitativa y cuantitativa de la racién
diaria.

Lugar donde se haya realizado cada prueba. Estado sanitario y fisiolégico de los animales y condiciones
de alimentacién y cria de los mismos con relacién a las practicas habituales de la Comunidad. Control
de alimentacién y medidas tomadas para evitar la contaminacién de los grupos testigo durante las
pruebas (en especial, en el caso de los microorganismos, a través de la contaminacién cruzada del
pienso por el propio microorganismo).

Fecha y duracién exacta de las pruebas. Fecha y tipo de los ex4menes realizados.

Efectos desfavorables y otras incidencias observadas durante las pruebas y tiempo de aparicidén de los
mismos.

Estudios de la calidad de los productos animales

Estudio de las caracteristicas organolépticas, nutricionales, higiénicas y tecnolgicas de los productos
obtenidos de animales que hayan recibido piensos que contengan el aditivo.
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CAPITULO IV
ESTUDIOS SOBRE LA SEGURIDAD DE EMPLEO DEL ADITIVO

Los estudios a que se refiere este capitulo se destinarin a evaluar:

— la seguridad de empleo del aditivo para las especies a que se destine éste,

— los riesgos que puedan entrafiar la inhalacién y el contacto con las mucosas, los ojos o la piel para las
personas que manipulen el aditivo puro o incorporado a las premezclas o a los piensos,

— los riesgos que pueda representar para el consumidor la ingestién de alimentos que contengan residuos
del aditivo o sus metabolitos,

— los riesgos de contaminacién o de persistencia en el medio ambiente del propio aditivo o de los
productos derivados de él y excretados por los animales,

— los posibles riesgos para especies a las que no se destine el aditivo.

Estos estudios se requeriran en su totalidad o en parte, dependiendo del tipo de aditivo y de las condiciones
de empleo previstas.

Como principio general, los microorganismos y preparados enzimaticos deberdn ser o proceder de microor-
ganismos que, en las condiciones de empleo previstas, no sean patdgenos ni toxicégenos para las especies a
las que se destine el aditivo ni para las personas.

En el caso de los microorganismos y de los preparados enzimaticos se realizardn pruebas de seguridad apro-
piadas, a menos que se presente otro tipo de documentacidén satisfactoria al respecto. Ademds, para los
microorganismos se realizard al menos una prueba de tolerancia en las especies a las que se destine el aditivo.

Por lo que se refiere a las enzimas derivadas de partes comestibles de animales o plantas, en principio no se
requerirdn pruebas toxicoldgicas ; cuando se trate de partes que generalmente no se consideren normales en
la alimentacién, podra exigirse alguna prueba toxicoldgica.

Si la sustancia activa es una sustancia quimicamente definida, el conocimiento de su metabolismo en las
distintas especies a las que se destine el aditivo asi como de la composicién y biodisponibilidad de sus resi-
duos tisulares serd determinante para definir la amplitud de los estudios que hayan de realizarse con animales
de laboratorio a fin de evaluar los riesgos para el consumidor. Por otra parte, el conocimiento de la composi-
cién y de las propiedades fisicoquimicas y bioldgicas de los residuos excretados procedentes del aditivo sera
indispensable para definir la amplitud de los estudios necesarios para evaluar los riesgos de contaminacién o
de persistencia en el medio ambiente.

1. Estudios sobre las especies a las que se destine el aditivo
1.1.  Estudios toxicoldgicos del aditivo

Pruebas de tolerancia.
Estudio de los efectos bioldgicos, toxicologicos, macroscdpicos e histoldgicos.

Determinacién del margen de seguridad entre la dosis méxima propuesta y la dosis que provoque
efectos desfavorables. Podra ser suficiente con indicar un valor minimo o aproximado para ese margen
si se comprueba que la dosis que produce efectos desfavorables excede ampliamente de la dosis
méxima propuesta.

