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Resumo

Técnicas analiticas no control da fraude por substitucién en produtos da
pesca e a sua aplicacidon en Espafia

A alta complexidade na cadea alimentaria que presentan os produtos da pesca € ideal para a
presenza de actividades fraudulentas que poden supofier un risco elevado para a satde publica.
Co fin de combater as fraudes alimentarias neste sector, existen numerosos mecanismos publicos
que verifican que as actividades dos operadores son completamente licitas. Entre eses
mecanismos preséntanse unha gran variedade de técnicas analiticas, tanto de indole biol6xica
como quimica, que permiten identificar con elevada precision as especies que se presentan nos
mercados. Entre as mais empregadas destacan o codigo de barras do ADN, a PCR (sobre todo as
variantes que emiten resultados a tempo real) e a espectrometria, todas elas contan con numerosos
estudos que avalan a sla efectividade para esta labor. Unha boa implementacién destas
ferramentas nas inspecciéns pode supofier un avance mais cara a mellorar a loita contra a fraude

alimentaria.

Palabras chave: rastrexabilidade, métodos analiticos, peixe, fraude, inspeccion, control oficial,

Espana.



Resumen

Técnicas analiticas en el control del fraude por substituciéon en productos de
la pesca y su aplicacion en Espafia

La alta complejidad en la cadena alimentaria que presentan los productos de la pesca es ideal para
la presencia de actividades fraudulentas que pueden suponer un riesgo elevado para la salud
publica. Con el fin de combatir los fraudes alimentarios en este sector, existen numerosos
mecanismos publicos que verifican que las actividades de los operadores son completamente
licitas. Entre estos mecanismos se presentan una gran variedad de técnicas analiticas, tanto de
indole biolégica como quimica, que permiten identificar con elevada precision las especies que
se presentan en los mercados. Entre las mas empleadas destacan el codigo de barras del ADN, la
PCR (sobre todo las variantes que emiten resultados en tiempo real) y la espectrometria, todas
ellas cuentan con numerosos estudios gque avalan su efectividad para esta labor. Una buena
implementacion de estas herramientas en las inspecciones puede suponer un avance mas en la

mejora de la lucha contra el fraude alimentario.

Palabras clave: trazabilidad, métodos analiticos, pescado, fraude, inspeccion, control oficial,

Espafia.



Abstract

Analytical techniques in the control of substitution fraud in fishery products
and their application in Spain

The high complexity of the food chain for fishery products is ideal for fraudulent activities that
can pose a high risk to public health. In order to combat food fraud in this sector, numerous public
mechanisms are in place to verify that operators' activities are completely legal. These
mechanisms include a wide variety of analytical techniques, both biological and chemical, which
allow highly accurate identification of the species sold on markets. Among the most used are
DNA barcoding, PCR (especially those varieties with real-time results) and spectrometry, all of
them appear in several studies that support their effectiveness for this work. A good
implementation of these tools in inspections can be a further step improving the fight against food
fraud.

Key words: traceability, analytical methods, fish, fraud, inspection, official control, Spain.
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1. Introducion e obxectivos

Os produtos da pesca, definidos no Regulamento (CE) N° 853/2004 como todos aqueles animais
marifios ou de auga doce (salvo os moluscos bivalvos vivos, 0s equinodermos vivos, o0s tunicados
vivos e 0s gasterépodos marifios vivos, asi como todos os mamiferos, réptiles e ras), sexan
salvaxes ou de cria, incluindo tédalas partes e produtos comestibles do devanditos animais,
caracterizanse por seren alimentos cunha importante achega de proteinas de alto valor biol6xico,
vitaminas, minerais en abundancia e 4cidos graxos. Con respecto & carne, o peixe distinguese polo
predominio de &cidos graxos insaturados, destacando o seu contigo en omega-3, 0 que se traduce
en importantes efectos beneficiosos sobre o sistema circulatorio do consumidor e ata unha

diminucidn do risco de padecer certos tipos de cancer (Domingo et al., 2007).

Unha das rexiéns europeas con maior comercio e consumo de produtos da pesca é Espafia (De
Battisti et al., 2014). Neste pais, o ambiente dunha gastronomia tradicional na que o peixe
preséntase como un alimento fundamental e de elevado valor comercial, sumado 6 intricado
mercado deste tipo de produtos (gran cantidade de intermediarios antes de chegar 6 consumidor

final), resultan nun caldo de cultivo comercial idéneo para a aparicion de situacions fraudulentas.

Os perigos derivados da fraude son numeroso e abarcan tanto o ambito econémico como o de
salde publica. As actividades para evitalas e controlalas son fundamentais para asegurar un

comercio seguro do peixe.

O obxectivo deste traballo é facer unha recompilacion bibliogréafica das principais técnicas
analiticas dispofiibles para a identificacion efectiva das especies de peixe habitualmente
comercializadas en Espafia. A intencién é mostrar e comparar a sUa eficacia para atallar o fraude
por substitucion e o etiquetado erréneo e, a maiores, comprobar a sta utilidade para implementar
o labor das autoridades competentes con respecto & seguridade alimentaria, determinando cales
poden ser as ferramentas que mellor se adapten a deteccién da fraude nos produtos da pesca do

mercado espariol.

1.1. Situacion actual do sector pesqueiro na Union Europea

O comercio de peixe e demais produtos pesqueiros é un dos sectores mais importantes da industria
alimentaria. Estimouse unha producion mundial total de 179 milléns de toneladas durante o ano
2018, das cales, 159 destinaronse 6 consumo humano. Un sector no que Europa aporta un 10 %
da producion total de peixe e, dentro do continente, Espafia participa co 1 % da totalidade da
producion da pesca de captura marifia, situandose como un dos 25 principais produtores a nivel
mundial (FAQ, 2020).

Dentro da producion total a acuicultura representa un 46 %, mostrando un incremento gradual nas

Gltimas décadas. Semella que vai superar nun futuro proximo as capturas de peixe salvaxe. Na
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acuicultura, a maior representacion atdpase nas especies extractivas coma os bivalvos marifios

con mais da metade das toneladas obtidas en todo o mundo 6 longo do ano 2018 (FAO, 2020).

En Espafia, dende 2008, foi diminuindo a cantidade de compra de produtos pesqueiros. Pese a
esta reducién, os fogares destinan a mercar este tipo de produtos 6 redor dun 12,94 % do seu
presuposto asignado para alimentacion. Ademais, o prezo medio das mercadorias incluidas na
categoria de produtos pesqueiros (peixes frescos, peixes conxelados, mariscos, moluscos,
crustaceos e conservas de peixes e moluscos) incrementouse ata 8,66 €/kg no 2019. Neste mesmo
ano, o consumo per cépita individual destes produtos situouse en 22,53 kg (Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacion [MAPA], 2020).

Os produtos da pesca mais consumidos nos Gltimos anos (Taboa 1), contintan sendo os frescos,
seguidos das conservas e, a continuacién, do marisco fresco (MAPA, 2020). A maior parte do
comercio esta representado pola venda de peixe fresco ou refrixerado para o consumo humano
directo. Porén, unha gran parte do peixe, principalmente nos paises desenvolvidos, destinase para

conxelados, conservas e outros tipos de elaboracions.

Taboa 1. Consumo de produtos da pesca en Espafia no periodo 2014-2019 (Fonte: INE, 2020).

Cantidade consumida total (miles de unidades)
2019 2018 2017 2016 2015 2014

Peixe fresco ou

. 355.250 358.735 365.220 390.274 396.424 397.814
refrixerado (K)

Peixe conxelado (K) 77.495 80.115 75.691 86.986 86.356 96.305

Marisco fresco ou

. 127.530 121.233 124.639 138.052 150.588 145.249
refrixerado (K)

Marisco conxelado (K) 51.924 49.213 51.979 50.734 55.697 53.722

Peixe e marisco seco,

23.379 23.706 21.522 26.156 26.943 25.460
afumado ou salgado (K)

Peixe e marisco procesado
e outras preparacions de 237.997 246.761 254.055 246.152 264.247 257.800
peixe e marisco (K)

Precisamente, os paises desenvolvidos son 0s que tefien as restricibns mais estritas para a
comercializacion e transporte do peixe vivo e refrixerado, o que supén un maior control nas
materias de hixiene alimentaria e nos requisitos de calidade deste tipo de alimentos (FAO, 2020).
O acceso libre & informacion, as campafias de concienciacién e as tendencias sociais mostran un
aumento na preocupacion dos consumidores por temas como a sostibilidade, a calidade ou a
inocuidade dos alimentos, impulsando sistemas de rastrexabilidade e de certificacion cada vez
mais completos e eficaces (FAO, 2020) cos que se favoreza un comercio Xusto e seguro no que o

consumidor poida escoller atendendo & informacion importante dos produtos que queira mercar.
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1.2. Fraude alimentaria nos produtos da pesca

Definese no Diccionario panhispanico del espafiol juridico (2017) o concepto de fraude
alimentaria como o “delito consistente en adulterar alimentos ou bebidas destinados a consumo
humano ou en comerciar cos mesmaos, ou con xénero corrompidos, con perigo para a salde das
persoa”. Pdédense incluir nesta definicion o emprego de sustancias prohibidas ou o intento de
enmascarar defectos dos propios alimentos a sabendas de que pode resultar perigoso para a salde
dos consumidores. O obxectivo da fraude adoita ser o incremento dos beneficios econémicos
alterando o valor dos produtos que van ser comercializados ou reducindo os seus custos de
producion (Everstine et al., 2013). Tratase dun delito contra a satde publica recollido nos artigos
363- 367 do Cdadigo Penal.

A caracteristica da fraude alimentaria é a intencionalidade das accions co fin de obter un beneficio
econdémico mediante o incumprimento da normativa, tendo como resultado o descontento dos
consumidores (Comision Europea, 2020a). Non se trata unicamente das repercusiéns econdémicas
que estas actividades desencadean, xXa que 0S enganos comercias pofien en risco a salde dos
propios consumidores sexa por alérxenos, parasitos, contaminacion quimica, farmacoloxica ou

toxinas, entre outros. A isto debemos sumarlle as consecuencias ambientais derivadas da pesca

ilegal, non declarada e non regulamentada

PESCA ACUICULTURA
(INDNR) que provoca sobreexplotacion de P sl
poboacions marifias e destrucion dos habitats
) Pienso/Alimento

acuaticos. De ai a importancia da loita coordinada Hnsbordy

R ; ; Transporte Transporte
e intensiva sobre a fraude no comercio dos /
prOdUtos da pesca' Comprador secundario/ . " X

it et C;’::]‘;';(“::rpl:x‘::’/ w=p Almacenamiento
O sector pesqueiro e da acuicultura é altamente @
, . . . Distribuid

vulnerable & fraude alimentaria. Existen 2“ %"r

dlferenzas de preZOS COﬂSlderabIeS entre espeCIeS Servicio de comida  Comercio Restaurante  Minorista
semellantes que, sumado & complexidade do X j
sector (Gréfica 1), forman un contexto idéneo :

para as actividades fraudulentas (FAO, 2020).

