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(57) Rezumat:

Inventia se referd la o platforma senzoriald electro-
chimica nanostructuratda (PSEN) bazatd pe senzori
serigrafiati cu film de carbon modificat cu nanotuburi de
carbon functionalizate cu grupari carboxil si la un pro-
cedeu de utilizare a acesteia, platforma avand aplicabili-
tate Tn domeniul medicinei de laborator si a studiilor
clinice pentru detectia concentratiei hormonuluitiroidian
tiroxing (T4). Platforma conform inventiei este consti-
tuité dintr-un suport cu trei electrozi serigrafiati: electro-
dul de lucru care este senzorul cu film de carbon modifi-
cat cu nanotuburi de C cu pereti unici functionalizati cu
grupari carboxil (SWCNT - COOH), electrodul auxiliar
si pseudo - electrodul de referinta de Ag, electrozii fiind
introdusi cu un capat in recipientul destinat solutiei de
lucru, iar cu celdlalt capat sunt conectati la o interfata
electrochimicd portabila, potentiostat, care este la
randul ei conectatd la un laptop, tabletéd sau telefon
mobil, pe care este instalat un software dedicat care va
prelua si prelucra semnalul de la interfata electro-
chimica si va permite determinarea si vizualizarea
valorii concentratiei T4. Procedeul conform inventiei
consta n asigurarea conditiilor functionale de tempe-
ratura ale electrolitului si a probei, care trebuie sa fie
ntre 20...25°C, diluarea probei de analizat in electrolitul
aflat in recipientul furnizat cu agitare usorara pentru
omogenizare, dupa care serealizeazd masurarea para-
metrilor de functionare ai PSEN folosind metoda volta-
metrica Tn puls diferential (DPV) prin imersarea doar a
suprafetei suportului care contine cei trei electrozi,

realizdndu-se masuratoarea folosind PSEN pentru a
inregistra intensitatea curentului | corespunzatoare
varfului de oxidare O,, iar in final, folosind software - ul
dedicat se calculeaza densitatea de curent J si se
afisaza pe ecranul electronic al PSEN concentratia T4
obtinuta prin raportarea valorii J masurata la curba de

etalonare.
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Platforma senzoriali electrochimici nanostructurati, metoda de etalonare a
platformei si procedeu de utilizare pentru detectia portabili, sensibila si selectivi a

continutului de tiroxina

Inventia se referd la o platforma senzorialid electrochimicd nanostructurata (PSEN)
bazati pe senzori serigrafiati cu film de carbon modificat cu nanotuburi de carbon
functionalizate cu grupari carboxil (SWCNT-COOH) si la un procedeu de utilizare a
platformei senzoriale pentru detectia electrochimica portabila, sensibild si selectiva a
concentratiei hormonului tiroidian tiroxini (T4) cu aplicabilitate in domeniul medicinei de

laborator si al studiilor clinice.

Este cunoscut faptul ci afectiuni precum hipotiroidismul, cauzat de deficitul de hormoni
tiroidieni, necesita tratament medicamentos bazat pe substituentul artificial al hormonului
tiroxind, numit levotiroxind (LT4) [V. Neu, C. Bielow, P. Schneider, K. Reinert, H.
Stuppner, C.G. Huber, Investigation of reaction mechanisms of drug degradation in the solid
state: A kinetic study implementing ultrahigh-performance liquid chromatography and high-
resolution mass spectrometry for thermally stressed thyroxine. Anal Chem. 85(4) (2013)
2385, doi: 10.1021/ac303404¢]. Pentru ci levotiroxina este o versiune sintetica (artificiald) a
tiroxinei, este importantd monitorizarea nivelului de T4 obtinut in sange ca efect al
administrarii medicamentului T4 (cu aceasi structura chimicd, dar produs de diferite
companii); chiar si o micad diferentd in puterea de dozare poate provoca simptome, care
trebuie si fie luate in considerare. In consecinti este necesara dezvoltarea unei metode simple,
rapide i portabile care si fie folositd in optimizarea si monitorizarea nivelului de T4 pe
parcursul tratamentului.