1.2.  Estudios microbioldgicos del aditivo

1.2.1. Si la sustancia activa es una sustancia quimicamente definida y posee actividad antimicrobiana al nivel
de utilizacién en el pienso, deberdn presentarse estudios del espectro de accion antibacteriana del
aditivo mediante la determinacion de la concentracién minima inhibitoria (CMI) en diversas bacterias
patbgenas y no patdgenas gram-negativas y gram-positivas.

1.2.2. Estudios de la resistencia cruzada frente a antibidticos terapéuticos mediante la determinacion de la
concentracién minima inhibitoria en mutantes producidos «in vitro » cuya resistencia cromosomatica
al aditivo sea conocida. En el caso de los microorganismos que sean resistentes a los antibidticos tera-
péuticos, se demostrara la base genética de esa resistencia.

1.2.3. Estudios destinados a determinar si el aditivo puede seleccionar factores de resistencia. Estos estudios
deberan realizarse en condiciones de campo con las especies animales a las que se destine prioritaria-
mente el aditivo. A continuacion se investigara si los factores R que eventualmente se hayan descu-
bierto son portadores de una resistencia miltiple y transmisible.
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1.2.4.

1.2.5.

1.2.6.

1.2.7.

1.2.8.

1.3.

1.3.1.

1.3.2.

Estudios destinados a determinar el efecto del aditivo sobre :
— la microflora del tracto digestivo,

— la colonizacién del tracto digestivo, si se trata de un microorganismo o de una mezcla de varias
cepas de microorganismos,

— la diseminaci6én o excrecién de microorganismos patégenos, si la sustancia activa est4 quimica-
mente definida y posee actividad antimicrobiana.

En caso de que la sustancia activa demuestre poseer una accién antimicrobiana, se efectuardn estudios
de campo para determinar el porcentaje de bacterias resistentes al aditivo. Dichos estudios se reali-
zarén a grandes intervalos temporales antes, durante y después (un mes) de la utilizacién del aditivo.

Si la sustancia activa es un microorganismo, debera determinarse si es resistente a los antibidticos.

Si la sustancia activa (por ejemplo, preparados enzimaticos) es producida por microorganismos, se
determinard la cantidad de organismos productores viables.

Si el aditivo contiene o consiste en un organismo genéticamente modificado, en los términos de los
apartados 1y 2 del articulo 2 de la Directiva 90/220/CEE, se proporcionars la siguiente informacién :

— una copia del consentimiento o consentimientos por escrito de las autoridades competentes para la
liberacién intencional en el medio ambiente de los organismos modificados genéticamente, con
fines de investigacitn y desarrollo, de conformidad con el apartado 4 del articulo 6 de la Directiva
90/220/CEE, y el resumen de la notificacién contemplada en el articulo 9 de dicha Directiva con
arreglo al modelo establecido en la Decisién 91/596/CEE del Consejo (),

— el expediente técnico completo con la informacién que se dispone en el Anexo 1I de la Directiva
90/220/CEE, ampliado en caso necesario para tener en cuenta la diversidad de entornos de uso del
aditivo, que contenga informacién sobre los datos y resultados obtenidos en la liberacién de los
organismos con fines de investigacion y desarrollo en los ecosistemas que puedan verse afectados y
una evaluacién de los posibles riesgos que presenten para la salud humana, la salud animal y el
medio ambiente los organismos modificados genéticamente contenidos en el producto, evaluacién
que debera incluir datos obtenidos en la fase experimental,

— las condiciones de comercializacién del aditivo, entre las que figurarin las condiciones especiales
de uso y manipulacién y una propuesta de etiquetado y envasado que debers ajustarse como
minimo a los requisitos del Anexo III de la Directiva 90/220/CEE.

Si la persona responsable del expediente, a la vista de los resultados de una liberacién de tales orga-
nismos notificada con arreglo a la parte B de la Directiva 90/220/CEE o por motivos cientificos justifi-
cados y razonados, considera que la comercializacién o el uso del aditivo no presenta riesgos para la
salud humana, la salud animal ni el medio ambiente, podr4 proponer que no sea obligatorio cumplir
uno o varios de los requisitos del Anexo III B.

