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Le biotecnologie al servizio della 
diagnostica alimentare
Con l’aumento delle esigenze di sicurezza alimentare, emergono soluzioni diagnostiche sempre più rapide, soste-
nibili e versatili per identificare contaminanti come le aflatossine. Approcci biotecnologici innovativi permettono 
di estendere la rilevazione a qualsiasi molecola bersaglio.
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Le analisi diagnostiche, non 
solo in campo medico ma an-
che in quello agroalimentare, 
sono sempre più richieste 

per la tutela della salute pubblica. Nel 
settore dell’agro-food, oltre ai test 
per identificare allergie e intolleranze 
alimentari, molte analisi sono effet-
tuate dall’industria e dai produttori 
per il controllo della qualità e sicurez-
za degli alimenti, come ad esempio la 
ricerca di contaminazioni. Fra que-
ste, le contaminazioni da micotossine 
sono molto diffuse e determinano più 
di un quinto delle azioni di allerta at-
tivate nel mercato comunitario a ca-
rico dei prodotti alimentari di origine 
vegetale [1]. Le aflatossine sono mole-
cole cancerogene prodotte da funghi 
(micotossine), che contaminano una 
vasta gamma di prodotti agroalimen-
tari (cereali, spezie, frutta secca) e 
mangimi, e nell’Unione Europea i limi-
ti di contaminazione nelle derrate in-
teressate sono normati (Regolamen-
to (UE) 2023/915 della Commissione 
[2]) imponendo analisi di controllo a 
tutela del consumatore. Ad oggi, le 
tecnologie usate per la rilevazione 
delle micotossine ed in generale di 
contaminanti alimentari sono basa-
te su cromatografia e spettroscopia 

(HPLC e spettrometria di massa) o ba-
sate sull’uso di anticorpi, quali saggi 
immunoenzimatici (ELISA) e Lateral 
Flow ImmunoAssay (LFIA). Sebbene le 
prime siano tecniche accurate, affi-
dabili ed utilizzate come metodi uffi-
ciali di conferma del dato analitico, gli 
immunotest offrono diversi vantaggi 
quali: elevata sensibilità e selettività, 
economicità, ma soprattutto la possi-
bilità di processare molti campioni in 
parallelo ed in tempi rapidissimi. Pro-
prio la rapidità di esecuzione di que-
sti test diagnostici (classificati come 
test di screening) determina ancora 
oggi il loro successo applicativo, con-
sentendo agli operatori del settore di 
intervenire tempestivamente in caso 
di non conformità delle materie prime.
Fra le applicazioni sviluppate negli 
ultimi anni in ENEA possiamo an-
noverare un kit diagnostico per la 
rilevazione e quantificazione della 
aflatossina M1 (AFM1), contaminante 
della filiera latte e derivati, basato su 
ELISA (TRL 8) ed un secondo kit per 
la diagnostica delle aflatossine totali, 
contaminanti di mais, frutta secca e 
mangimi, che è attualmente in fase di 
sviluppo (TRL 3/4).  
Il primo saggio diagnostico è stato 
sviluppato in collaborazione con una 

azienda italiana che ha consentito 
di validare il sistema in un ambiente 
operativo, elevando il TRL e renden-
do il sistema pronto per la commer-
cializzazione[3]. Il secondo saggio, 
invece, è stato oggetto di un progetto 
finanziato con fondi ENEA nell’am-
bito dell’iniziativa Proof of Concept. 
Il progetto, denominato AflaGreen - 
Immunotest “verdi” ed innovativi per 
la quantificazione delle aflatossine 
in matrici alimentari, ha previsto la 
messa a punto di un nuovo dispositivo 
diagnostico utilizzando un anticorpo 
monoclonale murino (mAb), in grado 
di rilevare le aflatossine B1 e totali a 
concentrazioni molto basse (secondo 
normativa UE) (Figura 1). 
In entrambi i casi gli anticorpi mono-
clonali, di origine murina e generati in 
ENEA con la tecnologia dell’ibridoma, 
sono stati prodotti sfruttando la piat-
taforma del Plant Molecular Farming 