Sunt cunoscute observatiile clinice si metodele clasice ce urmaresc efectul administririi
LT4. Aceste metode clasice presupun teste serice de laborator, cum ar fi imunoanalizele
chemiluminescente [M. Ito, A. Miyauchi, M. Hisakado, W. Yoshioka, A. Ide, T. Kudo, E.
Nishihara, M. Kihara, Y. Ito, K. Kobayashi, A. Miya, S. Fukata, M. Nishikawa, H. Nakamura,
N. Amino, Biochemical Markers Reflecting Thyroid Function in Athyreotic Patients on
Levothyroxine Monotherapy, Thyroid, 27(4) (2017) 484, doi: 10.1089/thy.2016.0426],
analiza radioimunologicd [R.C.I. Mateo, J.V. Hennessey, Thyroxine and treatment of
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hypothyroidism: seven decades of experience. Endocrine 66, (2019) 10, doi: 10.1007/s12020-
019-02006-8] sau cromatografia lichida de inaltd performantd (HPLC) [S. Yong, Y. Chen,
TXK. Lee, HK. Lee, Determination of total thyroxine in human serum by hollow fiber liquid-
phase microextraction and liquid chromatography—tandem mass spectrometry, Talanta, 126
(2014) 163, doi: 10.1016/j.talanta.2014.03.058].

Solutiile cunoscute prezinta urmiatoarele dezavantaje: necesiti aparaturd scumpd de
laborator, procedee laborioase, consumatoare de timp, kituri reactive dedicate §i personal
calificat.

Este cunoscut ci metoda electrochimici este foarte sensibild, prezinti o eficientd mare in
cuantificarea si transformarea evenimentelor biochimice in semnale electrice masurabile
[Sassolas A., Blum L. J., Leca-Bouvier B.D. Immobilization strategies to develop enzymatic
biosensors, Biotechnology Advances, 2012, 30, 489-511, doi:
10.1016/j.biotechadv.2011.09.003; M. David, M. M. Barsan, CM.A. Brett, M. Florescu,
Improved glucose label-free biosensor with layer-by-layer architecture and conducting
polymer poly(3,4-ethylenedioxythiophene), Sensors and Actuators B 255, 2018, 3227-3234
doi: 10.1016/5.snb.2017.09.149] si reprezintd o alternativd simpld si avantajoasa fati de
metodele de laborator clasice. Adesea, pentru a obtine rezultate mai performante, se
folosesc nanoparticule ce prezintd proprietati fizico-chimice, structurale si morfologice
specifice precum conductivitate electrici mare, suprafati activi imbunaitititdi prin
functionalizare, biocompatibilitate sau proprietiti electrocatalitice [C. Dhand, N. Dwivedi, X.
Jun Loh, A. Ng Jie Ying, NK. Verma, R.W. Beuerman, R. Lakshminarayanan, S.
Ramakrishna, Methods and strategies for the synthesis of diverse nanoparticles and their
applications: a comprehensive overview, RSC Advances, 127, 2015, 105003-105037, doi:
10.1039/C5RA19388E]. Nanotuburile de carbon, cu pereti simpli si unici, (SWCNT) sunt
foarte versatile datorita conductivititii lor electrice mari. Electrozii modificati cu aceste
nanotuburi de carbon prezinti, in cazul masuritorilor electrochimice, un transfer de electroni
mai bun decat electrozii conventionali (nemodificati) serigrafiati si pastreaza proprieldtile

electrocatalitice ale nanotuburilor de carbon [A. Astefanei, O. Nufiez, M.T. Galceran,