Consumidor final

Grafica 1. Participantes do sector pesqueiro ata o
Debido a estas practicas desleais estimanse unhas consumidor final (elaboracion propia, baseado no
. ] traballo de Leal et al., 2015).
perdas de 30 000 milléns de euros anuais na
industria alimentaria de produtos pesqueiros a nivel mundial (Secretaria General del Consejo,

2019).

1.2.1. Categorias de fraude alimentaria
A EU Food Fraud Network divide en cinco categorias principais as distintas formas de incorrer

en delito de fraude alimentaria: (1) erros no etiquetado, (2) adulteracion dos produtos, (3)
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tratamentos ou procedementos prohibidos, (4) fallos na documentacion e (5) incumprimento dos

dereitos de propiedade intelectual (Comision Europea, 2020a).

1)

2)

3)

4)

5)

Etiquetado erroneo intencionado. Declaracion incompleta ou inexistente de produtos
empregados na elaboracion dos alimentos, por exemplo, non incluir no etiquetado a presenza
dalguns aditivos ou engadilos pero de maneira incompleta. Tamén poden incluirse as
etiquetas enganosas que usan categorias comerciais como “organico” ou “ecoldxico” en
produtos que non cumpren coas especificacions. E a forma de fraude mais comin na Unidn
Europea.

Adulteracion dos produtos. Relacionase principalmente coa substitucion de especies mais
caras por outras de menor prezo no mercado. Os nomes comdns do peixe adoitan ser
diferentes segundo as zonas onde se atopen; esta situacion causa confusion nos consumidores
cando son empregados tameén como nomes comerciais polo tanto, estas préacticas
intencionadas poden ser utilizadas como mecanismo de fraude alimentaria nesta clase de
produtos (Pardo & Jiménez, 2020). Incliense nesta categoria as dilucions ou adiciéns doutros
produtos gque tamén provocan a confusién do consumidor sobre o0 que esta a mercar.
Tratamentos e procedementos prohibidos. Emprego de substancias recollidas como
prohibidas na normativa europea ou gque superan os limites maximos de residuos establecidos
(LMR). Os procedementos de elaboracion deben estar en consonancia coa normativa europea
e estatal aplicable en materia de hixiene.

Fallos na documentacion. Por falsificacion de datos ou falta de informacion obrigatoria que
impiden unha correcta rastrexabilidade dos produtos.

Incumprimento dos dereitos da propiedade intelectual. Denominacions de mercadorias baixo
o nomeamento especifico de certificacions de calidade como a Indicacion Xeogréfica
Protexida (IXP) ou a Denominacion de Orixe Protexida (DOP) sen cumpriren a lexislacion

sobre as mesmas.

Segundo o informe anual sobre a fraude alimentaria na Union Europea realizado pola Comisién,

no ano 2019 notificronse, por parte dos paises membros, 292 casos de fraude dos cales 42

atdpanse baixo a categoria de peixe e produtos da pesca, sendo esta a segunda categoria que mais

notificacions rexistrou, superada unicamente polos aceites. Espafia participou neste informe con

4 avisos 0 longo do ano (Comision Europea, 2020a).

Europa é a principal zona de importacion de peixe, situacion que segue unha tendencia & alza co

paso dos anos (FAO, 2020), sendo Espafia o pais mais importador e grande exportador destas

mercadorias dentro da Unién Europea (Saubi, 2019). Existe unha crecente preocupacion por

12



detectar a fraude no comercio mundial® e as medidas adoptadas no continente son un bo reflexo

desta inquietude.

No ano 2014 nace un proxecto coordinado entre 60 participantes e promotores procedentes dos
estados membros da Union Europea (mais dous alleos, un de China e outro de Arxentina)
chamado FoodIntegrity. A propia UE financia publicamente este proxecto. O obxectivo desta
organizacion versa sobre a loita contra a fraude alimentaria en tédolos niveis da cadea alimentaria,
implementando métodos e ferramentas que permitan asegurar a calidade e a seguridade dos
alimentos. O apartado 6 do proxecto esta enfocado directamente 6s produtos pesqueiros (Fera,
2015), tratando de determinar novos métodos que favorezan unha analise efectiva dos produtos
como as ferramentas de screening ou as bases de recollida de datos sobre o etiquetado incorrecto.
De feito, unha das suas grandes propostas é a creacion dunha plataforma web de cofiecemento e
de almacenamento de datos sobre a fraude alimentaria, & que tefian acceso todos os axentes
implicados e as propias autoridades competentes como medida para fortalecer a loita ante estes
delitos (Fera, 2015).

Un ano despois, a Comision Europea pon en marcha un plan coordinado para cofiecer a incidencia
de peixe branco (bacallau, merluza, rodaballo, etc.) incorrectamente etiquetado no comercio
interior. Neste proxecto participan os 27 paises membros e 2 paises da European Free Trade
Association (EFTA). Analizanse cerca de 4000 mostras de 150 especies diferentes de peixe fresco
e produtos procesados. O 6 % das mostras analizadas resultaron non conformes; en Espafia a
porcentaxe de produtos de peixe branco mal etiquetado duplica a media europea (33 resultados
non conformes de 270 mostras). As técnicas empregadas para este estudo foron IEF
(isoelectroenfoque nativo), PCR-RFLP (reaccion en cadea da polimerase xunto co polimorfismo
de lonxitude de fragmentos de restricién), DNA-barcoding, RT-PCR (reaccion en cadea da
polimerase a tempo real) (Comision Europea, 2015).

Enfocando & fraude alimentaria no sector pesqueiro debemos recofiecer, a maiores das categorias
Xa citadas, a pesca ilegal ou non declarada, como pode ser superar os limites das cotas establecidas
ou a captura de especies prohibidas e talles inferiores aos permitidos; a fraude polo método de
captura, declarando falsamente un método de captura que non corresponde coa realidade da
actividade; e mesmo as condicions escravistas de traballo dos empregados e o benestar animal
asociado, sobre todo, ca acuicultura: densidades, procedementos de sacrificio ou o transporte (Fox
et al., 2018).

1 O escandalo da carne de cabalo do ano 2013 foi un dos maiores desencadeantes da nova situacion
lexislativa con respecto & fraude alimentaria no continente europeo. Atopouse carne de cabalo en produtos
carnicos de diversas cadeas comerciais vendidos como carne de vacun (Fresneda, 2013).
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En Espafia, o bacallau (llustracion 1), a merluza e o atun vermello son os produtos que adoitan
substituirse por especies de menor valor comercial
(Pardo & Jiménez, 2020). Nesta clase de alimentos, ’
canto maior é o grao de transformacién na industria
alimentaria e mais elaborados se encontran, mais
posibilidades existen de que a actividade fraudulenta

pase desapercibida.

. ., . lustracion 1. Filetes de bacallau (Fonte: Leffmann,
1.2.2. Lexislacion aplicable 2017).

A finais de 2013, publicase a nova Politica Pesqueira Comun (PPC), lexislada polo Regulamento
(UE) N° 1379/2013 e o Regulamento (UE) N° 1380/2013 do Parlamento Europeo e do Consello
nos que se establece unha organizacion comin de mercados para a industria da pesca e da
acuicultura (OCM) co obxectivo de contribuir a un mercado eficiente e transparente en favor dos

intereses tanto dos consumidores como dos produtores.

Na actualidade, a normativa europea en materia de inspeccion de produtos da pesca atOpase
regulada polo Regulamento (UE) N° 2017/625, que derrogaba o anterior regulamento sobre
controis oficiais e 0 Regulamento (CE) N° 854/2004, entre outros. Complétase a lexislacion co
Regulamento de Execucion (UE) N° 2019/627, o Regulamento (UE) N° 2019/624 e o
Regulamento (UE) N° 2019/628.

O Regulamento de Execucién (UE) N° 2019/627, de aplicacion directa en todolos estados
membros, determina os labores e procedementos do inspector veterinario respecto 6s alimentos
de orixe animal, incluindo os produtos da pesca. Segundo esta normativa, 0s controis oficiais
realizaranse en todolos buques atracados nos portos autorizados dos Estados membros, ainda que
tamén existe a posibilidade da inspeccion no mar. Seran tamén zonas de controis periddicos as
lonxas, 0s mercados grosistas, os lugares de almacenaxe e 0s transportes. Durante este labor, o
veterinario oficial debera velar pola satde publica prestando atencion a diversos criterios como a
calidade organoléptica, os indicadores de frescura do produto, a posibilidade de contaminacion
bidtica e abidtica ou os peixes velenosos. Aqueles produtos que fagan sospeitar de risco para a
salde deberan ser obxecto de mostraxe para realizar as comprobacions pertinentes. Toda
mercadoria que implique risco para a salde, tanto humana como animal ou por calquera razon

xustificada, podera declararse non apta para consumo.

Por outro lado, o control debe realizarse tamén cos documentos que acompafan a estes produtos.
Para evitar a fraude, os produtos pesqueiros sempre deben de acompafarse dos certificados
oficiais correspondentes. No Regulamento (UE) N° 2017/625 determinase a capacidade das
autoridades competentes para previr e sancionar o uso indebido dos certificados e a sUa

falsificacion. Esta normativa recolle as medidas a adoptar en caso de confirmarse o
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incumprimento, xunto cun réxime de sanciéns eficaces, proporcionadas e disuasorias aplicables
a estas situaciéns, pofiendo especial fincapé nas infraccions cometidas baixo accions fraudulentas
que atenten contra o dereito nacional. As sancidns presentan particularidades dentro de cada
comunidade, as autonomias tefien as stas propias leis de pesca nas que se reflicte este réxime

sancionador mais especifico c& normativa europea.

No referente & rastrexabilidade desta clase de produtos de orixe animal, o artigo 58 do
Regulamento (UE) N° 1224/2009 determina a obrigatoriedade directa de que os produtos tanto da
pesca como da acuicultura sexan rastrexables en tddalas stas fases da cadea de producion. Para
isto especifica a necesidade dun etiquetado completo e correcto no que se debera incluir de forma
imprescindible datos como 0 nome comun e cientifico da peza, a data de captura ou de producién
e a zona xeografica entre outros. O Regulamento (UE) N° 1379/2013, xa citado anteriormente,
completa indicando a informacion obrigatoria que debera aparecer no etiquetado cara 6
consumidor? engadindo, 6s datos xa mencionados, se o produto foi conxelado, a data de duracion

minima e o método de producion.

