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Lista de abreviaturas 

Abreviatura Significado 

A Amperios 

AAS Espectroscopia de Absorción Atómica 

AAdsV 
Anodic Adsorptive Voltammetry 
(Voltamperometría de adsorción anódica)  

ACSV Alternating Current Stripping Voltammetry  

ADN Ácido Desoxirribonucleico 

AdsCSV 
Adsorptive Cathodic Stripping Voltammetry 
(Voltamperometría de redisolución catódica) 

AdsASV 
Adsorptive Anodic Stripping Voltammetry 
(Voltamperometría de redisolución anódica) 

AdsSV 
Adsorptive Stripping Voltammetry 
(Voltamperometría de redisolución adsorptiva) 

AdsSV-FIA 

Adsorptive Stripping Voltammetry with Flow 
Injection Analysis (Voltamperometría de 
redisolución con preconcentración adsortiva e 
inyección de flujo) 

ALP Fosfatasa alcalina 

ALP/%-RFP 
SPCE modificado con ALP y sustrato 5-
monofosfato de rioflavina 

AuNPs Nanopartículas de oro 

AuNPs/SPCE SPCE modificado con AuNPs 

ALP/AuNPs/SPCE SPCE modificado con AuNPs y fosfatasa alcalina 

BSA Albúmina de suero bovino 
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DCP Polarografia de corriente directa 

CDC 
Centro de control de enfermedades, por sus siglas 
en inglés 

CIC Cromatografía de intercambio catiónico 

CL Quimioluminiscencia 

CP Catalytic polarography (Polarografía catalítica) 

CPE 
Carbon paste electrode (Electrodo de pasta de 
carbono) 

CSV 
Cathodic Stripping Voltammetry 
(Voltamperometría de redisolución catódica) 

CTAB 
Cetyl trimethylammonium bromide (Bromuro de 
cetiltrimetilamonio) 

DHN 2,3-dihidroxinaftaleno 

DNA Ácido desoxirribonucleico 

DME 
Droping mercury electrode (Electrodo goteante de 
mercurio) 

DMG Dimetilglioxima 

DPAdsASV 
Voltamperometría adsortiva  de redisolución 
anódica con pulso diferencial 

DPAdsCSV 
Voltamperometría adsortiva  de redisolución 
catódica con pulso diferencial 

DPASV 
Differential Pulse Anodic Stripping Voltammetry 
(Voltamperometría diferencial de pulso con 
redisolución anódica) 

DPCSV 
Differential Pulse Cathodic Stripping 
Voltammetry  Voltamperometría de redisolución 
catódica con pulso diferencial 

DPP Polarografía de pulso diferencial 
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DPSV 
Differential Pulse Stripping Voltammetry 
(Voltamperometría diferencial de pulso con 
redisolución) 

DPV 
Differential Pulse Voltammetry 
(Voltamperometría diferencial de impulsos) 

EDTA 
Ethylenediaminetetraacetic acid (Ácido 
etilendiamino tetraacético) 

EPA 
Agencia de Protección Ambiental (de Estados 
Unidos) 

Eap Potencial aplicado, applied potential 

ETA AAS 
Espectroscopia de absorción atómica 
electrotérmica 

GA Glutaraldehído 

GCE 
Glassy Carbon Electrode (Electrodo de carbono 
vítreo) 

GCMFE 
Glassy Carbon Mercury Film Electrode 
(Electrodo de carbono vítreo modificado con 
película de mercurio) 
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HMDE 
Hanging Mercury Drop Electrode (Electrodo de 
gota suspendida de mercurio) 

HPLC 
High Performance Liquid Chromatography 
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ICP-AES 
Emisión atómica con fuente de plasma de 
acoplamiento inductivo 

ICP-MS 
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IUPAC Unión Internacional de Química Pura y Aplicada 
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Km app Constante aparente de Michaelis-Menten 

LAC Lacasa 

LAC/SPCTTFE SPCE modificado con TTF y LAC 

LAC/AuNPs/SPCTTFE 
SPCE modificado con TTF, AuNPs, MWCNT y 
LAC 

LAC/MWCNT/AuNPs/SPCTTFE SPCE modificado con TTF, AuNPs, SAMs y LAC 

LAC/SAMs/AuNPs/SPCTTFE SPCE modificado con TTF, AuNPs, y LAC 

LC50 Concentración letal, 50% 

LC-ICP-MS 

Liquid Chromatography Induced-Coupled Plasma 
Mass Spectrometry (Cromatrografía de Líquidos 
con Espectrometría de Masas con Plasma de 
Acoplamiento Inductivo) 

