
ESERCITAZIONE:
Dosaggio del glucosio in siero equino
Mediante saggio spettrofotometrico
Parte 2



Quantificazione di glucosio in siero equino

In commercio sono disponibili  diversi kit di saggio. 
Tutti i kit sono enzimatici.
Gli enzimi utilizzati, che hanno come substrato il 
D-glucosio sono :

1) Esochinasi (HK) (fosforilasi)
2) Glucosio ossidasi (GO) (ossodasi)

3) Mutarotasi  (catalizza l’interconversione tra anomeri 
alfa e beta)

METODI 
COLORIMETRICI

METODO 
POLARIMETRICO



1) ESOCHINASI

DOPPIA REAZIONE ENZIMATICA:
1) ESOCHINASI catalizza la fosforilazione di glucosio dall’ ATP con produzione di ADP e glucosio 6 fosfato (G6P)

2) Glucosio 6 fosfato deidrogenasi (G6PDH) catalizza l’ossidazione di G6P in presenza di NAD con produzione di 
6-fosfogluconato e NADH.  

NADH assorbe luce a 340 nm
=> L’ASSORBANZA A 340 nm DEL PRODOTTO DELLA II reazione (NADH) è proporzionale alla concentrazione di 
glucosio presente in soluzione

=> SAGGIO ENZIMATICO COLORIMETRICO

NB 340 nm:  Limite tra la regione UV e visibile. Regione dove le 2 lampade (UV e vis) di uno spettrofotometro 
tradizionale devono sovrapporre il segnale

Glucosio + ATP Glucosio-6-Fosfato (G6P) + ADP
Esochinasi

G6P+ NAD 6-Fosfogluconato + NADH
G6PDH



2) GLUCOSIO OSSIDASI (che vedremo in dettaglio) 

DOPPIA REAZIONE ENZIMATICA:

1) GLUCOSIO OSSIDASI (GO)  catalizza l’ossidazione del glucosio in presenza di ossigeno con 
produzione di acido gluconico e perossido di idrogeno (H2O2)

2) la PEROSSIDASI catalizza l’ossidazione di o-dianisidina ridotta in presenza di H2O2, con 
produzione di o-dianisidina ossidata (marrone, instabile)

3) l’acido solforico reagisce con la o-dianisidina ossidata formando un prodotto 
di colore ROSA stabile nel tempo

O-dianisidina ossidata assorbe la luce a 540 nm (PIENA REGIONE VISIBILE)
=> l’assorbanza a 540 nm è proporzionale alla concentrazione di glucosio presente

D-Glucosio+ H2O + O2 Acido Gluconico + H2O2
Glucosio Ossidasi

H2O2+ o-dianisidina ridotta  o-dianisidina ossidata
Perossidasi

o-dianisidina ossidata (marrone)  o-dianisidina (ROSA) 
H2SO4



RICHIAMO DI TEORIA: 
SPETTROFOTOMETRIA

Legge di Lambert-Beer:

A=abc

A= Assorbanza = log (1/T) . T=trasmittanza=I/I
0
 ADIMENSIONALE

a=una data lunghezza d’onda, coefficiente di estinzione (molare oppure peso/volume) 
tipico della molecola [M-1 cm-1] oppure[ ml mg-1 cm-1]
b= cammino ottico percorso dalla luce all’interno del campione [cm]
c= concentrazione del campione (molare oppure peso/volume) [M] oppure [mg ml-1] 

I0 I

Dobbiamo quindi avere bene 
in mente se ricaveremo la 
concentrazione espressa in 
peso/volume 
o in molare.

Spettrofotometro tradizionale: 2 
lampade
UV: 200-350 nm DEUTERIO
VIS 350-700 nm TUNGSTENO



CAMPIONE: 
Siero equino

 H2SO4 Acido solforico 6M
  
 

REAGENTI NON PRESENTI NEL KIT 
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KIT GaGO 
(Glucose Assay Glucose Oxidase, Sigma-Aldrich) 
Merck



CONTENUTO DEL KIT GaGO 

Vial 1: 100 unità di Perossidasi da 
rafano e  500 Unità di Glucosio Ossidasi 
da Aspergillus niger
(LIOFILIZZATE)

Vial 2: 5 mg  O-dianisidina di-idrocloruro
Vial 3 (NON SI VEDE IN FOTO):   1ml di 
Soluzione standard di  D-glucosio  alla 
concentrazione di 0,1 mg/ml in 0.1% 
acido benzoico per la costruzione della 
retta di calibrazione