E importante ter en conta que a loita contra a fraude alimentaria require, non sé a actuacion dos
inspectores oficiais, sendn unha implicacion intersectorial que permita abarcar as posibles
infraccions que poidan cometerse dentro da cadea alimentaria. A dia de hoxe, é obriga dos
operadores das empresas alimentarias (tanto produtores primarios, como industrias, como
distribuidores) cumprir coa normativa vixente e, polo tanto, non incorrer en fraude. Non obstante,
para comprobar ese cumprimento, debe existir unha estreita colaboracion entre as autoridades
sanitarias, as autoridades fiscais, aduaneiras e policiais, incluindo tamén as institucions
encargadas da persecucion de delitos e outras forzas e corpos de seguridade estatais (Secretaria
General del Consejo, 2019). O obxectivo é abordar as situacions fraudulentas de maneira
coordinada para actuar da forma mais rapida e efectiva posible. A isto é indispensable sumarlle
as campafias de sensibilizacion dos destinatarios finais dos alimentos, os consumidores,
favorecendo a ampliacion do seu cofiecemento sobre o que implica a fraude alimentaria (DG
Health and Food Safety, 2020).

Unha das ferramentas clave da UE para garantir a seguridade alimentaria nos estados membros é
a RASFF (Rapid Alert System Feed and Food). Creada en 1979, permite o intercambio rapido de
informacion relativa a medidas tomadas en resposta a riscos graves, directos ou indirectos,
relacionados cos alimentos e pensos entre as autoridades competentes que participan no labor de

garantir produtos seguros para os consumidores no mercado (Comision Europea, 2020b). A nivel

2 Sen prexuizo do Regulamento (UE) N° 1169/2011 sobre a informacion alimentaria facilitada 6
consumidor.
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nacional existe tamén unha rede de intercambio de informacién rapida chamada SCIRI (Sistema
Coordinado de Intercambio Répido de Informacion) que permite e facilita a vixilancia das
posibles incidencias alimentarias que poidan repercutir na satde dos consumidores, entre as que
se atopan as actividades fraudulentas en calquera punto da cadea alimentaria. O SCIRI at6pase
integrado tamén nos sistemas de alerta europeos como a RASFF (Axencia Espafiola de
Seguridade Alimentaria e Nutricién [AESAN], 2019).

2. Materiais e métodos

A procura bibliografica realizouse a través das bases de datos Google Scholar, Web of Science,
Pubmed e Dialnet, empregando as seguintes palabras chave en inglés: fishery, fraud e analytical
methods. O periodo temporal de busca estivo comprendido entre os anos 1998 e 2021. O principal
criterio de inclusion da bibliografia foi a aplicabilidade dos estudos &s especies comerciais

presentes nos mercados nacionais.

Revisaronse un total de 57 publicacion relacionadas ca fraude alimentaria no sector pesqueiro ca
intencion de recompilar as principais formas de control analitico empregado na loita contra a

fraude por substitucion. Para a xestion desta bibliografia utilizouse ProQuest®Ref\Works.

3. Exposicion do tema

Intercambiar sen declarar e de forma intencionada especies pesqueiras nun produto alimentario
co propésito de acadar beneficios econdmicos, é a forma de incorrer na fraude alimentaria por
substitucién. Esta actividade ilegal provoca o descofiecemento do consumidor sobre o que vai

inxerir, 0 que supo6n un perigo directo sobre a sla salde.

Debido a elevada presenza dos produtos da pesca na dieta habitual das familias espafiolas, é
fundamental o uso de ferramentas analiticas nos controis oficiais de cara a incrementar a precision
e a efectividade na deteccion da fraude por substitucion nas mercadorias pesqueiras, co fin de

proporcionar alimentos seguros para 0s consumidores.

Dentro dos métodos analiticos de identificacion de especies empregados nos produtos da pesca
podemos diferenciar os métodos biol6xicos e os métodos fisico-quimicos, cada un coas stas
caracteristicas intrinsecas e fundamento analitico. Estes métodos presentan distintas vantaxes e
desvantaxes na sta aplicacion para o control da fraude por substitucion nos produtos da pesca,

que serén discutidas a continuacion.

3.1. Métodos bioloxicos

Ainda que a principal utilidade dos métodos bioldxicos na inspeccion do peixe sexa a avaliacion

da presencia de organismos prexudiciais para a salde dos consumidores, mediante as técnicas

microbioloxicas, tamén postuen mecanismos efectivos para a identificacion de especies e, polo
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tanto, para empregar na loita contra a fraude nos produtos de orixe pesqueira. Os métodos
bioléxicos poden dividirse naqueles que funcionan en base 6 estudo das proteinas (Taboa 2) ou
en base a analise do ADN presente na mostra (Taboa 3). Globalmente, a utilidade de cada unha
destas técnicas vese fortemente marcada polo grao de elaboracion e/ou procesamento do produto

alimenticio gque se pretende analizar.

Téboa 2. Técnicas analiticas baseadas en métodos bioldxicos, mediante analise sensorial e de proteinas, efectivas nos
control da fraude (elaboracion propia).

Técnicas Finalidade Vantaxes Desvantaxes
Anélise sensorial
Valoracién no Non efectiva cando
Recofiecemento dos caracteres momento. faltan os caracteres
Anaélise sensorial morfoldxicos Efectiva en puntos de distintivos. Necesita de
especificos de cada especie venda de produtos experiencia do
frescos. inspector.
Anadlise de proteinas
Identificacion de especies de peixes e
IEF crustaceos Sinxeleza e
non procesados termicamente baixos custos.
SDS-PAGE Identificacion de especies de peixes Non poden empregarse
en produtos procesados
I . Maior resolucion cas a altas temperaturas.
Identificacion de especies. e
. Lo técnicas
2-DE Diferenciacion de - s
. . nunha dimension.
especies salvaxes e de acuicultura -
Efectiva en mesturas .
Dificultade na
_ _ identificacion de
RP-HPLC Identificacion de especies en mesturas Ezfé?ez'rgszicg’??iig: espeuest rgm
de produtos frescos ou conxelados P pec emparentadas.
de cada especie.
Identificacion ies in si - .
ELISA EEI TEIEIE D BSEEeles i i) Rapida, sinxela, barata.
en produtos non procesados

3.1.1. Analise sensorial

Dentro dos métodos bioloxicos pddense engadir as técnicas de recofiecemento sensorial (Fiorino
et al., 2018). Esta é a forma mais tradicional de inspeccion que, mediante os sentidos do propio
inspector (sobre todo o sentido da vista) e a sGa experiencia e habilidade, permiten a
diferenciacion entre especies morfoloxicamente semellantes (Xiong et al., 2019). O uso dos
sentidos limita a sta efectividade a todos aqueles produtos que conserven os caracteres individuais
e recofiecibles da especie. De feito, resultan inservibles na gran maioria dos casos nos que estes
produtos pasan a ser procesados na industria. Ademais, a fiabilidade sempre vai a estar suxeita &
capacidade de percepcién do propio inspector que pode ser variable ou ineficiente e depende de

numerosos factores intrinsecos e extrinsecos.

A raiz desta situacion limitadora na identificacion do peixe aparece a necesidade de atopar novas

técnicas que permitan realizar este traballo de maneira efectiva. Polo tanto, nas Ultimas décadas
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comezan a presentarse diversos métodos moleculares, baseados principalmente na deteccion de

proteinas e ADN, gque pasan a empregarse no recofiecemento das distintas especies comerciais.

3.1.2. Analise de proteinas

3.1.2.1. Isoelectroenfoque nativo (IEF)

Esta ferramenta permite o estudo das proteinas en base 6 seu punto isoeléctrico. Nun gradiente de
pH no que se aplica un campo eléctrico as proteinas tenden a migrar segundo a sla carga eléctrica
cara a un dos polos e, cando estas alcanzan o seu punto isoeléctrico, precipitan (Saubi, 2019).
Tratase dunha técnica empregada para a identificacion de peixe e crustaceos (Altinelataman et

al., 2009), sobre todo de produtos indebidamente etiquetados.

Como as proteinas sometidas a temperaturas elevadas desnaturalizanse facilmente, esta técnica
non pode ser usada naquelas elaboracions mediadas por procesos térmicos. O IEF foi empregado
recentemente en Alemafa para a deteccion da fraude por substitucion de linguado (Solea solea)

por especies de menor valor comercial nos restaurantes (Kappel & Schroder, 2016).

3.1.2.2. Electroforese en xeles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)

Na técnica de electroforese en xel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE), a
separacion das proteinas producese en funcion da sta masa molecular. Migran sobre a superficie
dun xel de poliacrilamida no que se debe incluir, previamente, un patrén de pesos moleculares
cofiecidos. A diferenza da IEF, este tipo de electroforese permite analizar mostras de produtos
procesados termicamente. Non obstante, ¢ tratarse dunha técnica electroforética dunha soa
dimensidon, non se pode distinguir especies dunha mestura xa que non tefien capacidade para
resolver mais dun centenar de compofientes proteicos diferentes nun mesmo xel (Sanchez, 2012).
Esta técnica é barata e sinxela e foi empregada con éxito, por exemplo, para a identificacion de
sete das especies da familia Tetraodontidae, comunmente denominadas peixes globo:
Lagocephalus wheeleri, L. gloveri, L. lunaris, L. inermis, Takifugu oblongus, T. xanthopterus e
Sphoeroides pachygaster (Chen & Hwang, 2002).

3.1.2.3. Electroforese bidimensional (2-DE)

O método da electroforese bidimensional (2-DE) combina dambalas dlas técnicas anteriores,
conseguindo unha primeira dimension de estudo en base 6 IEF e unha segunda dimension
mediante &4 SDS-PAGE (Sanchez, 2012). A técnica resulta efectiva na correcta identificacion do
peixe sen as limitacions propias das técnicas dunha dimension, como evidencia un estudo de
diferenciacion entre as catro principais especies que se engloban dentro do termo “perca”: perca
europea (Perca fluviatilis), perca do Nilo (Lates niloticus), lucioperca europea (Stizostedion

lucioperca) e lubina soleada (Morone chrysops x saxatilis) (Berrini et al., 2006).
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Tamén pode combinarse, a maiores, con outra electroforese monodimensional. Esta asociacion
presentou bos resultados na distincion analitica entre filetes de bacallau salvaxe (Gadus morhua)

dos criados en piscifactoria (Martinez et al., 2007).