LIBS 
Laser-induced breakdown spectroscopy 
(Espectroscopia de emisión atómica con láser 
inducido) 
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LOQ Límite de cuantificación 

LSAdSV 
Differential Pulse Adsorptive Stripping 
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Lineal con Preconcentración Adsortiva) 
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MFGCE 
Electrodo de carbón vítreo con película de 
mercurio 

MWCNT 
Multiwall Carbon Nanotubes (Nanotubos de 
carbono de pared múltiple) 

MTB 2-mercaptobenzotiazol 

2-PLAsc 2 fosfo-L-ascorbato trisódico 

PVA Alcohol polivinílico 

REFER  

RFP 5-monofosfato de riboflavina 

RGCMFE 
Rotatory Glassy Carbon Mercury Film Electrode 
(Electrodo rotatorio de carbon vítreo y con film de 
mercurio) 

RSD Desviación estándar relativa 

SAMs Monocapas autoensambladas  

SCE Electrodo de calomelanos saturado 

SEC Cromatografía de exclusión por tamaño, 

SME 
Stationary Mercury Electrode (Electrodo 
estacionario de mercurio) 

SMDE 
Static Mercury Drop Electrode (Electrodo estático 
de gota de mercurio) 

SPCEs Electrodos serigrafiados de carbono 

SPE Electrodo serigrafiado  

SWASV 
Square Wave Anodic Stripping Voltammetry 
(Voltamperometría de onda cuadrada con 
redisolución anódica) 

SWCNT 
Simple Wall Carbon Nanotube (nanotubos de 
carbono de pared simple)	
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SWSV 
Square Wave Stripping Voltammetry 
(Voltamperometría de onda cuadrada con 
redisolución) 

TTF Tetratiafulvaleno 

SPCTTFE Electrodo de carbono serigrafiado con TTF 

VBB Azul de Victoria B 

Vm Velocidad de reacción enzimática 

% w/w Porcentaje volumen-volumen 
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1. Introducción 
 

 Los metales traza han sido tema de estudio desde hace mucho tiempo, por sus 

efectos dañinos sobre el medio ambiente y lo seres vivos. Entre estos, los metales de 

transición han generado gran interés, no solo por sus múltiples aplicaciones a nivel 

industrial, sino también por su importancia biosanitaria, ya que algunos de estos 

metales, siendo esenciales en pequeñas concentraciones para ciertos organismos 

vivos, se convierten en tóxicos a concentraciones mayores para los mismos. 

 Tradicionalmente, el hecho de que estos elementos formen complejos estables, 

muchos de ellos coloreados, ha conducido a que las  técnicas espectroscópicas y 

electroquímicas hayan sido ampliamente utilizadas en su determinación. Es así como 

se reportan en la literatura muchos métodos de análisis espectroscópicos y 

electroquímicos que hacen uso de compuestos de coordinación de estos elementos. 

También se describen otros métodos como los de absorción y emisión atómica, 

emisión con plasma, cromatografía líquida de alta eficiencia y cromatografía de  

intercambio iónico. 

 Para realizar esta investigación, se seleccionaron el vanadio y el tungsteno, que 

son metales de transición que no habían sido reportados por sus efectos tóxicos. Sin 

embargo, en publicaciones más recientes, se recomienda evaluar sus posibles efectos 

nocivos para plantas, animales y humanos, pues se les vincula con algunas 

enfermedades.   

 En la bibliografía están descritos algunos métodos para la determinación de 

estos dos elementos mediante técnicas electroquímicas como las voltamperometrías 

adsortivas basadas en la adsorción de complejos de ambos metales;  sin embargo  

existen pocas referencias que se refieren a métodos electroquímicos basados  en la 

inhibición enzimática, producida por la presencia de vanadio o tungsteno. En este 

trabajo se han puesto a punto biosensores electroquímicos enzimáticos utilizando dos 

enzimas cuya actividad biológica frente a diversos sustratos, se ve afectada por la 

presencia de algunos metales, como la fosfatasa alcalina y la lacasa.   

 Por sus múltiples ventajas se han seleccionado los electrodos serigrafiados que 
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han sido modificados con nanopartículas de oro, y sobre los cuales se han 

inmovilizado las enzimas mencionadas. Se utilizó la enzima fosfatasa alcalina con 

varios sustratos y nanopartículas de oro para determinar vanadio y tungsteno. En el 

caso de la utilización de la enzima lacasa para determinar tungsteno, los electrodos se 

modificaron con nanomateriales  como  nanopartículas de oro,  nanotubos de carbono 

de pared múltiple, y también mediante  la formación de monocapas autoensambladas 

con 1,2-etanoditiol o ácido 3-mercaptopropiónico. La inmovilización de las enzimas 

se ha llevado a cabo utilizando albúmina de suero bovino BSA, alcohol polivinílico 

en unos casos y en otros glutaraldehído, para fijar la enzima por atrapamiento o 

entrecruzamiento. 