Characterisation and determination of fullerenes: a critical review. Anal. Chim. Acta. 8%;
(2015) 1, doi: 10.1016/j.aca.2015.03.025]. mE-
Literatura de specialitate prezinta studii ale comportamentului electrochimic al LT carji“ !
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se concentreazi pe determinarea sa in tablete comerciale prin oxidarea electrocatalitici aN¢4
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in medii foarte acide (0.1 M HCI) cu o limitd de detectie de 2.5 uM [S. Chitravathi, B.E.
Kumara Swamy, U. Chandra, G.P. Mamatha, B.S. Sherigara, Electrocatalytic oxidation of
sodium levothyroxine with phenyl hydrazine as a mediator at carbon paste electrode: A cyclic
voltammetric  study. J.  Electroanal. @ Chem. 645(1) (2010) 10, doi:
10.1016/j.jelechem.2010.03.004] sau prin cuantificarea indirectd a LT4 prin detectia iodului
constitutiv cu ajutorul unui electrod selectiv de ioni [M. Foster Mesko, A. Cortes Teotonio,
D.T. Teixeira Oliveira, D. L.aRosa Novo, V. Caldeira Costa, A feasible method for indirect
quantification of L-T4 in drugs by iodine determination. Talanta, 166(1) (2017) 223, doi:
10.1016/;.talanta.2017.01.039]. Exista o varietate de senzori si biosenzori electrochimici ce se
bazeaza pe detectia de LT4. Senzorii electrochimici, de reguld electrozi simpli, nemodificati,
desi ating limite de detectie mult mai joase (3 nM), se bazeaza pe detectia unui varf de
oxidare ireversibil, caracteristic gruparii fenol atat a lui LT4, cat si a lui T4, grupare prezenta
si in alti compusi. Astfel de senzori sunt din grafit ,edge plane pyrolytic graphite” [M.
Khafaji, S. Shahrokhian, M. Ghalkhani, Electrochemistry of Levo-Thyroxin on Edge-Plane
Pyrolytic Graphite Electrode: Application to Sensitive Analytical Determinations.
Electroanalysis 23(8) (2011) 1875, doi: 10.1002/elan.201100204] sau carbon nemodificat
[Das, M.V. Sangaranarayanan, Electroanalytical Sensor Based on Unmodified Screen-
Printed Carbon Electrode for the Determination of Levo- Thyroxine, 27(2) (2015) 360, doi:
10.1002/elan.201400395]. Un alt electrod simplu, din film de mercur [J. Smajdor, R. Piech,
M. Rumin, B. Paczosa-Bator, Z. Smajdor, High Sensitive Voltammetric Levothyroxine
Sodium Determination on Renewable Mercury Film Silver Based Electrode. J. Electrochem.
Soc. 163(7) (2016) H605, doi: 10.1149/2.1431607jes] functioneazi pe acelasi principiu,
folosind insd o tehnicdi mai putin cunoscutd: ,differential pulse adsorptive stripping
voltammetry = voltametrie de stripare adsorbtivi in puls diferential”. Fabricarea
nano(bio)senzorilor presupune imobilizarea unor arhitecturi complexe ce utilizeazi o serie de
nanomateriale i substante chimice [S. Lotfi, H. Veisi, Synthesis and characterization of novel
nanocomposite (MWCNTs/CC-SH/Au) and its use as a modifier for construction of a

sensitive sensor for determination of low concentration of levothyroxine in real samples.

Céspedes, A. Gonzilez-Campo, M. Baeza, Amperometric thyroxine sensor

nanocomposite based on graphene modified with gold nanoparticles carrying a thio < de‘};ZQ?Sh
Q,
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cyclodextrin. Microchim. Acta. 183 (2016) 1579, doi: 10.1007/s00604-016-1783-x] care
implicd multi pasi, procedee fizico-chimice complexe §i timpi indelungati.
Este cunoscut faptul ci mecanismul de oxidare al LT4/T4 (utilizind metoda voltametriei

ciclice) prezinti dupi prima scanare a domeniului anodic un varf de oxidare pronuntat (O1),
caracteristic grupirii fenol la potentialul de Ep = 0.45 V [A. Safavi, N. Maleki, F. Tajabadi,
Highly stable electrochemical oxidation of phenolic compounds at carbon ionic liquid
electrode, Analyst 132 (2007) 54, doi: 10.1039/B612672C]. Inversand directia de scanare,
apare un varf de reducere (R2) la potentialul Ep = 0.02 V, ce este asociat cu reducerea
speciilor orto-chinonice ale 1.T4/T4 (obtinute prin oxidarea L T4/T4), la orto-fenoli (specii
asemandtoare cu catecolul). La a doua scanare, inregistratd in aceleasi conditii si fard a curita
suprafata electrodului, apare un nou vdrf de oxidare (O2), la Ep = (.07 V, corespunzitor
oxidarii gruparii catecol al LT4/T4, indicand reversibilitatea perechii redox R2 - O2, in timp
ce Ol scade ireversibil. Astfel, se sugereazi cd virful O2 este caracteristic 1.T4/T4, pe cind
varful O1 poate aparea la orice compus care are in componentd o grupare fenol. in prezenta
SWCNT-urilor functionalizate cu grupiri carboxil, (SWCNT-COOH), detectia T4 s-a
dovedit a fi mult mai sensibili si selectiva fatd de alte tipur1 de nanoparticule.

Scopul inventiei este de a realiza o platforma senzoriala electrochimicd nanostructurati
(PSEN) bazatd pe senzon serigrafiati cu film de carbon modificat cu SWCNT functionalizati
cu grupdri carboxil (SWCNT-COOQOH) si de a stabili un procedeu de utilizare a platformei
senzoriale pentru determinarea electrochimica portabila, sensibiléd si selectivd a concentratiei
de T4.