3.1.2.4. Cromatografia liquida de alta resolucién en fase reversa (RP-HPLC)

Unha alternativa & lentitude dos métodos electroforéticos no estudo das proteinas poden ser as
técnicas cromatogréficas como a cromatografia liquida de alta resolucién en fase reversa (RP-
HPLC), xa que posibilita a separacion de proteinas e péptidos para a sta analise. Segundo a
polaridade que mostran estas moléculas poden ser representadas nun cromatograma, xerando un
perfil especifico para cada especie analizada. Pode ser aplicada con éxito en mesturas de produtos
frescos e/ou conxelados. Con todo, carece de utilidade nos produtos procesados termicamente e
mostra dificultade para diferenciar especies relacionadas filoxeneticamente (Knuutinen &
Harjula, 1998).

A parte da sUa utilidade na identificacion de especies, a cromatografia liquida de alta resolucion
tamén pode ser aplicada na deteccién de aditivos usados na elaboracién dos alimentos, servindo
asi como método analitico de eleccion para detectar aditivos non declarados ou aqueles de uso

prohibidos como poden ser, por exemplo, os sulfitos no peixe fresco (Lim et al., 2014).

3.1.2.5. Ensaio por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA)

A meirande parte das técnicas xenéticas de principios de século destacan pola necesidade de
posuir equipos custosos, elevada experiencia dos técnicos e por longos periodos de tempo para
obter unha conclusion en base as analises (Asensio et al., 2008). En consecuencia, desenvolvense
novas aplicacions para técnicas inmunol6xicas como 0 ensaio por inmunoabsorcion ligado a
enzimas (ELISA). As grandes vantaxes que presenta son a rapidez e a sinxeleza. O ELISA
postulase como unha ferramenta barata e eficaz para empregar de maneira habitual na inspeccion
de numerosos produtos pesqueiros non procesados.

A base do seu funcionamento radica no uso de anticorpos con marcadores que se unen a receptores
especificos presentes na mostra da especie a identificar, de esta maneira a reaccion producese
unicamente naquelas mostras que contefian o peixe que se quere detectar (Asensio et al., 2008).
A simplicidade deste método abriu a porta & chegada de kits comerciais rapidos para aplicar na
identificacion diaria in situ e favorecer a rastrexabilidade dos produtos e, polo tanto, implementar

a actuacion na loita contra a fraude (Asensio et al., 2008).

3.1.3. Anélise do ADN
3.1.3.1. Codigo de barras do ADN (DNA Barcoding)

As técnicas mais empregadas para a identificacion de produtos pesqueiros fundameéntanse na

deteccidén do ADN (Téaboa 3) das especies comercializadas (Xiong et al., 2019), principalmente
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mediante a codificacion do ADN mitocondrial por medio do DNA barcoding, tamén chamado,
codigo de barras de ADN (Pardo & Jiménez, 2020).

Taboa 3. Técnicas analiticas baseadas en métodos bioldxicos, mediante analises do ADN, efectivas nos control da

fraude (elaboracion propia).

Técnicas

Finalidade

Vantaxes

Desvantaxes

Analise de ADN

Cadigo de barras
do ADN

Identificacion de especies.
Deteccidn de produtos mal
etiquetados.

Diferencia tédalas
especies comerciais.
Creacion dunha base

de datos xenéticos.

Falta de harmonizacion
de criterios para as
bases de datos e 0s

métodos de avaliacion.

Dificultade para
distinguir especies
Alta sensibilidade e emparentadas

especificidade

Identificacion e diferenciacion de

PCR-RFLP, PCR- especies emparentadas

R AF?SCKFLP filoxeneticamente de cefalépodos e Efectivas en alimentos | Necesidade de cofiecer
' peixes procesados e mesturas patréns de referencia
da especie (agas
RAPD)
Identificacion rapida de produtos
RT-PCR pesqueiros frescos, conxelados ou Reducién de tempo e Ii\rl#grfrl]);girétgt:iiz
procesados custos cas demais PCR. nucledtidos complica a
T A Resultados en tempo dif iacion d
SA-HRMA Identificacién e distincién real. peiEnclacionicas
de especies emparentadas especies emparentadas
FINS, Identificacion de peixe e produtos da Efectivas en mostras co Dificultade na

identificacion de
produtos mesturados

ADN parcialmente

Pirosecuenciacion
degradado.

pesca frescos e procesados

Ainda que o ADN poida chegar a desnaturalizarse a causa dalguns procedementos industriais dos
alimentos, tratase de moléculas mais estables cas proteinas (sobre todo o ADNmt) de ai que a sta

empregabilidade abranga tanto materias primas como alimentos procesados (Fiorino et al., 2018).

A codificacién de ADN detectando o fragmento 650 bp do xene mitocondrial citocromo C oxidasa
| (COI) utilizase para a diferenciacién da gran maioria das especies do reino animal. Polo tanto,
podese usar de maneira efectiva na identificacion de especies de tédolos produtos comerciais de
orixe pesqueira (De Battisti et al., 2014). Dito fragmento curto da cadea de ADN pode ser
secuenciado e estandarizado de maneira sinxela para cada unha das especies, de tal forma que
esta caracterizacion ten a posibilidade ser gardada nun banco de datos xenéticos como GenBank
ou EMBL-BANK. Esta técnica susténtase no sinxelo illamento e deteccion dese fragmento
xenético na especie a analizar para despois seren comparado ca base de datos taxondmica xa
cofiecida (Saubi, 2019). Con todo, ainda existen deficiencias na harmonizacion dos métodos
empregados para xerar as distintas bases de datos, isto pode dificultar a interpretacion dos
resultados cando os procedementos de estudo e os das bases non se corresponden (Clark, 2015).

Caracterizase pola simpleza do proceso, o que lle outorga rapidez e baixo custo a unha técnica
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altamente efectiva para a identificacion de especies e deteccion de produtos erroneamente

etiquetados.

Os avances nesta técnica durante a Ultima década foron encamifiados 0 desenvolvemento do
desefio de iniciadores universais. Isto permiten aumentar a capacidade de obter, dun pequeno
fragmento xenético, unha rexion amplificada con valor filoxenético suficiente para diferenciar
especies mediante unha simple secuenciacion de cebadores universais baseada no fragmento 16s
ARNr (Horreo et al., 2013).

3.1.3.2. Reaccidn en Cadea da Polimerase (PCR)

A técnica de bioloxia molecular denominada Reaccion en Cadea da Polimerase (PCR), desenvolta
a finais do século pasado, obtivo grande importancia como método de identificacion de produtos
alimentarios. A PCR funciona replicando fragmentos de ADN orixinal presente nas mostras a
analizar. Os produtos obtidos son amplificaciéns de informacion xenética que poderan ser
avaliados posteriormente. Para isto, o procedemento consta da repeticién de varios ciclos a
diferentes temperaturas, altas e baixas, que permiten a desnaturalizacion da molécula de ADN. A
continuacion, mediante cebadores, delimitase a rexion que vai ser amplificada para que a enzima
polimerase poida actuar duplicando as febras do ADN. Desta forma aumenta a lonxitude da cadea

de nucledtidos e facilitase asi o seu estudo (Burbano et al., 2017).

Os fragmentos resultantes adoitan ser separados por electroforese dando lugar a patrons
especificos (llustracién 2) que posibilitan a identificacion
das distintas especies. A maior limitacién que presenta a

PCR relaciénase ca dificultade de distinguir entre especies

8 SR

moi emparentadas posto que os patréns dos fragmentos =11

el : Ui.

A sta efectividade para as actividades de identificacion fana !lustracion 2. Electroforese de produtos
inespecificos amplificados mediante PCR

unha ferramenta idénea para actuar na deteccion da fraude e (Fonte: Retama, 2008).

poden ser moi semellantes nestes casos (Saubi, 2019).

a supervision da rastrexabilidade dos produtos da pesca. Ademais, a sua utilidade pode abarcar
dende as materias primas ata os alimentos procesados e mesturas de distintas especies. Porén, a
medida que a tecnoloxia avanza, aparecen variacions da técnica orixinal que perfeccionan mais o

Seu uso na inspeccion de alimentos.

3.1.3.2.1. Reaccion en cadea da polimerase xunto co polimorfismo de lonxitude de fragmentos de
restricion (PCR-RFLP)

A PCR-RFLP é un método baseado na amplificacion de fragmentos restrinxidos de ADN que
permite xerar gran cantidade de marcadores xenéticos favorecendo a deteccion de distintas
especies debido as stas diferencias de masa molecular. O procedemento consta da amplificacion

dunha rexion previamente seleccionada que posteriormente é sometida a unha electroforese co
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obxectivo de separar os fragmentos a analizar e obter o patron especifico de cada especie (Saubi,
2019).

Xa que esta técnica por si mesma presenta limitaciéns & hora de identificar especies altamente
emparentadas, no ano 2019, Pappalardo e colaboradores presentaron un estudo no que
empregaban a combinacioén da PCR-RFLP e o cddigo de barras do fragmento 650 bp do xene COI
(mencionado anteriormente) co fin de distinguir entre as 5 principais especies de esturions e as
especies mais empregadas na fraude por substitucién do caviar: Acipenser transmontanus, A.
gueldenstaedtii, A. stellatus, A. baerii, Mallotus villosus, Huso huso, Cyclopterus lumpus e
Eumicrotremus orbis. O resultado determina que esta nova estratexia molecular, a COlbar-RFLP,
é unha ferramenta rapida (proceso que dura O redor de 7 horas) que posle capacidade para
discernir entre especies taxonomicamente achegadas e que poderia ser usada como método de

screening na rutina de identificacion de especies.

3.1.3.2.2. Reaccion en cadea da polimerase do polimorfismo de conformacion de cadea simple
(PCR-SSCP)

A PCR-SSCP é unha técnica sinxela e rapida que permite identificar e caracterizar polimorfismos
xenéticos. O seu fundamento radica en gue a secuencia primaria e a lonxitude dun fragmento de
ADN determinan a sla estrutura secundaria cando migra nun xel de poliacrilamida (Han &
Robinson, 2003). Esta migracion pode provocar variacions na secuencia de nucle6tidos, dando
lugar a cambios tamén no patron electroforético (Sanchez, 2012), cambios que poden ser
detectados mediante a lectura dos nucle6tidos radioactivos engadidos 6 ADN durante a PCR

previa.

Como condicion indispensable para a interpretacion correcta dos resultados, é necesario o
cofiecemento previo da migracion de patrons das especies de referencia 6 mesmo tempo que a
mostra problema esta a seren analizada, xa que a alteracion das condicions electroforéticas poden

xerar certas variacions nos patrons de bandas (Sanchez, 2012).