 Los mejores resultados los presentaron los biosensores basados en la 

utilización de la fosfatasa alcalina empleando la riboflavina-5-monofosftato y el 

para-nitrofenilfosfato como sustratos. Igualmente, se han obtenido buenos resultados 

utilizando lacasa, y pirocatecol como sustrato. 

 Para optimizar las condiciones experimentales se ha aplicado en algunos casos, 

el diseño de experimentos 2k estrella. En otros, se fueron variando sistemáticamente 

los parámetros influyentes, con el objetivo de elegir en cada caso los que 

proporcionaban mejores señales amperométricas. Además se han empleado otras 

técnicas como la voltamperometría cíclica, o las técnicas de impulsos para escoger el 

potencial de trabajo o electrodepositar las nanopartículas de oro. 

 Se evaluaron los parámetros de desempeño de los diferentes biosensores como 

la precisión en términos de repetibilidad y reproducibilidad, expresando la desviación 

estándar relativa en % (RSD),  así como los límites de detección y cuantificación, el 

ámbito lineal, la veracidad con muestras de agua enriquecidas y los porcentajes de 

recuperación de patrones de referencia certificados trazables al NIST. Igualmente, se 

llevaron a cabo estudios de interferencias de diferentes cationes metálicos, a varios 

niveles de concentración. Todos los biosensores preparados se aplicaron en la 

determinación de los niveles de vanadio y tungsteno en diferentes muestras de agua 

de grifo, agua ultrapura y agua embotellada comercial. 
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 El objetivo principal de esta tesis doctoral ha sido utilizar los electrodos 
serigrafiados para desarrollar biosensores electroquímicos con 
características analíticas optimizadas y aplicarlos a la determinación de 
vanadio y tungsteno en muestras de agua. 
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2.  Objetivos 
 

 En esta investigación se pretende desarrollar diferentes sensores enzimáticos 

utilizando como base los electrodos serigrafiados, y  modificar sus superficies con 

diversos nanomateriales y enzimas, para dar una mejor respuesta a la presencia en 

agua de ciertos metales de interés.  

 
 Para alcanzar este objetivo se llevarán a cabo una serie de tareas que se 

describen someramente a continuación: 

 

2.1 Estudio del comportamiento electroquímico de los sensores 
funcionalizados empleando superficies nanoestructuradas y diversas 
enzimas. 
 

 Se probarán materiales como nanopartículas de oro, nanotubos de carbono y 

monocapas autoensambladas de tioles unidas a las nanopartículas de oro, para 

funcionalizar los electrodos serigrafiados hechos en el laboratorio. Con objeto de 

evaluar el efecto de dichas nanopartículas sobre el comportamiento electroquímico 

de los biosensores, se utilizarán técnicas electroquímicas como voltamperometría 

cíclica y amperometría en disolución agitada, y se compararán los resultados con los 

obtenidos empleando biosensores preparados en idénticas condiciones pero en 

ausencia de los nanomateriales. 

 
 Para preparar los biosensores enzimáticos amperométricos y determinar los  

metales como vanadio y tungsteno, se emplearán diferentes superficies electródicas y 

distintas estrategias de modificación de las mismas, empleando siempre 

nanopartículas de oro. Así, se prepararán biosensores basados en electrodos 

serigrafiados preparados en el laboratorio, modificados con nanopartículas de oro 

electrodepositadas, y diferentes enzimas inmovilizadas. También se pretende utilizar 

algún mediador incorporado al electrodo de trabajo, para mejorar la señal 

amperométrica y disminuir el potencial a aplicar. 
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2.2 Optimización de las variables analíticas para el funcionamiento 
óptimo de los biosensores. 
 

 Los mejores resultados obtenidos en cuanto a sensibilidad, reproducibilidad de 

las medidas, y la estabilidad de los dispositivos preparados, permitirán demostrar las 

propiedades conductoras y catalíticas de estos nanomateriales, así como la mejor 

forma de inmovilización de las enzimas sin producirse pérdidas apreciables de la 

bioactividad enzimática. Se optimizarán las variables experimentales que afecten 

tanto a la modificación de la superficie del electrodo de trabajo, como a las 

respuestas amperométricas. Asimismo, se calcularán los parámetros cinéticos de la 

reacción enzimática, sobre las superficies de los biosensores basados en la inhibición 

enzimática por parte de los metales en estudio. 