Problema pe care o rezolvd procedeul impreund cu PSEN este evitarea metodelor
laborioase, consumatoare de timp si personalul calificat impuse de metodele clasice,
inlocuindu-le pe acestea cu metoda electrochimici portabild, ce ofera rezultate simple, rapide,
pe Intelesul tuturor si pot fi plasate la fata locului.

Procedeul se defineste ca o succesiune de etape §i consti in determinarea

electrochimica, simplad si rapidd folosind metoda voltametricd in puls diferenfial a

AT
7,

concentratiilor de T4 in situ, prin inregistrarea directi a raspunsului platformei senzoriale
nanostructurate portabile si compararea valorii densitatii de curent corespunzitoare varfului
de oxidare O2 al T4 cu o curbd de etalonare prestabiliti pentru determinarea T4. Astfel, se
obtine o solutie tehnica bazata pe metoda electrochimica ce poate fi efectuati cu ajutorul unei

platforme senzoriale nanostructurate portabile, ce incorporeazi nanoparticule de carbon
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functionalizate cu grupdri carboxil §i o interfatd electrochimicd portabild care ofera
posibilitatea efectudrii unor analize de screening,

Se realizeazi platforma senzoriald electrochimicid nanostructurati portabild (PSEN) ce
constd din (Fig. 1): un suport cu trei electroz serigrafiati “screen printed”: electrodul de lucru,
senzorul nanostructurat cu SWCNT-COOH, electrodul auxiliar §i pseudo-electrodul de
referini Ag conectati la o interfatd electrochimicid portabild (potentiostat) controlatd prin
intermediul unui software dedicat. PSEN se va conecta la un dispozitiv electronic cu ecran
(laptop/tableta sau telefonul utilizatorului) pe care se va instala software-ul dedicat ce va
permite determinarea si vizualizarea valorii concentratiei T4.

Etalonarea platformei senzoriale electrochimice nanostructurate (PSEN) este o
operatiune peliminara utilizarii efective a platformei si consta din urmaitoarele etape:

a) Se fac misuritori de optimizare a pH-ului electrolitului (solutie tampon acetat de sodiu
de concentratie 0.1 M AcB) folosit la mésuratorile electrochimice pentru detectia LT4, cele
mai bune rezultate fiind obtinute pentru pH 4,0.

b) Se determinad parametrii de functionare ai PSEN folosind metoda voltametrica in
puls diferential (DPV) a concentratiilor de LT4 si s-au stabilit urmdtoarele valori: intervalul
de scanare cuprins intre Emin=-0,4 V si Enax=+ 0,6 V vs. Ag, cu o vitezi de scanare de 10 mV
s si puls aplicat de amplitudine de 50 mV, durati de 0,2 s. Pentru evidentierea varfului de
oxidare O2, specific LT4, s-a efectuat un tratament de preconcentrare prin aplicarea unui
potential de +0,7 V timp de 300 s.

¢) Se inregistreaza raspunsul senzorului (intensitatea curentului I corespunzitor varfului
de oxidare a LT4) pentru concentrafii crescitoare de LT4 (levothyroxine sodium
pentahydrate, Sigma-Aldrich) intre 0.1 si 6 pM,obtinute prin diluarea unei solutii stoc de LT4
dizolvat in DMSO in electrolitul si conditiile mai sus mentionate. Masuritorile s-au realizat in
triplicat. Densitatea de curent (J) a fost calculata (folosind software-ul dedicat) prin impartirea
intensitatii curentului electric (raspunsul senzorului) la aria geometrica a electrodului (0,1256
cm?) (J =1/0,1256).

d) Se reprezinta curba de calibrare a PSEN (folosind valorile medii ale lui J) pentru LT4 in

functie de concentratia acestuia Cr14, cu densitifile de curent corespunzitoare varfului O2, ]
= f(CLra), ce va fi folositd ca referinta pentru raportarea LT4 in proba analizati (Fig 2). Din
curba de calibrare se pot determina: o regiune liniard de pani la 1 uM LT4; o sensibilitate de

S=4.0+0.06 pA cm? pM"' (determinati din panta graficului) si o limita de detectie de 30

——

W{\ =

——



RO 135256 A0

6

nM (calculati din ecuatia 3*SD / S; unde SD este deviatia standard a interceptului si S
sensibilitatea senzorului). Curba de calibrare 1.T4 este prezentati in desen (Fig. 2).