Deber4 incluirse informacién sobre los datos o resultados obtenidos en la liberacién, notificada previa-
mente o en el momento y efectuada por la persona responsable del expediente dentro o fuera de la
Comunidad, del mismo organismo modificado genéticamente o de las mismas combinaciones de
organismos.

Podran mencionarse otros datos o resultados extraidos de notificaciones presentadas previamente por
terceros, con la autorizacidn escrita de éstos.

Estudios del metabolismo y de los residuos(®) () (5i la sustancia activa’ es una sustancia quimica-
mente definida)

Estudio del metabolismo

— balance metabélico : velocidad y grado de absorcién y de eliminacién de la sustancia activa,
— determinacién de las vias metabélicas y de los principales metabolitos,

— distribucién y excrecién (biliar, urinaria, fecal) de los metabolitos,

— en su caso, influencia de la microflora del intestino o de la panza, del ciclo enterohepdtico y de la
cecotrofia en el metabolismo.

Estudios analiticos de los residuos : composicién cualitativa y cuantitativa de los residuos (sustancia
activa, metabolitos) en los diferentes productos alimenticios de origen animal, en equilibrio metabd-
lico y en las condiciones pricticas de empleo del aditivo.

() DO n° L 322 de 23. 11. 1991, p. 1.

() Los estudios indicados en los puntos 1.3.1, 1.3.3 y 1.3.4 se realizarin con moléculas marcadas u otros métodos apropiados,
debiéndose justificar en cada caso el método elegido. El marcado deberd ajustarse al objetivo que se persiga.

() Si la sustancia activa es producida por fermentacién, los estudios deberan hacerse extensivos a las sustancias que se deri-
ven del proceso de produccién.



11. 8. 94 Diario Oficial de las Comunidades Europeas Ne L 208/23

1.3.3. Estudio cinético de los residuos (tras la ingestidn reiterada del aditivo segin el empleo propuesto):
persistencia de la sustancia activa y de los principales metabolitos en los diferentes drganos y tejidos
después de retirar el pienso que contenga el aditivo.

1.3.4. Bstudio de la biodisponibilidad de los residuos presentes en los productos alimenticios de origen
animal (véase el punto 3.7).

1.3.5. Métodos de control : métodos de determinacién cualitativa y cuantitativa utilizados en los estudios
contemplados en los puntos 1.3.1 a 1.3.4, con indicacién de los indices de recuperacion, de la especifi-
cidad y de los limites de deteccion. Los métodos de determinacién de los residuos deberin ser sufi-
cientemente sensibles para detectar los residuos hasta niveles toxicoldgicamente no significativos.

2. Estudios de los residuos excretados (si la sustancia activa es una sustancia quimicamente
definida)

2.1. Naturaleza y concentracién de los residuos derivados del aditivo (sustancia activa, metabolitos) en los
excrementos.

2.2. Persistencia (valor de semivida) y cinética de eliminacién de los residuos en los purines, estiércoles y
camas.

2.3.  Efectos en la produccion de metano

24. Degradacién, persistencia (valor de semivida) y cinética de eliminacién en los suelos (comparando
diversos tipos de suelo).

2.5. Efectos en la fauna del suelo y en los procesos microbianos de transformacion (por ejemplo, descom-
posicién de los residuos vegetales y animales).

2.6. Efectos en los vegetales terrestres (por ejemplo, germinacion de semillas, crecimiento de plantas, absor-
cidn a través de plantas, etc.). Estos estudios se efectuaran en condiciones controladas y en condiciones
de campo con diferentes especies vegetales.

2.7. Solubilidad y estabilidad en el agua de los productos derivados del aditivo (sustancia activa, metaboli-
tos).

2.8. Efectos en la vida acudtica
2.8.1. Efectos en la flor (por ejemplo, Chlorella).
2.8.2. Toxicidad en invertebrados (por ejemplo, Daphnia magnd).