 

2.3 Validación de los biosensores específicos en diferentes muestras 
de agua y agua enriquecida. 
 

 Se evaluarán los mejores biosensores en su desempeño analítico para la 

determinación de vanadio y de tungsteno. Para esto se estimarán las características 

analíticas de los métodos desarrollados con ellos, lo que implica establecer los 

intervalos de linealidad de los calibrados, la evaluación de la precisión y el cálculo de 

los límites de detección y cuantificación para los dos metales en estudio. 

 

2.4 Aplicación de los biosensores  enzimáticos desarrollados al 
análisis de muestras de agua. 
 

 Los biosensores desarrollados se aplicarán a la determinación de los metales de 

interés en muestras de agua.  La validez de las metodologías empleadas se verificará 

mediante el enriquecimiento de muestras o blancos con el fin de evaluar la exactitud 

de los métodos. 
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3. Fundamentos teóricos y antecedentes bibliográficos 

 El vanadio y el tungsteno son elementos de transición con características 

similares; al igual que los metales representativos son sólidos a temperatura 

ambiente. Poseen estructura cristalina cúbica, centrada en el cuerpo, y tienen buena 

conductividad térmica y eléctrica. Son de gran interés en la industria, especialmente 

en la metalurgia del acero, ya que se utilizan en muchas aleaciones y además son 

buenos catalizadores. Se encuentran en estados de oxidación 2+, 3+, 4+, 5+, el 

tungsteno tiene además 6+. Forman complejos iónicos coloreados y paramagnéticos. 

Tradicionalmente, se ha considerado que estos elementos no tienen carácter tóxico, 

sin embargo, actualmente se está cuestionando su toxicidad. 

3.1 El vanadio 

3.1.1 Generalidades del  vanadio 

 El mineralogista español  Andrés Manuel Del Río, de la Escuela de Minas de 

México, en 1801 analizó un mineral de plomo de la mina mexicana de Cardonal en 

Hidalgo (Zimapan), y encontró que producía óxidos, disoluciones y precipitados de 

diversos colores. Supuso entonces de que se trataba de un nuevo metal, al que llamó 

pancromio, (del griego pan  o pas y chromos) y que posteriormente cambió a 

eritronio, (de eritro, rojo), al observar que con los álcalis y otras tierras producían 

sales que se ponían rojas al fuego, lo mismo ocurría con los ácidos. 

 En 1830 el químico sueco Nils Sefström, encontró en un mineral de hierro 

extraído de una cantera de Falun, en su país, una nueva sustancia que Friedrich 

Wöhler identificó como el mineral de Del Río, y lo nombró vanadio, derivado de la 

diosa nórdica de la belleza Vanadis, debido a las llamativas coloraciones de sus 

disoluciones.   

 Tanto Sefström como Wöhler eran discípulos de Jacob Berzelius, y los 

trabajos de identificación  fueron realizados en los laboratorios de este último en 

Estocolmo bajo su dirección. Es allí donde en enero de 1831, separa el óxido del 

nuevo metal en estado puro. Wöhler había demostrado que el mineral mexicano era 
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realmente vanadato de plomo Pb3(VO4)2 y el color rojo no dependía realmente del 

vanadio, sino en este caso del ión Pb2+[1, 2]. 

 El vanadio es un metal que en la tabla periódica se ubica como el primer 

elemento de transición del grupo VB, con número atómico 23 y masa atómica de 

50.942 uma. Tiene un punto de fusión de 1902 o C y un punto de ebullición 3409 o C. 

Es un metal de color gris resistente a la corrosión, no existe en la naturaleza en 

estado metálico, es poco abundante, con carácter dúctil y maleable y se utilizó 

inicialmente en aleaciones con hierro y acero [3 -5]. Es un elemento común en la 

litosfera, combinado formado diferentes compuestos. En el suelo acompaña a los 

óxidos de hierro, minerales arcillosos y la fracción orgánica [6].  Una cantidad 

promedio de vanadio en suelos ronda entre 10 mg kg-1 y 220 mg kg-1. El vanadio 

metálico reacciona con el oxígeno, el nitrógeno y el carbono a temperaturas menores 

a 300 ° C y forma diferentes estados de oxidación: -1, 0, +2, +3, +4 y +5, siendo el 

menos común el estado -1 [7]. 