Pentru folosirea platformei senzoriale electrochimice nanostructurate (PSEN) se
parcurg urmaitoarele etape:

a) Se dilueazi proba analizatd in recipientul ce contine electrolitul furnizat §i se realizeaza
masuritoarea DPV folosind PSEN pentru determinarea intensitatii curentului I. Se calculeazi
folosind formula implementatd in software-ul dedicat ((J = 1/0,1256)) ce a fost incircat pe
dispozitivul electronic cu ecran al utilizatorului.

b) Se calculeaza si se afiseazd pe ecranul electronic al PSEN concentatia T4 prin
raportarea J la curba de etalonare (folosind software-ul dedicat). Exemplu din Fig. 2: valorii J
=0.5 pA cm ii este corespunzitoare Crs =0.58 pM.

Procedeul prezinti urmitoarele avantaje: obtinerea concentratiei de T4 cu ajutorul
platformei senzoriale electrochimice nanostructurate (PSEN) portabile intr-un mod simplu,
rapid, la fata locului §i pe intelesul tuturor cu inlaturarea dezavantajelor identificate impuse de
metodele clasice.

Nanostructurarea platformei senzoriale electrochimice cu SWCNT-COOH imbunatiteste
performantele acesteia prin mirirea suprafetei efective de detectie si creste viteza reactiilor de
reducere - oxidare datoritd proprietitilor electrocatalitice ale SWCNT. Optimizarea
parametrilor metodei de detectie electrochimicd imbunatatesc semnificativ sensibilitatea gi

selectivitatea senzorului cu SWCNT-COOH fati de T4.

Se di in continuare un exemplu de realizare a inventiei in legituri cu Figl si Fig 2, care
reprezinta:
Fig. 1. Schema structurala a PSEN
Fig. 2. Curba de calibrare pentru LT4 in 0.1 M tampon acetat, pH = 4.0

Folosind platforma portabila senzoriali electrochimica nanostructuratd cu SWCNT-COOH
(PSEN) se efectueazd masurdtori voltametrice in puls diferential (DPV) si se inregistreazi
intensitatea curentului obfinut corespunzitoare concentrantiei T4 a unei probe, diluate in
electrolit, prin imersarea celor cei trei electrozi serigrafiati dupa optimizarea parametrilor de
functionare ai PSEN: electrolit pentru dilutie 0.1 M tampon acetat (AcB), pH = 4.0,

intervalul de scanare cuprins intre Emin=-0,4 V §i Emax=+ 0,6 V vs. Ag, vitezi de scanare de
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10 mV s puls aplicat de amplitudine de 50 mVsi durati de 0,2 s; tratament de
preconcentrare prin aplicarea unui potential de +0,7 V timp de 300 s.

Procedeul de utilizare a platformei senzoriale nanostructurate pentru detectia
electrochimicd portabild, sensibild si selectivi a T4, se realizeaza respectiand succesiunea
urmatoare a operatiilor:

Etapele procedeului urmat de catre utilizator pentru determinarea T4 dintr-o proba folosind
PSEN sunt:

a) Se verifica urmatoarele: nu se utilizeazd componentele electronice sub temperatura de
inghet (0°C) sau in condifii meteorologice extreme; temperatura recomandata a

solutiilor (electrolit si proba) este intre 20-25 °C; electrolitul este furnizat;

b) Se dilueazi proba analizatd in electrolitul aflat in recipientul furnizat si se agita usor.
Se realizeazd masurdtoarea DPV folosind PSEN prin imersarea doar a suprafetei
suportului ce contine cei trei electrozi (fumizat) si se realizeazd masuritoarea folosind

PSEN pentru inregistrarea intensitatii curentului I corespunzitoare varfului de oxidare
02.

¢) Se calculeaza densitatea de curent J si se afiseazi pe ecranul electronic al PSEN
concentratia T4 obtinutd prin raportarea valorii J masuratd la curba de etalonare

(folosind software-ul dedicat) (exemplul din Fig. 2).

Ca urmare a prezentului procedeu se obtin urmitoarele avantaje: (i) imbunititirea
sensibilitatii si specificititii detectieit de LT4/T4, (ii) inliturarea celor mai cunoscuti
interferenti prin aplicarea potentialului de preconcentrare, (iii) o analizd rapidd, (iv)

posibilitatea realizarii analizelor de screening.