2.8.3. Toxicidad en peces (por lo menos dos especies salvajes del territorio de la Comunidad).

3. Estudios con animales de laboratorio

Estos estudios analizardn la sustancia activa y sus principales metabolitos o productos si también éstos
se hallan presentes en los productos comestibles animales y estan biodisponibles. En la medida de lo
posible, se elegirdn animales de laboratorio que puedan digerir y metabolizar el aditivo de forma
similar al ser humano o a las especies a las que se destine el aditivo.

Se facilitar una descripcion detallada de las pruebas efectuadas, precisando la especie y la estirpe de
los animales utilizados, la magnitud y el nimero de grupos de ensayo y de grupos testigo, las dosis
administradas, la composicién de la dieta y los resultados de los analisis de piensos, las condiciones de
cria, la duracidén exacta de las pruebas, las fechas de los distintos exdmenes y la mortalidad. Se descri-
biran en informes exhaustivos los fenémenos patoldgicos macroscopicos e histopatolégicos observados
en todos los animales de ensayo, con indicacién del momento de la aparicién de todas las lesiones
patolégicas. Todos los resultados, incluida la evaluacién estadistica de los mismos, se presentardn deta-
lladamente.

3.1. Toxicidad aguda (no pertinente para los macroorganismos)

3.1.1. Se efectuaran estudios de toxicidad aguda por via oral con dos especies animales (una de ellas sera,
preferentemente, la rata). La dosis maxima no debera sobrepasar 2 000 mg/kg de peso corporal. Se
facilitarin observaciones detalladas de los efectos biolégicos observados durante un periodo minimo de
dos semanas después de la ingestién. Estos estudios no serdn necesarios cuando se trate de preparados
enzimaticos.

3.1.2. Se dedicaran estudios a la toxicidad aguda por inhalacidn, al efecto irritante en la piel, si fuere nece-
sario en las mucosas, y al potencial alergénico, realizando para ello pruebas adecuadas que permitan la
evaluacién de los posibles riesgos asociados a la manipulacién del aditivo.

3.2.  Mutagénesis

3.2.1. Si la sustancia activa es una sustancia quimicamente definida :

Con objeto de identificar las sustancias activas o sus metabolitos o productos que posean propiedades
mutagénicas, se efectuard una combinacién selectiva de pruebas de mutagénesis basadas en diferentes
mecanismos genéticos. Estas pruebas deberin realizarse para la activacién metabdlica en presencia y
en ausencia de un preparado de microsomas de mamiferos.
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3.2.2.

3.3.

3.4.

3.5.

Se recomienda la siguiente combinacién de pruebas :
a) una prueba de mutaciones de genes en sistema procaridtico ;

b) una prueba de mutaciones de genes en sistema eucaridtico in vitro o una prueba letal recesiva
asociada al sexo con Drosophila melanogaster;

¢) una prueba de aberraciones cromosbémicas in vitro e in vivo.

Sin embargo, esta combinacién no significa que los demés tipos de pruebas sean inapropiados o que
no se acepten como alternativa otras pruebas, especialmente in wvivo.

En todos los casos deberd justificarse la eleccién de las pruebas. Estas se habrin de realizar con arreglo
a procedimientos establecidos y validados. En funcién de los resultados de las pruebas, del perfil toxi-
cologico general de la sustancia y del uso previsto, podré ser preciso efectuar examenes complementa-
rios.

Para los preparados enzimiticos derivados de microorganismos, las pruebas que normalmente se
exigiran son las siguientes :

a) una prueba de mutaciones génicas en bacterias ;

b) una prueba de aberraciones cromosémicas (preferentemente in vitro).