 El vanadio es utilizado en la industria metalúrgica en manufactura de 

aleaciones de alta resistencia y baja corrosión; forma amalgamas principalmente con 

aluminio, titanio, boro, cromo, níquel, manganeso y tungsteno. Es un componente de 

la preparación del vidrio, de pinturas de aplicación común, en colorantes para 

fotografía y cinematografía. En la industria agrícola se emplea en la elaboración de 

fungicidas e insecticidas y como micronutriente en fertilizantes, además en la 

producción de ácido sulfúrico y caucho sintético. Se utiliza en materiales de 

superconductividad y es importante en la industria de la energía atómica, en la 

construcción de maquinaria aérea, tecnología espacial y como agente catalítico en 

diversas aplicaciones [3, 8, 9]. 

 

3.1.2 Vanadio en el medio ambiente 

 Es el metal de transición más abundante en la acuosfera y está presente en un 

promedio similar al del zinc; se observa como contaminante en ríos, lagos, océanos y 

en aguas subterráneas y superficiales mayormente por el impacto de la minería [10]. 

En ambientes naturales el vanadio se encuentra en bajas concentraciones, del orden 
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de unos pocos µg L-1. Las concentraciones normales en agua de consumo humano 

oscilan entre 0.2 a más de 100 µgL-1y los valores típicos están entre 1 y 6 µg L-1. Esta 

concentración depende del área geográfica en que se encuentre [11, 12]. Así en las 

aguas minerales cercanas al Monte Fuji en Japón, las concentraciones de vanadio 

pueden alcanzar valores entre 24.5 y 81.5 µg L-1. Esta agua es comercializada en 

botellas plásticas con concentraciones hasta de 59 µg L-1[13]. 

 El V(V) existe como ion vanadato VO3
-, pero puede encontrarse como vanadilo 

(VO2
+) cuando el pH es inferior a 3.5 y en soluciones básicas su forma predominante 

es el orthovanadato (VO4
-3). También se encuentra como H2VO4

- en soluciones 

neutras, mientras que el metavanadato (VO3
-) es la especie predominante en los 

fluidos corporales [14]. 

 El  V(IV) como catión vanadilo VO2+ puede estar presente en ambientes 

reductores. Es estable en disoluciones ácidas a pH menor a 2, pero se oxida al estado 

pentavalente por el oxígeno atmosférico a pH mayores. Esto complica la 

determinación de V(IV) en muestras naturales con pH mayor a 2 pues se hace 

necesario estabilizar esta especie. La coexistencia de estas especies depende el pH, 

del potencial redox y de la fuerza iónica del sistema [15, 16]. 

 El vanadio puede entrar en los sistemas acuáticos a través de la liberación  de 

rocas primitivas, del suelo y por el transporte en las aguas. Sin embargo la actividad 

antropogénica es la que más contribuye a su presencia en estos sistemas. Pequeñas 

cantidades de vanadio son retenidas en productos derivados del petróleo y se produce 

la contaminación por el proceso de refinado y uso de combustibles fósiles [17]. La 

combustión de estos materiales liberan una cantidad significativa de este elemento y 

sus compuestos  como óxidos con estado de oxidación entre 2+ y 5+, tales como VO, 

V2O3, VO2 y V2O5, al ambiente [18], al igual que en las emisiones de partículas 

debidas a las actividades mineras e industriales [13, 14, 19 -21]. Estas emisiones  se 

precipitan sobre el suelo y son drenadas por la lluvia hasta llegar a las aguas 

subterráneas u otros medios acuosos y a la vez pueden ser adsorbidos directamente 

por las plantas [11]. 

 El vanadio es el tercero en la lista de contaminantes en la comunidad europea, 
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debido a las emisiones de las plantas eléctricas de combustión de carbón después del 

Zn y el Pb.  Más aún, la contaminación atmosférica debida al vanadio es 

considerablemente mayor cerca de las zonas industriales y refinerías de petróleo. Las  

fuentes naturales como polvo continental, emisiones volcánicas, aerosoles marinos y 

minería ayudan a dicha contaminación [22-24]. Se calculan 60 mil toneladas de 

vanadio liberadas a la atmósfera anualmente por contaminación antropogénica, 

especialmente de los combustibles fósiles [8, 9]. 

 Los niveles de vanadio en el ambiente [16, 21, 25, 26] dependen de las 

condiciones climáticas, la ubicación geográfica y las condiciones de urbanización 

entre otros factores [27-29]. En las grandes urbes se han detectado concentraciones 

en el aire que oscilan entre  0.15 - 1.4 µg / m3  y en áreas rurales hasta 0.024 µg m-3 

[3]. Recientemente se ha publicado que los materiales de construcción liberan 

metaloides, dependiendo de su área superficial, del tamaño de partícula, y la fuerza 

iónica de los mismos. No así con el vanadio, que se determinó en escorias de cobre 

en concentraciones de (57 ± 17) mg kg-1 y en rocas basálticas de (118 ± 24) mg kg-1 

[30]. 