BOTTIGLIA AMBRATA vuota da 50 ml



occhiali
Mascherina 

camice 

Guanti (lattice o nitrile) 

Scarpe chiuse

DPI



STRUMENTAZIONE

1) Spettrofotometro o colorimetro per leggere l’assorbanza della luce alla 
lunghezza d’onda di 540 nm

2) cuvette per spettrofotometro
3) provette (eppendorf) da 1,5 ml o 2 ml
4) micropipette dalla capacità da 20 μL a 2 mL e relativi puntali
5) termoblocco da settare alla temperatura di 37 °C



1) SPETTROFOTOMETRO 



CUVETTA

PIASTRA



2) CUVETTE PER VISIBILE

MATERIALE PLASTICO 
TRASPARENTE ALLA LUCE VISIBILE.
USA E GETTA

Notare l’ altezza della finestra e la 
presenza di una freccetta.
Il cammino ottico deve essere di 1 cm, 
quindi la direzione della luce è obbligata!



3) PROVETTE  GRADUATE (Eppendorf)   Capacità (0,5 ml,  1,5  ml ) 2,0 ml .

RICORDA: 1 mL = 1 cm3



Micropipetta
Puntali

4. MICROPIPETTE

https://youtu.be/3d-U9vowVwg
PIPETTING SKILLS

https://youtu.be/3d-U9vowVwg


5) TERMOBLOCCO settato a 37 gradi



PROTOCOLLO

1) Sciogliere gli enzimi liofilizzati nella bottiglia ambrata in un volume 
di 39,2 ml di acqua deionizzata

Attenzione, i reagenti sono FOTOSENSIBILI!
2) Ricostituire i 5 mg di O-dianisidina con 1 ml di acqua deionizzata
3) Aggiungere 0,8 ml della soluzione di O-dianisidina nella bottiglia 

contenente gli enzimi ( V tot= 40 ml) 
In questo modo nella bottiglia si ha il REAGENTE DI SAGGIO

PREPARAZIONE DEL REAGENTE DI SAGGIO



DILUIRE IL SIERO EQUINO
 alla concentrazione di 20-80 μg di glucosio 
/ml

DOMANDE: 
1) come faccio a sapere quanto devo diluire il campione ?
2) Perché devo diluire?

PREPARAZIONE DEL CAMPIONE



Valori di riferimento per la glicemia nel cavallo:    77-132 mg/dL 

(consideriamo 100 mg/dL)

100 mg/dL= 100 mg/ 102 mL =1 mg/mL (1000 ug/mL (concentrazione iniziale teorica, ci)

Concentrazione di lavoro 50  μg/mL (concentrazione finale)

⇒ Possiamo RAGIONEVOLMENTE effettuare una diluizione 1:20
⇒ ci Vi=cf Vf

Per un volume finale di 1 ml , (Vf=1 ml): 

Preleviamo 100 ul  di siero dal tubo e dispensiamoli in una eppendorf. 
Portiamo a volume con 900 ul di H2O bidistillata. 

RISPOSTE

1)  DI QUANTO DILUIRE IL CAMPIONE

2)  PERCHE’ DEVO DILUIRE: Per avere valori di assorbanza nel range di capacità di lettura dello 
strumento



.
NB il protocollo originale fornito nel kit prevede un 
volume totale per ogni campione di 5 ml (5000 ul) che è 
ESAGERATO , visto che le nostre cuvette hanno un 
volume di 1000 ul (se usiamo le micro o una 
micropiastra possiamo scendere fino a 200 ul)

Rispetto a questo protocollo, 
dobbiamo dividere tutti i volumi 
per 5!!!!!

PROTOCOLLO

NB facciamo anche una diluizione intermedia dello 
standard di glucosio 1:10 



1
2

3
4

5
6

7

Preparare in un rack 7 eppendorf vuote
5 serviranno per la costruzione della curva 
di calibrazione con la soluzione di  
D-glucosio standard a concentrazioni 
crescenti;
2 ( e non 1 come nel protocollo del kit) per 
il nostro campione di siero incognito a 2 
diverse diluizioni (per essere sicuri di stare 
dentro la curva di calibrazione)



1) in 7 eppendorf da 2 ml dispensiamo un volume totale di 200 ul secondo il seguente schema.
NB. la 1 costituisce il  BIANCO o FONDO per la lettura spettrofotometrica. 
( la 2 è uguale, l’abbiamo utilizzata per un controllo)

PROVE
TTA

H2O 
(ul)

Siero diluito 1:10  
(ul)

C 
glucosio 

teorica 
(ug/ml)