Figura 1 - Dispositivo diagnostico.
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(PMF), ovvero l’uso della pianta come 
‘biofabbrica’ per la produzione di bio-
molecole complesse (proteine) per 
uso terapeutico o diagnostico. In par-
ticolare, sono stati ottenuti in maniera 
transiente mediante agroinfiltrazione 
in piante di Nicotiana benthamiana 
e caratterizzati confrontandoli con i 
rispettivi anticorpi monoclonali pro-
dotti in cellule di mammifero. 
Sono stati quindi messi a punto due 
saggi rapidi competitivi definendo 
tempi e cinetiche di reazione e range 
di quantificazione (linearità) utilizzan-
do standards a concentrazione nota 
delle due tossine bersaglio.  I sistemi 
diagnostici sviluppati sono stati in 
parte validati analizzando materiali di 
controllo (naturalmente contaminati) 
e materiali di riferimento certificati di 
farine di mais e latte (validazione sta-
tistica dei valori di quantificazione e 
dei recuperi ottenuti) e determinando 
i relativi limiti di rivelabilità (LOD) e di 
quantificazione (LOQ). 
Successivamente, sempre all’interno 
del progetto AflaGreen è stato svi-

luppato un approccio biotecnologico 
innovativo per la realizzazione di an-
ticorpi funzionalizzati mediante la fu-
sione biologica con un enzima (la pe-
rossidasi C di rafano, HRP). L’obiettivo 
che è stato raggiunto, e che ha anche 
consentito la realizzazione di un bre-
vetto [4], è stato quello di riuscire ad 
ottenere la fusione di molecole dif-
ferenti mantenendone però invariate 
le specifiche funzioni biologiche. Gli 
anticorpi ingegnerizzati hanno infatti 
mostrato di mantenere la specifici-
tà per il loro bersaglio biologico e al 
contempo di produrre una reazione 
colorimetrica, mediata dalla presen-
za dell’enzima perossidasi (Figura 2). 
Questa nuova metodologia è inoltre 
versatile e sarà esportabile su qual-
siasi anticorpo ad uso diagnostico, 
indipendentemente dallo specifico 
settore applicativo. 

Anticorpi fluorescenti 
per la diagnostica
Sebbene l'ELISA rappresenti un buon 
compromesso tra accuratezza anali-

tica e rapidità di esecuzione, sono an-
che necessari nuovi sistemi più rapidi, 
economici, portatili e facili da usare 
per lo screening in loco. Fra questi ci 
sono LFIA (immunosaggio a flusso la-
terale) e biosensori, che tipicamente 
usano gli anticorpi come biorecettori 
per una molecola bersaglio e che, in 
questi sistemi diagnostici, richiedo-
no ulteriori e costose modificazioni 
chimico/fisiche per la trasduzione 
del segnale. A questo scopo sono sta-
ti generati anticorpi anti-AFM1 fluo-
rescenti, prodotti sempre sfruttando 
la tecnologia del Plant Molecular Far-
ming. In particolare, sono state otte-
nute immunoglobuline G ricombinan-
ti mediante fusione biotecnologica 
con una proteina fluorescente verde 
(GFP) o una proteina fluorescente 
arancione (CyOFP1). Anche in que-
sto caso le biomolecole ricombinanti 
hanno mantenuto la loro funzionalità: 
legare la molecola bersaglio dell’an-
ticorpo (l’aflatossina M1) ed emettere 
fluorescenza di luce verde o aran-
cione. Per valutarne l'applicazione 

Figura 2 - Rappresentazione schematica della produzione in pianta di anticorpi fusi all’enzima perossidasi e del loro utilizzo in saggi ELISA diretti come 
reagenti pronti all’uso.
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pratica in campo diagnostico, gli an-
ticorpi fluorescenti sono stati utiliz-
zati per mettere a punto due sistemi 
di screening rapido per la rilevazione 
dell'aflatossina M1: un immunotest 
LFIA e un dispositivo basato su OLED. 
Per entrambi i sistemi diagnostici, 
sono stati ottenuti segnali di fluore-
scenza antigene-specifici ed è stato 
testato un preliminare saggio compe-
titivo con la tossina (Figura 3). Questo 
studio di approccio multidisciplinare 
(con competenze di biologia, biochi-
mica, chimica e fisica), coordinato da 
ENEA è stato pubblicato sulla presti-
giosa rivista internazionale Plant Bio-
technology Journal [5]. Naturalmente 
questi saggi necessitano di ulteriore 
implementazione, ma i risultati otte-
nuti dimostrano una concreta pos-
sibilità di sviluppare nuovi e rapidi 
sistemi analitici basati su anticorpi 
ricombinanti prodotti in un sistema 
sostenibile come la pianta. 
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Figura 3 - Produzione in pianta di anticorpi fusi a proteine fluorescenti e loro utilizzo in dispositivi 
diagnostici quali LFIA (rappresentazione schematica) e biosensore OLED. A: pianta di N. benthamiana 
esprimente un anticorpo fuso alla proteina GFP ed illuminata con luce ultravioletta per ottenere 
l’emissione di luce fluorescente verde; B: grafico degli spettri di emissione dell’OLED e di assorbimento 
delle due proteine fluorescenti fuse all’anticorpo (GFP e CyOFP1); C e D: rappresentazione schematica 
dei sistemi LFIA realizzati con gli anticorpi fusi alle due proteine fluorescenti (con e senza competizione 
con la molecola d’interesse diagnostico, aflatossina M1).  