 El vanadio puede encontrarse en el ambiente en algas, plantas, invertebrados, 

peces y muchas otras especies. El crecimiento de ciertas plantas acuáticas es 

estimulado por concentraciones traza de vanadio (1 µg L-1- 10 µg L-1), pero 

concentraciones superiores a 100 µg L-1 son tóxicas [31]. Algunos invertebrados 

marinos tales como los tunicatos acumulan vanadio a niveles superiores al 0.3 % de 

masa seca.  Estos invertebrados son generalmente menos sensibles al vanadio (9 días 

LC50 en el ámbito de 10 mg L-1- 65 mg L-1) mientras que los peces (4-6 días  LC50) a 

valores entre 0.5 mg L-1- 22 mg L-1), entendiéndose por LC50 la concentración del 

metal que mata el 50% de los individuos de ensayo. El pH es un importante 

modulador de la toxicidad, sin embargo en suelos, el vanadio a concentraciones de 

10 mg kg-1 o más, es tóxico para las plantas terrestres [7, 32].  En mejillones y 

cangrejos se acumula fuertemente, y puede ser acumulado en concentraciones de 105 

a 106 veces mayores que las concentraciones encontradas en el agua salada. Las 

ascidias son organismos acuáticos que acumulan este metal en células especiales 

llamadas vanadocitos y logran tener concentraciones de vanadio en sangre de 10 
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mM, mientras que en el mar se encuentran concentraciones de 35 mM [8, 22, 24].  

Hay enzimas que contiene vanadio, por ejemplo se ha encontrado en enzimas de 

algas marinas [23, 33]. 

 La presencia de vanadio en el suelo no es neutral para las plantas y su 

influencia en ellas depende de la concentración [26, 34-36]. Concentraciones 

inferiores a 2 mg kg-1 de vanadio influyen positivamente en la síntesis de la clorofila, 

el consumo de potasio o la asimilación de nitrógeno. Mayores concentraciones de 

vanadio son tóxicas para las plantas, ya que causa la clorosis y limita el crecimiento. 

[37, 38] 

3.1.3 Toxicidad del vanadio 

 El vanadio es un elemento traza esencial con funciones fisiológicas 

específicas [39-42], además posee propiedades para reducir los efectos de diferentes 

desórdenes fisiológicos [25, 43-45]. No obstante, numerosos reportes han prevenido 

a la población sobre su carcinogénesis y los efectos tóxicos por exposiciones 

excesivas a dicho metal [3, 9, 10, 46]. 

 En 1876 fue reportada por primera vez la toxicidad del vanadato de sodio por 

parte de Priestley y Gamgee, en algunas especies de animales. En 1911 se encontró 

gran cantidad de vanadio en la sangre de ascidias [47], y en 1912 en el Journal de 

Pharmacology se reportaba sobre las acciones toxicológicas y farmacéuticas del 

V(V) [48]. 

 A pesar del hecho de que el V(V) es la especie más tóxica, se le ha dado muy 

poca importancia a su determinación en aguas, suelos y plantas [49]. Recientemente 

la Agencia de Protección Ambiental de los Estados Unidos, (EPA) incluyó al 

vanadio en la lista de los candidatos a contaminantes ambientales, tomando en cuenta 

el modelo de movilización y remoción del vanadio a lo largo de los flujos de los 

sistemas de aguas subterráneas, sin embargo se subestima la importancia de 

investigar el vanadio en los acuíferos y otras fuentes de agua. A la fecha son muy 

pocos los países donde los  estándares y las regulaciones sobre la contaminación de 

suelos con vanadio han sido aceptados [21]. 
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 El vanadio puede tener efectos adversos sobre la salud humana. Es absorbido 

pobremente por el tracto gastrointestinal,  se transforma en VO2+ en el estómago y 

pasa al duodeno de la misma forma. Algunos estudios señalan que el vanadato entra 

en las células vía fosfato o por otro anión transportador y es por eso que el V(V) se 

absorbe de tres a cinco veces más efectivamente que el V(II) [50]. Se sabe que los 

compuestos de vanadio que se ingieren se eliminan por las heces, siendo la ruta que 

predomina, la eliminación por la orina.  