3.1.3.2.3. Amplificacion aleatoria de ADN polimorfico (RAPD)

Esta variacion da PCR usa cebadores simples, universais e inespecificos co obxectivo de
amplificar fragmentos aleatorios dunha mostra de ADN. Desta forma obtense un vasto espectro
de amplificacion mediante os numerosos produtos resultantes da PCR que, migrados nun xel de
agarosa, dan lugar a un patrén especifico da cada especie (Senthil & Gurusubramanian, 2011).
Débese obter, tamén, o patrén da especie de referencia, empregando os mesmos cebadores, para
a posterior comparacion e confirmacion dos resultados. Tratase dunha técnica sinxela e de baixo
custo que non precisa do cofiecemento previo do xenoma das especies a estudar (Asensio et al.,
2002).
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Por outra lado, con esta técnica resulta imposible distinguir entre fragmentos de tamarfios
semellantes que pertencen a distintas rexions do ADN e, ademais, cando o ADN esta degradado
adoitan producirse alteracions nos patréns de bandas (Sanchez, 2012). Ainda que a RAPD non
sufriu moito uso na identificacion de especies pesgueiras, nalglns casos empregouse con
resultados positivos para a deteccion de substitucion de especies como o mero (Epinephelus
marginatus) co o peixe naufrago do Atlantico (Polyprion americanus) e ca perca do Nilo (L.
niloticus) (Asensio et al., 2002).

3.1.3.2.4. Polimorfismos na lonxitude de fragmentos amplificados (AFLP)

Este método combina as duas técnicas anteriormente comentadas: RFLP e RAPD. O
procedemento comeza cunha primeira dixestion do ADN a analizar mediante enzimas de
restricion. Engadindo 6s extremos dos fragmentos uns adaptadores nucleotidicos, estes poden ser
amplificados mediante PCR usando cebadores complementarios. Os produtos resultantes
estidanse nun xel de agarosa ou de poliacrilamida (Sanchez, 2012). Para a interpretacion dos
resultados é necesario ter unha base de datos de referencia coa que comparalos e determinar a

especie correcta.

Debido a sUa elevada sensibilidade, ainda que menor ca outras técnicas baseadas na PCR, tratase
dunha técnica eficaz para analizar os produtos que non poden selo de maneira tradicional co fin
de identificar as especies pesqueiras (Maldini et al., 2006). Non obstante, o seu emprego diminGe
cada vez mais pola aparicion de novas técnicas mais eficientes como a PCR a tempo real ou a
FINS.

3.1.3.2.5. Reaccidén en cadea da polimerase en tempo real (RT-PCR)

A maior parte dos métodos xenéticos empregados adoitan ser complexos e consomen moito tempo
antes de obter os resultados. Por este motivo, nos Gltimos anos estan a desenvolverse técnicas
mais simples e de rapido funcionamento para poder seren aplicadas no mesmo sitio da inspeccion
polas autoridades. Unha desas novas técnicas é a PCR en tempo real (RT-PCR), un método cunha
efectividade superior a 90 % (Velasco et al., 2020), que permitiria reducir custos e promover a
loita contra a fraude en primeira lifia de inspeccion. Este procedemento, cunha duracion
aproximada de 3-4 horas, pode detectar e cuantificar pequenas cantidades de ADN mediante un
Unico paso (Velasco et al., 2020), presentando elevada especificidade e sensibilidade en produtos
da pesca frescos, conxelados e mesmo cocifiados, incluidos produtos elaborados a partir de

mesturas de varias especies distintas.

Na RT-PCR a amplificacion do fragmento xenético prodlcese durante a propia reaccion, non 6
final como no caso dunha PCR convencional, de maneira que a fluorescencia xerada neste proceso

é detectada a medida que se vai producindo (Saubi, 2019).
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3.1.3.2.6. Analise de Fusion de Alta Resolucién (SA-HRMA)

Seguindo na lifia da RT-PCR, recentemente desenvolvéronse métodos rapidos de identificacion
baseados na técnica de SA-HRMA. Unha técnica que consiste na lectura a tempo real das
variaciéns de fluorescencia xeradas pola amplificacion mediante PCR da mostra de ADN
(momento de maior fluorescencia) e durante o quecemento, que é cando se separan as febras e
cando a fluorescencia vai diminuindo (Jiménez, 2017). Este método foi probado con éxito na
diferenciacion da especie de bacallau atlantico (Gadus morhua L.) das principais especies de
menor valor comercial coas que se comete fraude por substitucidn deste peixe: G. chalcogrammus
e G. macrocephalus (Fiorino et al., 2018). A ferramenta pode aplicarse en mostras procesadas
onde o ADN presente certo grao de degradacion. O baixo custo e a escasa duracién do
procedemento, menor a unha hora, definen esta técnica como un eficiente mecanismo de campo

contra a substitucion de especies (Tomas et al., 2017).

3.1.3.2.7. Secuenciacion de nucledtidos con informacion forense (FINS)

Na ultima década, a secuenciacién de nucleétidos con informacion forense (FINS) foi empregada
en numerosos traballos para a identificacion de peixes e demais produtos da pesca (Fiorino et al.,
2018). A técnica baséase na secuenciacion dun fragmento de ADN, previamente amplificado
mediante PCR, seguido dunha andlise e comparacidon das secuencias de nucleétidos para concretar
a especie. Precisase, polo tanto, acceso a unha base de datos ampla e completa con secuencias de
referencia das especies a identificar. Ademais, é de elevada importancia escoller un correcto
marcador molecular que permita discernir correctamente entre especies altamente emparentadas
(Séanchez, 2012).

A ferramenta pode ser usada en produtos procesados, pero non nos alimentos elaborados a partir
de mesturas, xa que implica a necesidade dunha clonacion previa, o que significa un aumento de

tempo e custo do procedemento (Sanchez, 2012).

3.1.3.2.8. Analise de pirosecuenciacion

Esta técnica permite secuenciar de maneira efectiva fragmentos pequenos de nucledtidos
mediante a deteccién do pirofosfato liberado durante a sintese do ADN. A reaccion, que comeza
ca polimerizacion dun acido nucleico, xera estimulos luminosos que poden ser detectados con
rapidez e facilidade (Ronaghi, 2001). A pirosecuenciacion ten a capacidade de analizar varios

produtos diferentes de maneira simultanea obtidos a partires dunha PCR.

No ano 2013, De Battisti e colaboradores desenvolveron un protocolo baseado nesta técnica que
permite a identificacion de especies comerciais mediterraneas dos xéneros Clupeidae e
Pleuronectidae coas que se adoita cometer fraude. Esta ferramenta resulta Gtil en produtos

elaborados que presenten o ADN parcialmente degradado e posibilita a deteccion e secuenciacion
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de pequenas cadeas de ADN (520 bp) nun tempo relativamente curto, podendo identificar a
especie nun periodo de entre 3,5 e 7 horas (De Battisti et al., 2014).

Noutro estudo posterior, elabérase outro método fundamentado na pirosecuenciacion eficaz para
identificar as especies das principais familias comerciais mediterraneas de moluscos bivalvos
(Pectinidae, Mytilidae, Donacidae, Ostreidae, Pharide e Veneridae) ante a posible fraude
alimentaria por substitucion de especies de alto valor comercial por outras mais baratas (Abbadi
etal., 2017).

3.2. Métodos fisico-quimicos

A parte das técnicas moleculares ou biol6xicas, existen tamén ferramentas baseadas en métodos
quimicos e fisico-quimicos (Téboa 4), como son a espectroscopia e a espectrometria de masas,
que permiten verificar a identidade dos produtos pesqueiros facilitando a autenticacion de
especies e valorando as posibles procedencias xeogréficas e de producion destas mercadorias
(Fiorino et al., 2018).

3.2.1. Espectrometria de masas (MS)
A espectrometria de masas (MS) é unha ferramenta analitica que posibilita a separacion,
identificacion e cuantificacion das moléculas dunha mostra en funcion da sua relacion masa/carga

(m/z) despois dun proceso previo de ionizacién (Chace & Kalas, 2005).

As vantaxes que aporta a espectrometria de masa son a rapidez das analises das mostras, a alta
sensibilidade que presenta e a abundante informacion que permite obter a partir dunha pequena
cantidade de mostra (Kinter & Sherman, 2005). Con todo, debido a complexidade na
interpretacién destas técnica, en moitas ocasions precisanse perfis previamente recollidos nunha

base de datos para un correcto contraste dos resultados (Sanchez, 2012).

Nos ultimos 30 anos desenvolvéronse diversas variantes da espectrometria de masas con

aplicacions na inspeccién dos produtos pesqueiros, que se discutiran a continuacion.

3.2.1.1. Espectrometria de masas en tindem (MS/MS)

A espectrometria de masas en tdndem proporciona un medio para fragmentar i6ns precursores
seleccionados dunha mostra. Os produtos obtidos son medidos en funcién do sta relacion m/z
permitindo a andlise da estrutura molecular dos seus i6ns precursores e, polo tanto, da estrutura
da mostra. Os resultados xerados pola lectura destas interaccions agripanse nun rexistro en forma
de espectro de masas que pode actuar como pegada dixital dunha especie (Kinter & Sherman,
2005).

A MS/MS adoita combinarse ca técnica da cromatografia liquida (LC-MS/MS) permitindo a
autenticacion de especies mediante a monitorizacion dos seus biomarcadores peptidicos

especificos (Carrera et al., 2013). Esta combinacién tamén demostrou ser Gtil para detectar
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aditivos, como os sulfitos, en mostras complexas de produtos da pesca cos que se comete fraude
por adulteracion (Carlos, Treblin, & de Jager, 2019).

Téboa 4. Técnicas analiticas baseadas en métodos fisico-quimicos efectivas nos control da fraude (elaboracion

propia).

Técnicas Finalidade Vantaxes Desvantaxes
MS/MS Identificacion das principais Elevada sensibilidade.
especies pesqueiras comerciais Alta .
- Equipamento custoso.
reproducibilidade. S
Interpretacion complexa,
Abundante idade dunha base d
Identificacion de especies e de informacion a necc?;:oa de:e :?e 2n:'s: ©
. . . s de referencia.
MALDIT-OF MS biomarcadores para a siia partir dunha pequena
autenticacion. Avaliacién do grao mostra.
de frescura
Elevado coste do
Deteccidn da orixe xeografica Alta capqc!c,iade de €quipa ST, 5
IRMS gy S s precision. condicions nas que se
P pesq Mostras pequenas. realiza poden determinar
resultados dispares.
Autenticacion de especies. S © R, Custos elevados.
S non .
Distincion entre produtos de . Tecnoloxia presente en
REIMS - NP necesaria a -
acuicultura e pesca. Determinacion o poucos laboratorios
! p preparacién ,
da orixe xeografica comuns.
da mostra.
Autenticacién de produtos de alto
NIRS valor comercial. Identificacion da Rapidez, non invasiva.

orixe xeogréfica e avaliacion do
grao de frescura

Espectroscopia de
impedancia

Distincion entre os produtos
frescos, conxelados e
desconxelados

Relativamente simple.