Las pruebas toxicolbgicas se realizardn, en la medida de lo posible, en un lote del producto final de
fermentacién purificado, antes de afiadir excipientes, diluyentes u otras sustancias. Por norma general,
deberéan realizarse con arreglo a directrices establecidas (') por organismos internacionales reconocidos,
si bien, debido a los efectos que la naturaleza proteica o las actividades enzimaticas de algunos prepa-
rados enzimaticos pueden producir a nivel celular, podrin necesitarse algunas modificaciones de los
protocolos modelo de pruebas, especialmente en el caso de las pruebas iz vitro. Dichas modificaciones
se aceptardn si se aportan argumentos que las justifiquen.

El sistema de pruebas se disefiard para poner de manifiesto reacciones téxicos no especificadas y posi-
bles efectos genotoxicos. La combinacién de la informacidn de las caracteristicas generales con la que
arroje ese conjunto de pruebas hard posible detectar la presencia en el producto tanto de toxinas espe-
cificas bien conocidas como de componentes téxicos desconocidos.

El informe toxicolégico deberd incluir documentacién que demuestre satisfactoriamente que las
pruebas se han realizado con el material que constituye la base del producto comercial descrito en el
expediente tecnoldgico.

Aspectos farmacocinéticos

Si la sustancia activa es una sustancia quimicamente definida, deberén efectuarse estudios de balance y
de identificacion de metabolitos, empleando para ello moléculas debidamente marcadas u otras
técnicas apropiadas y abarcando la administracién tanto de dosis tinicas como de dosis miltiples de la
sustancia activa en periodos de tiempo convenientes. Los estudios del metabolismo habran de
comprender ademas la investigacién de la farmacocinética de la sustancia activa y de los principales
metabolitos. Se prestard atencién a las diferencias que presente la metabolizacién de la sustancia activa
por las distintas especies animales con objeto de elegir entre éstas la que sea mas 1til para las investi-
gaciones toxicoldgicas posteriores.

Toxicidad subcrénica

En general, estos estudios deberan realizarse con dos especies animales (una de ellas serd, preferente-
mente, la rata). La segunda podra ser, en ciertos casos, una de las especies a las que se destine el
aditivo. La sustancia se administrard por via oral y se determinaré la relacién dosis-respuesta. La dura-
cién de la prueba en roedores serd como minimo de noventa dias.

En algunos casos serd preciso efectuar estudios de una duracién de entre seis meses y dos afios con
animales no roedores para determinar las diferencias de sensibilidad de las distintas especies animales
a la sustancia de que se trate.

Estos estudios no serdn necesarios cuando se trate de microorganismos. En el caso de los preparados
enzimaticos derivados de microorganismos, podr4 bastar con una prueba de toxicidad oral de noventa
dias realizada con una especie de roedores.

Toxicidad cronica/carcinogenicidad

Los estudios de toxicidad crénica deberdn efectuarse con una especie de roedores (preferentemente
ratas) y los de carcinogenicidad preferentemente con dos. La sustancia se administrara por via oral en
diferentes dosis. Asimismo, se podra efectuar un estudio combinado de toxicidad crénica y carcinoge-
nicidad con exposicién in-utero, Los ensayos se prolongarin un minimo de veinticuatro meses en el
caso de las ratas y de dieciocho meses en el de los ratones. Si se continda mas alld de este periodo
minimo, el experimento finalizard cuando el porcentaje de animales supervivientes de cada grupo, con
excepcién del que haya recibido la dosis mas alta, quede reducido al 20 %.

() Como, por ejemplo :

Presentacién de una solicitud para la evaluacién de un aditivo alimentario antes de su autorizacién. 1989 (ISBN 92-
826-0135-B).

Informe del Comité cientifico de alimentacién humana sobre directrices para la evaluacién de seguridad de los aditi-
vos alimentarios. 1980, 10a serie de informes (EUR 6892).



11. 8. 94 Diario Oficial de las Comunidades Europeas Ne L 208/25

Durante el periodo de pruebas se realizaran, a intervalos adecuados, analisis de quimica clinica, hema-
toldgicos y urinarios completos. Deberin efectuarse exdmenes macroscopicos e histolgicos completos
de todos los animales que mueran durante las pruebas y de todos los que sobrevivan al término de
.