Algunos autores mencionan que el vanadio es esencial para diferentes 

organismos, pero no se ha encontrado una verdadera función para los humanos. Se 

conocen los efectos adversos de los compuestos de vanadio tetravalente y 

pentavalente, sobre la integridad de los cromosomas y se ha observado segregación 

in vitro. Ambos inducen micronúcleos, rompimiento del ADN, y alteraciones 

cromosómicas [3, 51, 52]. 

En humanos la toxicidad del vanadio incluye perturbaciones en el sistema 

nerviosos central, temblor y deterioro en reflejos condicionados, así como congestión 

de la médula espinal. En pacientes con esclerosis múltiple se han encontrado altos 

niveles de V(V) y otros metales en cabello y sangre [9]. Algunos desórdenes 

mentales como el síndrome maníaco depresivo puede asociarse con niveles de 

vanadio superiores en la sangre [53]. También se hallaron habilidades cognitivas 

reducidas en humanos crónicamente expuestos a este elemento [54]. 

Cuando el vanadio es acumulado en el cuerpo, a través del aire contaminado, 

puede causar bronquitis y neumonía. Los efectos graves del vanadio son irritación de 

pulmones, garganta, ojos y cavidades nasales, daño cardiaco y vascular, inflamación 

del estómago e intestinos, dafecciones en el sistema nervioso, sangrado en hígado y 

riñones, irritación de la piel, temblores severos y parálisis, sangrado de la nariz y 

dolor de cabeza, mareos y cambios de comportamiento, etc. [3]. 

Los alimentos son la principal fuente de exposición a vanadio para la población 

en general, con un estimado diario de unas pocas décimas de microgramos. El agua 

potable contribuye en menor escala aun cuando se han encontrado concentraciones 

de vanadio relativamente altas en algunas fuentes suplidoras de agua [9, 50, 55]. Por 



Fundamentos Teóricos Y Antecedentes Bibliográficos 

 

 
Ana Lorena Alvarado Gámez  33 

 

lo tanto, la evaluación de los posibles efectos de vanadio en la salud humana debe ser 

objeto de control y los valores de referencia de vanadio en sangre, suero y orina de 

personas no expuestas, debería establecerse como una base para la evaluación de la 

exposición humana y sus riesgos toxicológicos [29]. 

En contraposición a su toxicidad,  el vanadio presenta algunas aplicaciones en 

medicina,  abarcando diferentes áreas de interés;  por ejemplo muchos estudios 

desarrollados in vitro o en animales de laboratorio, han revelado que algunos 

compuestos de vanadio tienen propiedades miméticas tales como efectos 

mitogénicos, acciones inhibitorias o estimulantes sobre diferenciación celular y otros 

efectos metabólicos [56-58]. También presenta ventajas en el tratamientos de algunos 

tipos de cáncer, así como de agente  antiviral, antiparasitario y antibacterial. [1, 6, 7, 

59]. 

3.2 El tungsteno 

3.2.1 Generalidades del tungsteno 

 En 1779, Peter Woulfe, mientras estudiaba una muestra del mineral 

wolframita, (Mn, Fe) (WO4), predijo que debía de contener un nuevo elemento. Dos 

años después, en 1781, Carl Wilhelm Scheele y Torbern Bergman sugirieron que se 

podía encontrar un nuevo elemento reduciendo un ácido (denominado "ácido 

túngstico") obtenido a partir del mineral scheelita (CaWO4). En 1783, en España, los 

hermanos Juan José y Fausto Elhúyar encontraron un ácido, a partir de la wolframita, 

idéntico al ácido túngstico. 

 En 1820 el químico sueco Jacob Berzelius obtuvo wolframio mediante una 

reducción con hidrógeno. El método, empleado todavía la actualidad, comenzó a 

abrir las posibilidades de uso de este metal extraordinario, pero su desarrollo fue muy 

lento. La necesidad constante de nuevos materiales para alimentar las guerras del 

siglo XIX, hizo que los fabricantes de acero austriaco e inglés empezaran a investigar 

las propiedades del wolframio como elemento de aleación [9, 60]. 
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 La palabra tungsteno procede del sueco, tungque se traduce como "pesado" y 

sten, "piedra", es decir, "piedra pesada". La palabra wolframio procede de dos 

palabras alemanas wolfy rahm, pudiendo significar "poco valor". También se traduce 

como "Baba de Lobo" en referencia a las supersticiones de los mineros medievales 

sajones que creían que el diablo se aparecía en forma de lobo y habitaba las 

profundidades de las minas socavando la casiterita con sus fauces babeantes. Este 

mineral aparecía mezclado con el ácido de otro desconocido —wolframio— que 

actuaba corroyéndolo [10]. 