Facilidade de
automatizacion.

Variabilidade dos
resultados en funcion das
condiciéns ambientais nas

que se realiza.

Trace Element
Fingerprint

Determinar a orixe xeogréafica dos
produtos

Baixos custos,
simplicidade
e rapidez.

Perda de empregabilidade
en produtos procesados

A diferenza dos métodos baseados na analise do ADN, na MS/MS non é necesario o cofiecemento
previo da informacion xendmica da especie a analizar. A sta capacidade analitica esténdese dende
as materias primas ata 0S produtos mesturados, incluindo 0S
procesados/contaminados/adulterados, sendo nestes Gltimos onde mostra vantaxe fronte os
métodos bioldxicos (Nessen et al., 2016). O fundamento é xerar ou ter una base de datos previa,
unha libraria espectral, de especies cofiecidas para despois comprar cos resultados das mostras
analizadas e, mediante correlacion, poder autenticar a especie problema. Tratase dun método

versatil e simple que resulta facilmente reproducible en distintos espectrometros de masas.
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Certos estudos mostran unha elevada sensibilidade (>96 %) para detectar familias e xéneros
como, por exemplo, as familias Gadidae ou Salmonidae (Wulff et al., 2013). A sensibilidade
diminue lixeiramente cando se emprega para a identificacion de especies como no estudo de
Nessen e colaboradores do 2016, onde distinguen entre especies emparentadas en proximidade da

orde dos Pleuronectiformes (Nessen et al., 2016).

3.2.1.2. Desorcién/ionizacion laser asistida por unha matriz con deteccion de masas por tempo de
voo (MALDI-TOF-MS)

A principal aplicacion desta técnica é a identificacion de gran variedade de microorganismos.
Non obstante, a ferramenta evolucionou dando lugar a diferentes protocolos de aplicacion directa
no control dos produtos da pesca para a identificacion de especies, a deteccion de biomarcadores
especificos para a autenticacion do peixe e mesmo, para valorar o grao de frescura dos produtos
(Fiorino et al., 2018). Ainda que o0 equipamento sexa custoso, o procedemento é rapido e barato,
sendo un bo método para detectar practicas fraudulentas no comercio do peixe (Spielmann et al.,
2018).

Esta técnica funciona analizando as proteinas extraidas dunha mostra de tecido muscular do peixe.

Para isto, despois dunha sinxela preparacion,
introdlcese a mostra no espectrometro onde €
irradiada cun raio de luz UV sobre unha matriz

formada por unha solucién saturada dun composto

TN o

organico de pouca masa. A interaccion desta | - \“m
L Ll

exposicion da mostra 6s fotons provoca que esta se | i ocisn 3. Espectro de masas dunha mestura
ionice desencadeando a separacion das proteinas, que de peptidos (Fonte: Mkolt, 2005).
seran recollidas polo detector de masas dando lugar 6 espectro de masas especifico (llustracion

3) de cada xénero e especie (Maldonado et al., 2017).

3.2.1.3. Espectrometria de masas de relacidns isotopicas (IRMS)

A espectrometria de masas de relacions isotdpicas (IRMS) basea o seu funcionamento no estudo
e comparacion da distribucién dos is6topos estables dos produtos, tanto de materias primas como
de alimentos procesados. Estes is6topos poden ser lixeiros (95 %-99,99 %) ou, en menor medida,
pesados (<5 %) e é, precisamente, a diferenza entre estes 0 que permite identificar unha pegada
nos alimentos que perdura ata o produto final (Kelly et al., 2018). Isto débese a influencia que
tefien diversos factores externos na distribucion destes is6topos: a climatoloxia, as temperaturas
ou a profundidade, entre outros. Os principais is6topos estables que se tefien en conta para o

estudo produtos pesqueiros son o Osixeno-18 (*#0), o Carbono-13 (33C) e o Nitréxeno-15 (**N).

Seguindo estes principios, a IRMS converteuse nunha das técnicas de eleccion para determinar a

orixe xeogréfica do peixe (Fiorino et al., 2018). No 2014, o estudo de Rossier e colaboradores
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permitiu determinar con efectividade se a orixe do produto estaba correctamente indicada
mediante a comparacion da distribucion isotopica do Osixeno-18 presente na auga extraida do
peixe e 0 Osixeno-18 da auga da zona de suposta procedencia (Rossier et al., 2014). Outras
aplicaciéns observadas con éxito foron a autenticacion do bacallau do Atlantico, cun 99,7 % de
precisién (Oliveira et al., 2011), e mesmo a distincion entre salmén (Salmo salar) salvaxe e

salmén criado en cativerio cun éxito do 100 % (Aursand et al., 2000).

As vantaxes que presenta esta técnica son a siia simplicidade, a sGa alta precision e a sta eficiencia
a partir de mostras pequenas. Isto Gltimo ainda mais implementado ca aparicion do EA-IRMS que
permite mellores resultados e maior informacién con menor cantidade de mostra (Kelly et
al.2018). Pola contra, o equipamento que se precisa ten un custo elevado e, ademais, resulta unha
tarefa ardua realizar unha correcta base de datos de perfis especificos en funcion das especies, xa
que os factores que condicionan a distribucién dos isétopos son moi cambiantes. Incluso distintos
procedementos de extraccion dunha mesma mostra poden desencadear resultados dispares
(Rossier et al., 2014).

3.2.1.4. Espectrometria de masas de ionizacion por evaporacion rapida (REIMS)

Entre as Ultimas técnicas desenvoltas destaca a espectrometria de masas de ionizacion por
evaporacion rapida (REIMS), unha ferramenta recente que ainda non conta cunha presenza
destacable nos laboratorios analiticos comlns. Tratase dun proceso de espectrometria de masas
en condicions ambientais (AMS) na que non hai que realizar preparacion algunha da mostra.
Simplemente realizando cortes mediante un electrobisturi, ou instrumental semellante, xéranse os
aerosois que seran analizados polo espectrofotometro de masas. Os resultados obtéfiense en

escasos 2 ou 3 segundos.

Mediante os datos recollidos e un software que os representa nunha grafica 3D pdédense
diferenciar os distintos perfis exclusivo de cada especie analizada. Alglns estudos obtiveron taxas
de clasificacion correcta en torno 6 98,99 % (Black et al., 2017). A REIMS é unha ferramenta
que demostrou ter utilidade para cofiecer a orixe xeogréafica do peixe, discernir entre produtos de

captura e de acuicultura e, incluso, na distincion de especies emparentadas (Fiorino et al., 2018).

3.2.2. Espectroscopia de reflectancia no infravermello proximo (NIRS)

A aplicacion directa dun feixe de luz nunha mostra bioldxica provoca unha interaccion que deriva
nunha radiacion magnética cunha lonxitude de onda préxima ¢ espectro infravermello. A
lonxitude desta onda varia en funcion dos fenémenos de absorcidn e reflexion que presenten os
tecidos ante o estimulo luminoso, de tal maneira que, a lectura desa interaccion permite cofiecer
varios pardmetros da mostra analizada, entre eles, a sGa composicion (Ramirez et al., 2012). A
NIRS permite cofiecer de maneira rapida e non invasiva a composicion quimica de numerosas

especies. En distintos estudos, esta técnica empregouse para a identificacion da orixe do peixe,
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por exemplo, da lubina europea (D. labrax) no estudo de Xiccato et al. (2004). Tamén ¢ util para
avaliar a frescura dos produtos (Nilsen et al., 2002) e para autenticar especies pesqueiras de alto

valor comercial como o salmén (S. salar) ou o bacallau (G. morhua) (Brien et al., 2013).

3.2.3. Espectroscopia de impedancia

A espectroscopia de impedancia é unha técnica que permite analizar a estrutura celular dun
produto observando a sua resposta ante a aplicacion directa dunha corrente a través dun par de
eléctrodos situados na mostra problema. Os datos recollidos a partir da resposta obtida aportan
informacidn sobre as slas propiedades celulares (Saubi, 2019). A sUa principal aplicacion nos
produtos da pesca é a distincion entre os produtos frescos, conxelados e desconxelados,
diferenciandoos grazas o cambio de impedancia nos tecidos 6 pasaren por estes procesos. O
estudo de Fuentes e colaboradores, do 2013, empregouna para discernir entre o besugo (Pagellus

bogaraveo) fresco e desconxelado.

Esta técnica require de equipamento relativamente simple e o procedemento pode ser
automatizado con facilidade, polo que os custos do procedemento son reducidos. Por outro lado,
a variabilidade nas respostas obtidas ante a estimulacion en funcion das condiciéns ambientais
nas que se realice o estudo son un inconveniente, posto que non é factible presentar un circuito

ideal de propiedades constantes (Macdonald & Johnson, 2018).

3.2.4. Impresion dixital de oligoelementos (TEF)

Existe outra técnicas eficaz que se emprega para cofiecer a localizacion de orixe dos produtos
pesqueiros. A Trace Element Fingerprinting (TEF), que destaca polo baixo coste, a simplicidade
e a rapidez, estuda os perfis minerais presentes en estruturas como as cunchas ou os otolitos
presentes nos peixes e demais produtos da pesca (Leal et al., 2015). A analise destes elementos
permite discernir entre especies de distintas poboacions xeograficas. Porén, esta ferramenta é
valida unicamente en produtos frescos, xa que os procesados tenden a perder estas estruturas ou,

ainda que as mantefian, perden relevancia & hora de seren analizadas.

Por outra banda, o estudo dos lipidos, principalmente dos &cidos graxos (AG), preséntase como
outro método Util para este mesmo obxectivo (Fiorino et al., 2018). Neste caso, as limitacions
atépanse tamén na falta de capacidade para analizar os produtos procesados debido a perda da
integridade dos AG, non sen esquecer a oxidacion que pode producirse nos lipidos e que
inutilizaria esta ferramenta. Hai que engadir dentro das stas aplicacions a capacidade de
diferenciar entre materias procedentes da acuicultura e da pesca. A base atOpase dentro da
diferente composicion dos xa mencionados AG segundo o tipo de dieta que seguiu o animal (Leal
et al., 2015).
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3.3. Perspectivas no control da fraude e da rastrexabilidade do peixe

Ainda que moitos dos avances van destinados a mellorar e perfeccionar as técnicas analiticas xa
existentes, a tecnoloxia tamén ofrece novas ferramentas innovadoras que poden adaptarse 6
comercio para loitar contra a fraude alimentaria dende unha nova perspectiva. Un destes
mecanismos que se estan a implementar co obxectivo de mellorar a rastrexabilidade dos produtos
da pesca e, polo tanto, blindar o comercio fronte a fraude alimentaria € o Blockchain (cuxa
traducién corresponderiase con “cadea de bloques™).