éstas.

Estos estudios no seran necesarios cuando se trate de microorganismos o de preparados enzimaticos.
3.6. Toxicidad reproductiva (si la sustancia activa es una sustancia quimicamente definida)

Los estudios de los efectos en la reproduccion se efectuardn preferentemente con ratas. Se extenderin
como minimo a dos generaciones en linea directa y podran combinarse con estudios de embriotoxici-
dad, teratogénesis incluida. Todos los pardmetros referentes a la fertilidad, la gestacién, el parto y la
situacién peri y postnatal deberdn estudiarse y anotarse cuidadosamente. Los estudios especificos de
teratogénesis tendran .que efectuarse con al menos dos especies animales apropiadas.

3.7.  Toxicologia de los metabolitos (si la sustancia activa es una sustancia quimicamente definida)

Se requerird informaci6n relativa al cdlculo de la concentracidén de residuos como base para la evalua-
ciébn de los riesgos para el ser humano.
Se presentaran las bases para el célculo del tiempo de espera propuesto. Los estudios mencionados en
el punto 1.3.4 deberdn efectuarse con animales de laboratorio.

3.8.  Otros estudios

Podra presentarse cualquier otro estudio especial que aporte complementos de informacién utiles para
la evaluacion de la sustancia (por ejemplo, sobre la biodisponibilidad, la neurotoxicidad o la inmuno-
toxicidad).

CAPITULO V
MODELO DE MONOGRAFIA

1. Identidad del aditivo

1.1.  Denominacion o denominaciones comerciales propuestas

1.2.  Tipo de aditivo segiin su funcion principal

1.3.  Composicion cualitativa y cuantitativa (sustancia activa, otros componentes, impurezas)

14. Estado fisico, tamasio de las particulas

1.5.  Tratamientos especificos eventuales

N. B.: §Si la sustancia activa es una mezcla de componentes activos, cada uno de los cuales ser clara-
mente definido, deberan describirse por separado los principales, indicindose su proporcién en
la mezcla.

Caracteristicas de la sustancia activa

2.1.  Sustancias quimicamente definidas : denominacién genérica, denominacién quimica segiin la nomen-
clatura UIQPA, otras denominaciones genéricas internacionales y abreviaturas. Nimero CAS (Che-
mical Abstracts Service Number).

Microorganismos : denominacién y descripcién taxondémica segin los cdédigos de nomenclatura inter-
nacionales. También podrin emplearse otros manuales de clasificacién reconocidos internacional-
mente (*).
Preparados enzimaticos : denominacién segin las principales actividades enzimaticas descritas en
IUB/UIQPA. Numeros EINECS y CAS.

2.2.  Férmula empfrica y estructural y peso molecular. Si la sustancia activa es un producto de fermenta-
cién, composicién cualitativa y cuantitativa de los principales componentes.
Microorganismos : nombre y lugar de la coleccién de cultivos donde se encuentre depositada la cepa,
si es posible una colecciéon de la CE, y nimero de registro, modificaciones genéticas y todas las
propiedades pertinentes para su identificacién.
Preparados enzimaticos : origen biolégico (si son de origen microbiano : nombre y lugar de la colec-
cién de cultivos donde se encuentre depositada la cepa, si es posible una coleccion de la CE, y nimero
de registro, modificaciones genéticas y todas las propiedades pertinentes para su identificacin), activi-
dades en relacién con los correspondientes sustratos tipo quimicamente puros y otras caracteristicas
fisicoquimicas.

2.3. Grado de pureza
Composicién cualitativa y cuantitativa de las impurezas.
Microorganismos : estabilidad genética y pureza de las cepas cultivadas.

Preparados enzimaticos :

— pureza [grado de contaminacién microbiana, metales pesados, ausencia de toxinas (por ejemplo,
micotoxinas) procedentes del organismo fuente, demostrada por un método adecuado];

(") Como el Manual of Systematic Bacteriology de Bergey, The Yeasts, a taxonomic study de Lodder y Kreger van Rij,
Ainsworth and Bisby’s Dictionary of the Fungi de Hawksworth, Sutton y Ainsworth, o The Genus Aspergillus de Raper
y Fennel.
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24.

