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



RICHIAMO DI TEORIA SULLA SPETTROFOTOMETRIA

Legge di Lambert-Beer:

A=abc

A= Assorbanza = log (1/T) . T=trasmittanza=I/I0 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



Quantificazione di glucosio in siero 

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

Glucosio ossidasi (GO) 
Esochinasi (HK) 

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

METODI 
COLORIMETRICI

METODO POLARIMETRICO 
(attività ottica)

https://youtu.be/R4NHuE_ajNw?si=
E_8kdMH0GIEBk6iv



METODO DELLA GLUCOSIO OSSIDASI 

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)

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

1) 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



Lila Moss in passerella per 
Versace con il cerotto CGM, 
2021

BIOSENSORI PER IL GLUCOSIO e CGM
Continuous Glucose Monitoring systems



https://todaysveterinarypractice.com/dia
gnostics/continuous-glucose-
monitoring-in-veterinary-patients/

https://www.veterinary-
practice.com/article/continuous-
glucose-monitoring-feline-diabetes

GLUCOSE 
OXIDASE





AI nel trattamento del diabete 8 domini di interesse:

Risultati di 43 studi (pubmed):



METODO DELLA ESOCHINASI
DOPPIA REAZIONE ENZIMATICA:

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

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

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



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books
/NBK587446/



https://www.rcsb.org
/3d-view/3O8M/1



Trypanosoma cruzi Glucose-6-
phosphate Dehydrogenase in 
complex with G6P and NADPH

https://www.rcsb.org/3d-view/5AQ1/1



GAHK Assay KIT
(Glucose Assay Hexokinase, Sigma-Aldrich Merck)





COMPONENTI:
1. REAGENTE DI SAGGIO (ricostituito con 20 ml di H2O)

Ogni vial contiene:
1.5 mM NAD
1.0mM ATP
1.0 unità/mL di enzima hexokinase (HK)*
1.0 unità/mL di enzima glucosio-6- fosfato 
deidrogenasi (G6DPH)*

2. Soluzione di glucosio da utilizzare come standard:
D-glucosio alla concentrazione di 1 mg/ml in 

acido benzoico 0.1%

*ricordiamo che 1 unità enzimatica è definita come 
la quantità di un enzima che catalizza la conversione 
di 1 micro mole di substrato in un minuto alla 
temperatura di 25 °C  



occhiali
Mascherina 

camice 

Guanti (lattice o 
nitrile) 

Scarpe 
chiuse

0. 
D

PI

4. provette (eppendorf) da 1,5 ml o 2 ml

4. DISPOSITIVO ELETTRONICO (PC, tablet, smartphone) 
dotato di foglio di calcolo!!!!!



1. SPETTROFOTOMETRO

CUVETTA (singolo canale) PIASTRA 



2. CUVETTE 

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!



Micropipetta Puntali

3. MICROPIPETTE

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



4. PROVETTE  DA CENTRIFUGA GRADUATE (Eppendorf)   
Capacità  0,5 ml; 1,5  ml; 2,0 ml 

RICORDA: 1 mL = 1 cm3



DILUIRE IL CAMPIONE 
ad una concentrazione di glucosio
0.05-5 mg/ml

DOMANDE:
Il mio campione ha una concentrazione di glucosio compresa 
nell’intervallo dato?
Perchè devo avere concentrazioni di glucosio che rientrino in un 
determinato intervallo? 

● HK PREPARAZIONE DEL CAMPIONE



1) Consultiamo i valori di riferimento della glicemia 
specie specifici 

CANE 60-110 mg/dL= 0,6-1,1 mg/ml
GATTO 70-110 mg/dL=0,7-1,1 mg/ml
CAVALLO 77-132 mg/dL= 0,77-1,32 mg/ml

=> possiamo usare un’aliquota di campione tal quale

HK 

2)  DEVO AVERE VALORI DI CONCENTRAZIONE 
COMPRESI IN UN DETERMINATO RANGE per avere 
valori di assorbanza nel range 
di capacità di lettura dello strumento



PROTOCOLLO del datasheet: 
totale 20 saggi, 
volume di saggio 1010-1200 
microlitri per ogni campione

Adattiamo il 
protocollo per un 
volume totale di 200 
microlitri per ogni 
campione

PROTOCOLLO



CALCOLI 

Semplifichiamo 
questa formula e 
analizziamo i 
fattori partendo 
dalla legge di 
Lambert-Beer