A cadea de bloques pode definirse como un sistema de almacenaxe aberto de datos sobre
transaccions, xestionado de maneira descentralizada. As bases do seu funcionamento céntranse
na transformacién de calquera activo, material ou inmaterial, nun codigo dixitalizado que queda
rexistrado nas bases dunha “cadea de datos” dada (Francisco, 2018). O obxectivo da introducién
deste sistema dentro do comercio alimentario é aproveitar a sta capacidade para xerar e rexistrar
transaccidns transparentes que faciliten a rastrexabilidade dun produto dende a orixe ata a chegada

6 consumidor.

Esta tecnoloxia xa foi probada con resultados prometedores no ano 2016 por The Provenance,
unha empresa britanica cun proxecto piloto que permitiu almacenar todos os datos do attn listado
(Katsuwonus pelamis) nos caladoiros do sueste asiatico, dende as capturas ata a chegada dos
produtos finais 6s consumidores, os cales podian obter mediante un smartphone toda a
informacién (produtores, tipo de pesca, procesos na industria alimentaria, etc.) sobre o que ian
mercar (The Provenance, 2016). Na actualidade, o desenvolvemento do Blockchain céntrase
principalmente nas especies de atin, merluza e camaron. As stas numerosas aplicacions poden
ser de utilidade para garantir a inocuidade dos alimentos, o ecoetiquetado dentro da legalidade e,

tamén, para combater a fraude alimentaria (FAO, 2020).

3.4. Estado actual do control analitico da fraude pesqueira en Esparia

A dia de hoxe, moitas das técnicas que se empregan para analizar e identificar os produtos da
pesca resultan complexas de aplicar fora do laboratorio, sexa por falta de tempo, por elevados
custos de preparacion e/ou do instrumental necesario ou por capacidade insuficiente do método
para obter un resultado concluinte. De ai a necesidade de desenvolvemento de ferramentas

efectivas para o emprego rutineiro por parte das autoridades competentes.

Unha técnica analitica ideal seria aquela que, sendo barata, permitiria un resultado analitico valido
mediante unha técnica sinxela, rapida e sen problemas loxisticos a causa do equipamento (Leal et
al., 2015). Non obstante, ningunha técnica actual é capaz de cumprir con todas estas
caracteristicas. Por esta razon, o uso das ferramentas analiticas encontrase limitado en funcion de
produto que se pretende analizar. Por exemplo, as mercadorias frescas ou non procesadas
mediante tratamentos tecnoldxicos que permiten aumentar a sUa vida Util, non deberian ser
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sometidas a procedementos duradeiros que impliquen perda de tempo de utilidade destes produtos

sen estar no mercado, feito que desencadea perdas econdmicas para a empresa alimentaria.

En base a isto, 0 uso das técnicas actuais para detectar a fraude na cadea alimentaria dos produtos
da pesca restrinxese a sospeitas e posibles situacions de risco para o consumidor. No entanto,
existen uns controis oficiais minimos obrigatorios que se deben realizar nas empresas alimentarias
co obxectivo de combater a fraude, recollidos dentro dos Plans Nacionais de Control Oficial da
Cadea Alimentaria (PNCOCA). O altimo PNCOCA (2021-2025) presenta nos seus obxectivos,
como novidade con respecto o Plan Nacional anterior, un énfase especifico sobre a loita contra a
fraude alimentaria. Nos vindeiros 5 anos, as autoridades competentes autondémicas deberan
inspeccionar anualmente un 15-20 % das empresas de alimentos localizadas no territorio na
procura deste delito (Subdireccidon General de Control de la Calidad Alimentaria y Laboratorios
Agroalimentarios, 2020). Non obstante, os controis oficiais poden realizarse tamén, entre outros
motivos, en funcion de sospeitas sobre un produto ou unha empresa por unha demanda dos
consumidores, por altos valores comerciais en certas mercadorias que incitan os axentes da cadea
alimentaria a cometer fraude e, incluso, nas empresas alimentarias que xa incorreron en fraude
con anterioridade. Hai que lembrar que estes controis poden seren realizados en calquera
momento ainda que non haxa sospeita de incumprimento se o inspector considérao adecuado
(MAPA, 2021).

A autoridade competente encargada da coordinacion destas estratexias enfocadas a asegurar a
calidade alimentaria e a loitar contra a fraude € a Secretaria Xeral de Agricultura e Alimentacion
do Ministerio de Agricultura, Pesca e Alimentacion. Con todo, son as propias comunidades
autébnomas as encargadas de pautar e executar os plans de control oficiais marcados polo

Ministerio.

A toma de mostras dun alimento podera realizarse sempre que o inspector o precise. Esta recollida
de mostras debera seguir a normativa vixente estipulada polo Real Decreto 1945/83. Neste decreto
marcase tamén a obrigatoriedade da execucién das analises en laboratorios oficiais ou nos
laboratorios privados acreditados (recollidos no PNCOCA), mediante métodos aprobados
oficialmente ou, en caso de non existiren, mediante procedementos recomendados recofiecidos
nacional e internacionalmente (RD 1945/1983, de 22 de xufio). En Espafia, as ferramentas
analiticas para o emprego na industria alimentaria son acreditadas pola Entidade Nacional de
Acreditacion (ENAC) en base a normativa UNE-EN ISO/IEC 17025:2017 que recolle os

requisitos xerais das competencias dos laboratorios oficias de ensaio e calibracion (ENAC, 2020).

Ante a presencia de resultados que mostren algunha deficiencia que evidencie practicas
fraudulentas nos alimentos, iniciaranse 0s tramites necesarios para expedientar 0s axentes

implicados e impofier sancidns eficaces que favorezan a disuasion e a correccion deste delito.

31



3.4.1. Mecanismos documentais contra a fraude

Ainda que este traballo trata dos métodos analiticos, a principal medida de control da seguridade
alimentaria no referente & fraude son os documentos que recollen os datos sobre 0s produtos que
van a ser comercializados. Recollen todos aqueles datos relevantes que permitan trazar con

precision todo o camifio que seguen ditos alimentos durante a totalidade da cadea alimentaria.

A informacién que posibilita unha rastrexabilidade eficiente recéllese na normativa

correspondente mencionada con anterioridade no traballo. O

PRIGEN: ESPANA PRIMER EXPEDIDOR s
ZONA DE capTURA: FAO 34 INRGSEAA: 1208309/PO auslitoro

Regulamento de execucion (UE) N° 93/2011 e 0o [[AltAnicocentroeste [oometie:BI0 PEEAIEES

Nombre: LONJA DE VIGO

. L. DENOM. COMERCIAL: PALOMETA .
Regulamento (UE) N° 1224/2009 determinan os requisitos e OENON. CiENTIFCA:Brama brarma POA
a informacion que debera acompafiar os alimentos de orixe 20,00 Kg e
A . PROYEEDOR 'DIIEEIX-I-T'E-ZEA
animal en todo momento para permitir a sla [EEca e '
19/05/2021 24/05/2021 | 02/06/2021 SEDAi.Ei Y AN2UELOS
rastrexabilidade, tendo en conta as facturas, os albards, 05 = masrcz pan=rr- n FCERN
T A
ndmeros de rexistro das empresas participantes OU as —lg==a Sirbime
TP -4

etiquetas dos produtos (llustracion 4). Informacion que, . -ousvaremEerse

llustracion 4. Etiqueta dun lote de
palometa & venda na Lonxa de Vigo

co indicado no Regulamento (UE) N° 1379/2013 sobre a (@utoriapropia).

informacién que debe de aparecer no etiquetado no caso dos produtos da pesca.

como xa foi tratado en apartados anteriores, vese completada

No entanto, existen tamén bases de datos e rexistros documentais que complementan a
informacién relativa 6s produtos alimentarios. Neste caso pddense pofier como exemplo 0s
sistemas documentais de capturas, que son un instrumento Gtil para impedir a entrada de peixe
fraudulento no comercio interior, asegurando a legalidade dos produtos marifios no punto de
entrada. Outros exemplos son tamén os sistema de identificacion automatica (SIA) ou de
localizacion de buques via satélite (SLB) (FAO, 2020).

A presenza de sistemas publicos, como as bases de datos, poden facilitar o cofiecemento sobre as
distintas especies pesqueiras comercializadas. Son ferramentas funcionais para todos o0s
operadores, inspectores e demais intermediarios e participantes na cadea alimentaria. Un bo
exemplo é o sistema de informacidn sobre as ciencias acuéticas e a pesca (ASFIS), tratase dunha
lista de referencia normalizada recollida pola FAO na que se atopa a base de datos xeral sobre a
clasificacion, nomes cientificos e cddigos correspondentes para cada un dos elementos de especie.
O obxectivo desta plataforma é a difusion da informacion relacionada ca industria pesqueira e as

ciencias acuaticas para velar por un comercio veraz.

Cabe destacar o interese por implementar esta clase de recursos co fin de seguir facilitando o
control sobre os produtos. Entre as novas tecnoloxias que estan a xurdir destacan as imaxes por

satélite en alta resolucion, as camaras e sensores in situ, as bases de ADN e perfis xenéticos mais

32



completas, as cadeas de blogues (blockchain), a Internet das cousas (10T), a intelixencia artificial
(1A) e o aprendizaxe automatico (FAO, 2020).

3.4.2. Exemplo de protocolo de actuacion ante sospeita de fraude alimentaria

O Thunnus thynnus, comercialmente denominado atun vermello (“atlin rojo” en castelan), € unha
das principais especies comercializadas dos tunidos no mercado mundial. Tratase do atin mais
valioso kilo por kilo (The Pew Charitable Trusts, 2017).

O seu elevado valor comercial e a tendencia de vendelo elaborado e transformado a un
consumidor final sen cofiecemento suficiente para distinguilo doutras especies, fan do atun
vermello un produto ideal para a aparicion de perigosas practicas fraudulentas no seu comercio.
No ano 2017 xurdiu un escandalo a nivel europeo por producirense mais de 150 intoxicacions
alimentarias por histamina, orixinadas a partir de atin vermello adulterado procedente de Espafia.
As malas practicas consistiron no emprego fraudulento de colorantes vexetais que tinguian de

vermello o produto para aparentar maior frescura da que en realidade tifia (Agencia EFE, 2017).