3.2.

3.3.

34.

3.5.

4.2.

4.3.

5.2.

5.3.

— ausencia de actividad antimicrobiana al nivel de utilizacién en el pienso, determinada por un
método apropiado ;

— composicién de los componentes no enzimaticos (particularmente de los sélidos organicos totales).
Propiedades pertinentes

Sustancias quimicamente definidas : propiedades electrostiticas, punto de fusién, punto de ebullicién,
temperatura de descomposicién, densidad, tensién de vapor, solubilidad en agua y en disolventes orga-
nicos, espectro de masa y de absorcién y cualquier otra propiedad fisica pertinente.

Microorganismos : propiedades relevantes para la identificacidén y el uso previsto (por ejemplo, forma
vegetativa o esporulada, UFC por gramo, etc.).

Preparados enzimdticos : valores 6ptimos de pH y temperatura y demis propiedades pertinentes.

Propiedades fisicoquimicas, tecnoldgicas y bioldgicas del aditivo

Estabilidad (para los microorganismos : pérdida de actividad bioldgica, por ejemplo, viabilidad)
respecto a agentes atmosféricos tales como la luz, la temperatura, el pH, la humedad y el oxigeno.
Periodo de validez.

Estabilidad (para los microorganismos : pérdida de actividad bioldgica, por ejemplo, viabilidad) durante
la preparacién de las premezclas y los piensos, en particular, estabilidad frente el calor, la presién y la
humedad. Eventuales productos de descomposicién.

Estabilidad (para los microorganismos : pérdida de actividad biolégica, por ejemplo, viabilidad) durante
la conservacién de las premezclas y los piensos en condiciones determinadas. Periodo de validez.

Otras propiedades fisicoquimicas, tecnoldgicas y biolégicas pertinentes, como la aptitud para formar
mezclas homogéneas en las premezclas y en los piensos, propiedades en relacién con la formacién de
polvo y, para los microorganismos y los preparados enzimiticos, evaluacién de la resistencia a la degra-
daci6n o a la pérdida de actividad bioldgica en el tracto digestivo 0 mediante sistemas de simulacién
in vitro.

Incompatibilidades o interacciones fisicoquimicas o bioldgicas (por ejemplo con los piensos, con otros
aditivos aprobados o con medicamentos).

Métodos de control

Descripcién de los métodos aplicados para establecer los criterios enunciados en los puntos 1.3, 2.3,
2.4, 3.1, 3.2, 33 y 3.4 de este capitulo.

Descripcién de los métodos de anilisis cualitativo y cuantitativo empleados para determinar los resi-
duos de aditivos en los productos animales.

Si dichos métodos han sido publicados, bastard con indicar las referencias bibliograficas, debiéndose
facilitar una separata de la publicacién.
Propiedades bioldgicas del aditivo

Coccidiostaticos y otros medicamentos : datos sobre los efectos profilacticos (por ejemplo, morbilidad,
ndmero de ooquistes y calificacién de las lesiones).

Aditivos zootécnicos distintos de los contemplados en el punto 5.1, incluidos, en su caso, los microor-
ganismos y preparados enzimaticos : datos sobre los efectos en la eficacia nutritiva, en el crecimiento
de los animales, en las caracteristicas y el rendimiento de la produccién animal, en el bienestar animal
y en otros parametros que tengan efectos positivos en la produccién animal.

Eventuales contraindicaciones o advertencias, incluidas las incompatibilidades bioldgicas, justificindo-
las.

Indicacién cuantitativa y cualitativa de los eventuales residuos encontrados en productos de
origen animal después de haber seguido las condiciones de empleo del aditivo previstas.

Otras caracteristicas pertinentes para la identificacién del aditivo.