6 180 20 7,7-13

7 160 40 15,4-26

PROVE
TTA

H2O 
(ul)

glucosio 0,1 
mg/ml (ul)

C 
glucosio 

(ug/ml)

1 200 - 0

2 200 0 0

3 160 40 20

4 120 80 40

5 80 120 60

Per costruire la curva di taratura con glucosio a 
concentrazione nota
(3 diverse concentrazioni)

Per effettuare la lettura dei campioni a 2 diverse 
diluizioni



2) In ogni provetta aggiungiamo 400 ul di reagente di 
saggio. V totale in ogni provetta: 600 ul

3) Termostatiamo a 37° per 30 minuti affinché’ le reazioni 
dei 2 enzimi arrivino a saturazione. 

L’O- dianisidina perossidata ha un colore 
GIALLO L’intensità del colore è 
proporzionale alla concentrazione di 
glucosio.

REAZIONE 
ENZIMATICA



4) Portiamo i campioni sotto cappa e con una micropipetta 
aggiungiamo in ogni eppendorf 400 ul di H2SO4
Volume totale in ogni provetta: 1000 uL = 1 mL

L’aggiunta di acido solforico blocca la 
reazione e  fa virare il colore dell’ o 
dianisidina perossidata dal giallo al rosa 
(massimo di assorbanza intorno a 540 
nm).
 Tale colore è stabile nel tempo. L’intensità 
è sempre proporzionale alla 
concentrazione di glucosio presente nella 
provetta.

BLOCCO DELLA REAZIONE



1 2 3 4 5

H2O (ul) glucosio 0,1 
mg/ml (ul)

1 200 -

2 200 0

3 160 40

4 120 80

5 80 120

Questo è l’aspetto delle prime 5 soluzioni che 
verranno utilizzate per la costruzione della retta di 
taratura. Si può già osservare che l’intensità del 
colore rosa è proporzionale alla concentrazione di 
glucosio standard presente in ogni provetta.



LETTURA DELL’ASSORBANZA allo spettrofotometro

Per verificare le caratteristiche dei campioni, 
invece che leggere ad una sola lunghezza 
d’onda, abbiamo effettuato uno spettro di 
assorbimento da 390 nm a 490. Come si 
vede, il picco di assorbimento è a 530 nm.

Questo è una campione di prova (troppo 
concentrato). Il massimo di assorbanza si ha 
alla lunghezza d’onda di 530 nm ed il valore è 
A 530 nm= 0,774 a.u.



A 530 nm A650 nm

1 BLANK BLANK

2 0,004 0,005

3 0,150 0

4 0,272 0,002

5 0,400 0,007

1 2 3 4 5

H2O (u glucosio 0,1 
mg/ml (ul)

1 200 -

2 200 0

3 160 40

4 120 80

5 80 120

letture di assorbanza alla lunghezza d’onda 530 nm allo spettrofotometro per i campioni standard

Possiamo ora costruire una RETTA di taratura su un foglio di calcolo
riportando l’Assorbanza in funzione della concentrazione di glucosio 
mg/ml; in (mg/dl; mM/L).

In base alla retta, calcoliamo la concentrazione di glucosio nel siero 
(provette 6 e 7)



La legge di Lambert –Beer:

A=abc

È una legge di tipo lineare. 

NB b= cammino ottico= 1 cm moltiplica per un fattore 1 quindi è implicito

L’equazione di una retta infatti è data da

Y=mx+q

Nel nostro caso
 y=A (assorbanza)
x= c (concentrazione di prodotto che assorbe la luce alla lunghezza d’onda)
m= a (coefficiente di estinzione della sostanza) è la PENDENZA DELLA RETTA
q= L’intercetta della retta con l’asse delle ascisse dovrebbe essere un valore molto 
prossimo a zero perché a concentrazione di sostanza 0 dovremmo avere assorbanza 
NULLA a meno di errori di sottrazione del bianco

Se grafichiamo l’assorbanza ad una data lunghezza d’onda in funzione della 
concentrazione del campione, avremo un andamento lineare



RETTA DI TARATURA: CALCOLO DELLA CONCENTRAZIONE DI GLUCOSIO STANDARD



RETTA DI TARATURA: INSERIMENTO DEL GRAFICO A DISPERSIONE



RETTA DI TARATURA: CUSTOMIZZAZIONE DEL GRAFICO A DISPERSIONE



RETTA DI TARATURA: aggiunta linea di tendenza



RETTA DI TARATURA:  linea di tendenza: equazione e coefficiente di correlazione



Miglior retta
Retta passante per l’origine



DIAGNOSI