Outro tipo de fraude moi frecuente nos produtos do T. thynnus (llustracion 5) son as substitucions
de especies. Investigadores espafiois do Departamento de Ecoloxia Marifia do Centro de Estudos
Avanzados de Blanes, pertencentes 6 CSIC (Consello Superior de Investigacions Cientificas),
realizaron un estudo recadando mostras de
produtos clasificados como atin vermello en
Merca-Madrid, Merca-Méalaga e Merca-Barna,
ademais de en peixarias e restaurantes diversos
da zona de Catalufia. Concluiron que no 75 %
dos casos, nos puntos de venda, non se

identificaba correctamente a especie e no 83 %

de mostras dos restaurantes non se especificaba !lustracion 5. Corpo de atin fresco no mercado
] o pesqueiro de Marsella (Fonte: Ratki, 2014).

a especie que se estaba a comercializar. No 40 %

dos casos tratabase de fraude por substitucion (porcentaxe que aumentaba ata un 62 % nos puntos

de venda 6 consumidor final), principalmente por especies de menor valor comercial, sobre todo

polo Thunnus obesus, denominado comercialmente como patudo (Gordoa et al., 2017).

Por outra banda, pode existir tamén a fraude no sentido contrario, é dicir, vender atin vermello
como outro de menor valor para impedir que se cofieza a orixe ilexitima do devandito produto
(Olmedo et al., 2019). Isto faise porque o control actual da orixe das pezas de atin vermello é moi
exhaustivo por parte das administracions pablicas. Un exemplo disto € a Comision Internacional
para a Conservacion do Atan Atlantico (ICCAT), que obriga a presentar un rexistro dos buques
dedicados & pesca do atun vermello e un documento de captura individual para cada peza
abreviado como BCD (ICCAT, 2018).
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Partindo destas premisas, preséntase a continuacion un caso hipotético de fraude por substitucion
nun lote de produtos identificados incorrectamente como atun vermello, e proponse un posible
protocolo de actuacidén dunha inspectora veterinaria baseado nas técnicas analiticas abordadas

neste traballo.

O caso consiste nunha empresa de transformacién de alimentos que dedica parte do seu labor &
producion de filetes conxelados etiquetados como atin vermello, que posteriormente venden s
restaurantes, os cales presentardn o produto 6 consumidor final no seu maior estado de
elaboracion. Debido a sospeitas procedentes de denuncias de consumidores que tefien experiencia
suficiente como para dubidar da autenticidade do produto comercializado como T. thynnus, as
autoridades competentes deciden tomar medidas e realizar unha inspeccion sobre ese produto na

empresa alimentaria.

Sen necesidade de programar ou avisar do dia da inspeccidn, a inspectora veterinaria preséntase
na empresa. O operador ou a operadora desta empresa debera facilitar calquera informacién ou
procedemento que requira a autoridade sanitaria (Regulamento (UE) n° 2017/625 do Parlamento
europeo e do Consello, de 15 de marzo de 2017). Como o obxectivo é verificar se o produto que
comercializan baixo o nome de atiin vermello é realmente esa especie, 0 primeiro que se debe
revisar € a documentacién de orixe do produto: as facturas, os albaras, as etiquetas, etc.,
comprobando toda a informacién obrigatoria que deberia acompafiar 6 produto a sta chegada a
empresa. Nestes documentos, os datos aportados deben permitir & inspectora determinar a orixe

da mercancia dende a sua captura no buque.

A documentacién aportada pola empresa, sexa por falta de informacién ou porque esta sexa
incorrecta, non permite esclarecer a procedencia do produto e, polo tanto, non se pode cofiecer
con exactitude a especie coa que estan a traballar. Ante esta situacion xustificase a recollida de
mostras para proceder, mediante técnicas analiticas, coa identificacion da especie gque estan

empregando para elaborar eses produtos.

Non se trata dunha recollida de mostras programada polo PNCOCA, polo tanto, deberase realizar
unha mostraxe de tipo regulamentaria en base 6 Real Decreto 1945/83. A inspectora recollera tres
exemplares homoxéneos da mostra do produto: un para a analise oficial a cargo da
Administracion, outro para a analise contraditoria gardada polo operador da empresa e outro para
a dirimente, tamén en mans da Administracion. Estas mostras deberan acondicionarse, precintarse
e etiquetarse correctamente garantindo a identidade do seu contido durante o tempo de
conservacion. As analises, como xa se mencionou anteriormente, en base a lexislacion, deberéan

realizarse en laboratorios acreditados e mediante procedementos oficiais ou recofiecidos.

Existen varios estudios que demostran a aplicacion das ferramentas analiticas na identificacion

das oito especies do xénero Thunnus, sobre todo na autenticacion do atin vermello e
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diferenciacion das especies mais emparentadas. O primeiro destes métodos baséase nas técnicas
moleculares de secuenciacién do ADN. O cddigo de barras do ADN, que emprega a rexion
mitocondrial COI, demostra ter rapidez e efectividade para este labor, non obstante, presenta unha
gran desvantaxe sendo incapaz de distinguir entre as especies de atin vermello (T. thynnus), atin
de aleta azul do Pacifico (T. orientalis) e o bonito do norte (T. alalunga) debido &s similitudes
gue mostran no devandito marcador (Vifias & Tudela, 2009). Porén, existen outros marcadores
que tefien maior eficiencia para o recofiecemento individual destas especies, sendo a rexién de
control do ADN mitocondrial (ADNmt CR) a que maior relevancia presenta. Cabe destacar que
existe a posibilidade, entre o atdn vermello e o bonito do norte, de que ainda empregando o
ADNmt CR as especies non se distingan correctamente a causa da introgresién xenética que
presentan. Por iso, no ano 2009, Vifias e Tudela presentan un procedemento de validacion mais
efectivo usando o método FINS para secuenciar o espazador transcrito interno de ADNr (ITS1)
como segundo marcador, permitindo asi a distincion completa entre as oito especies de tunidos
(Vifias & Tudela, 2009).

Un ano despois dese estudo, Terio e colaboradores demostraron a posibilidade de utilizar a técnica
da PCR a tempo real (RT-PCR) para diferenciar entre as principais especies catalogadas como
atin na venda de produtos enlatados (T. thynnus, T. alalunga e T. albacares), técnica aplicable
tamén nos produtos conxelados. Baseandose na PCR e dirixindo os ensaios cara & discriminacion
do xene mitocondrial citocromo b (Cyt b), desenvolveron ligantes de oco menor altamente
especificos (evitando asi posibles reaccions cruzadas) que permiten recofiecer con rapidez
calquera das tres especies de atln citadas. Este protocolo de alta sensibilidade e especificidade
pode ser empregado con éxito en alimentos mesturados, pero pode verse dificultado naqueles

produtos que contefien certos aditivos que poden inhibir a PCR (Terio et al., 2010).

As duas técnicas analiticas anteriores, debemos engadir tamén o estudo do Cyt b mediante o
método da PCR-RFLP, o cal mostra efectividade tamén para discernir entre as principais especies
de tanidos e outros peixes comunmente empregados para cometer fraude por substitucion.
Utilizando 5 enzimas de restricion diferentes para dixerir o Cyt b, esta ferramenta preséntase como
un procedemento rapido e simple para identificar os produtos do at(n cru erroneamente etiquetado
(Yao et al., 2020).

Por ultimo, estudos moi recentes presentan a REIMS (Song et al., 2020), cunha precision superior
6 93 %, como unha ferramenta Gtil para diferenciar, en poucos segundos, entre as catro principais
especies de tunidos: T. thynnus, T. alalunga, T. albacares e T. obesus. Este método quimico
fundamenta a sua efectividade na diferenza estatisticamente significativa dos perfis de acidos

graxos e fosfolipidos que presenta cada unha destas especies.
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Tratandose de produtos conxelados, é dicir, de produtos que poden conservarse un tempo
considerable sen gue exista a necesidade de vendelos rapidamente, o ideal é realizar as analises
mediante a técnica que maior efectividade presente, sen ter en tanta consideracion a velocidade
do procedemento. Neste caso, o codigo de barras de ADN seria a técnica de eleccion, empregando
dous marcadores para evitar a introgresion xenética entre as especies mais emparentadas, pédense
obter resultados concluintes que determinen con precision a especie que estad usando a empresa

NOS Seus produtos.

Os resultados destes estudos permitiran determinar se a empresa alimentaria estd acometendo
unha irregularidade comercializando como atun vermello outra especie diferente. En funcién dos
resultados obtidos, da consideracion da inspectora e das administracions publicas, determinaranse
as medidas a tomar e, seguindo o réxime sancionador adecuado en funcién da comunidade
autébnoma, determinarase o tipo de infraccion e de sancions que deberd afrontar esta empresa

alimentaria.
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4. Conclusions

Os avances no control da fraude da industria alimentaria dos produtos da pesca a nivel europeo e
estatal son evidentes na Gltima década. Os esforzos por unha maior vixilancia destes alimentos
dende a sUa orixe ata a sta chegada 6 consumidor final van en aumento. Non obstante, tamén
avanzan os mecanismos tecnoloxicos e a habilidade daqueles intermediarios que gqueren obter
maiores beneficios empregando a fraude alimentaria como forma ilicita de lucro. Acompafiando
na loita contra a fraude 6s mecanismos documentais, a concienciacion e educacién de
consumidores e produtores e & organizacion das autoridades competentes xunto cos seus aliados

publicos, atépanse as técnicas analiticas como métodos de alta precision que facilitan este labor.

Na actualidade, as ferramenta mais empregadas para detectar a fraude por substitucion de especies
de peixe son aquelas baseadas no estudo do ADN, debido & sua versatilidade, principalmente a
técnica denominada cddigo de barras do ADN, que permite identificar practicamente a totalidade
das especies comercializadas en Espafia. Con todo, a realizacion desta técnica supén a presenza
obrigada dun técnico con experiencia, a posibilidade de introgresién xenética en especies moi
emparentadas e un gasto de tempo considerable que colle moita importancia nos casos de produtos
frescos. Por iso, a tendencia dos avances nos métodos analitico encamifiase cara a procedementos
mais rapidos, baratos e sinxelos que mantefian un indice de precision elevado. Neste contexto
preséntanse técnicas como a RT-PCR, a REIMS ou a SA-HRMA, as cales mostran excelentes

resultados na identificacion do peixe mediante procedementos de escasa duracién.

Sendo a fraude alimentaria nesta clase de produtos un problema en aumento, seria aconsellable
seguir implementando estas tecnoloxias na rutina dos controis oficiais, obtendo como beneficio
evidente unha maior precision e efectividade & hora de atallar a substitucion fraudulenta de
especies en calquera das fases da cadea alimentaria. Estas ferramentas analiticas tefien a
capacidade de supofier un salto cualitativo na seguridade alimentaria dos produtos de orixe
pesqueira, mellorando asi a calidade destes produtos e a confianza dos propios consumidores no

sector da pesca.
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