¥
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Revendiciri

1. Platforma senzorialid electrochimicd nanostructuratid portabilda (PSEN) dedicati
determinirii rapide a hormonului tiroidian tiroxina T4, conform inventiei, se compune din
(Fig. 1): un suport cu trei electrozi serigrafiafi “screen printed”: electrodul de lucru care este
senzorul cu film de carbon modificat cu nanoparticule de carbon cu pereti unici functionalizati
cu grupdri carboxil (SWCNT-COOH), electrodul auxiliar si pseudo-electrodul de referinta de
Ag. Acesti electrozi sunt introdusi cu un capat in recipientul destinat solutiei ai céror
parametri urmeazi a fi determinati, si sunt conectati la celalalt capit la o interfati
electrochimicad portabild (potentiostat) care este la ridndul ei conectatdi la un dispozitiv
electronic cu ecran (laptop/tableta sau telefonul utilizatorului), pe care dispozitiv este instalat
un software dedicat cu care se va prelua si prelucra semnalul de la interfata electrochimica si

va permite determinarea si vizualizarea valorii concentratiei T4.

2. Metoda de etalonare a platformei senzoriale electrochimice nanostructurate (PSEN):
caracterizata prin aceea cd se compune din urmétoarele etape: in prima etapd se asigura
pH-ul electrolitului (solutie tampon acetat de sodiu de concentratie 0.1 M AcB) destinat
masuratorilor electrochimice pentru detectia LT4, la valoarea optima de pH 4,0 dupa care in
etapa a doua se determini parametrii de functionare ai PSEN folosind metoda de detectie
voltametrica in puls diferential (DPV) a concentratiilor de LT4 folosind urmdtoarelor valori:
intervalul de scanare cuprins intre Enin=-0,4 V §i Emax=+ 0,6 V vs. Ag, cu o vitezi de scanare
de 10 mV s si puls aplicat de amplitudine de 50 mV, durati de 02 s, unde pentru
evidentierea varfului de oxidare O2, specific LT4, se va efectua un tratament de
preconcentrare prin aplicarea unui potential de +0,7 V timp de 300 s dupa care in etapa a
treia se urmareste raspunsul senzorului (intensitatea curentului I corespunzitor varfului de
oxidare a L.T4) pentru concentrafii crescatoare de LT4 (levothyroxine sodium pentahydrate,
Sigma-Aldrich) intre 0.1 si 6 pM, valori obtinute prin diluarea unei solutii stoc de LT4

dizolvat in DMSO in electrolitul si conditiile mai sus mentionate, masuritorile se vor realiza
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f(CLta), ce va fi folositd ca referinti pentru raportarea LT4 in proba analizatd (Fig 2), din
care se pot determina: o regiune liniard de pana la 1 uM LT4; o sensibilitate de S =4.0 £ 0.06
pA cm? pM! (determinati din panta graficului) si o limita de detectie de 30 nM (calculati
din ecuatia 3*SD / S; unde SD este deviatia standard a interceptulut si S sensibilitatea

senzorului).

3. Procedeul de determinare electrochimica portabila, rapidd a hormonului tiroidian
tiroxind, T4, folosind o platforma senzoriald electrochimicd nanostructuratid (PSEN) conform
LT4/T4, inlaturarea celor mai cunoscufi interferenti prin aplicarea potentialulut de
preconcentrare, o analiza rapida, si asigurand posibilitatea realizérii analizelor de screening,
procedeu aplicat de cétre utilizator caracterizat prin aceea cd sunt parcurse urmitoarele
etape: in prima etapid se asigura conditiile functionale - nu se utilizeazi componentele
electronice sub temperatura de inghet (0°C) , temperatura recomandaté a solutiilor (electrolit
si proba) fiind intre 20-25 °C; dupd care in a doua etapa se dilueaza proba de analizat in
electrolitul aflat in recipientul furnizat si se agitd usor pentru omogenizare dupi care in etapa
a treia se realizeazd masurdtoarea DPV folosind PSEN prin imersarea doar a suprafetei
suportului ce contine cei trei electrozi si se realizeazd masuritoarea folosind PSEN pentru
inregistrarea intensitifii curentului I corespunzitoare varfului de oxidare O2, dupi care in
etapa a patra folosind software-ul dedicat se calculeazi densitatea de curent J g1 se afiseaza
pe ecranul electronic al PSEN concentratia T4 obtinutd prin raportarea valorii J masurata la

curba de etalonare. (Fig. 2).

5
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Fig. 2. Curba de calibrare pentru LT4 in 0,1 M tampon acetat, pH = 4.0
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