 La IUPAC denomina al elemento 74, de símbolo W, como "tungsten" (en 

inglés, su único idioma oficial). El nombre alternativo "wolfram" fue suprimido en la 

última edición de su Libro Rojo (Nomenclatura de Química Inorgánica. 

Recomendaciones de la IUPAC de 2005) [61, 62]. 

 El tungsteno es un metal de transición al igual que el vanadio, con 

propiedades similares a las del molibdeno [63], perteneciente al grupo VIB del 

sistema periódico. Es muy valioso por su gran resistencia a altas temperaturas y por 

su alta conductividad de calor y electricidad [34]. Sus propiedades físicas y 

mecánicas son únicas, presenta un punto de fusión de 3422 º C y de ebullición de 

5555 º C, los más altos entre los metales, y una densidad de 19.1 g cm.3. Este metal 

es escaso en la corteza terrestre, se encuentra en forma de óxidos y sales en ciertos 

minerales [64]. 

 Es un metal denso y duro de color gris acerado. Se utiliza en los filamentos de 

las lámparas incandescentes, en electrodos no consumibles de soldaduras, en 

resistencias eléctricas, y aleado con el acero, en la fabricación de aceros especiales 

para la fabricación de fuselaje de equipos espaciales, puntas de taladros, bordes de 

herramientas de corte, equipos médicos y municiones [64-67]. Su variedad de 

carburo de tungsteno sinterizado se emplea para fabricar herramientas de corte. Esta 

variedad absorbe más del 60 % de la demanda mundial de tungsteno.A pesar de sus 

extensas aplicaciones, los efectos biológicos y bioquímicos del tungsteno y sus 

compuestos no se conocen muy bien [68]. 
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 Se considera que el tungsteno tiene actividad química limitada y a menudo se 

cita como no reactivo frente a ácidos minerales fuertes y agua. Estas propiedades 

únicas se pueden cambiar en aleaciones con carbón y otros metales, que hacen al 

tungsteno altamente deseable y difícilmente sustituible en aplicaciones comunes y 

especializadas de las tecnologías modernas. Por consiguiente el tungsteno es 

considerado como un elemento indispensable y de importancia estratégica a corto 

plazo [69]. 

3.2.2 El tungsteno en el ambiente 

 La corteza terrestre, concretamente la ecosfera, es la principal fuente de 

tungsteno y se estima que contiene 0.00013% de este metal, lo que equivale en 

términos de concentración de tungsteno a 1.3 mg kg−1[69, 70]. Existe combinado 

formando minerales como la scheelita (CaWO4) o wolframita ([Fe/Mn]WO4)[60, 

72]. 

 La biogeoquímica del tungsteno en el ambiente es muy poco conocida y los 

datos existentes en cuanto a su presencia en aguas naturales en particular es muy 

limitada. Sin embargo, en estudios recientes se indica que las concentraciones 

elevadas de tungsteno en aguas naturales están asociadas a condiciones reductoras, 

alta alcalinidad y altas acumulaciones de minerales de tungsteno relacionadas con 

óxidos de hierro [73-76]. 

 Con el  rápido desarrollo de nuevas  tecnologías,  algunos metales traza poco 

comunes como el tungsteno, utilizados en la industria, se acumulan en los desechos y 

en aguas residuales y posteriormente son liberados a los ecosistemas aledaños, a 

pesar de los tratamientos antes de sus descargas [77]. 

 El tungsteno puede ser liberado a los sistemas acuáticos a través de múltiples 

rutas naturales y antropogénicas, desde ambientes terrestres, atmosféricos y bióticos. 

Una lista no exhaustiva de procesos naturales incluyendo la erosión de rocas ricas en 

tungsteno, en suelos, en disolución en actividades hidrotermales y volcánicas, 

precipitaciones atmosféricas secas y húmedas, y excreción de metabolitos, pueden 

ser las causas de la movilidad de este metal. Las fuentes antropogénicas encierran 
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una variedad de actividades industriales, comerciales y militares, junto con 

actividades municipales, agrícolas y desechos industriales [45, 78]. 

 El tungsteno está presente en agua de mar a nivel de trazas, a concentraciones 

menores a 0.2 ng kg−1 - 1.0 ng kg−1. Sin embargo, se han reportado concentraciones 

de 8 mg L−1 a 100 mg L−1 en el Atlántico Norte y en sedimentos marinos entre 10 

mg kg−1 y 60 mg kg−1 [79]. Las aguas subterráneas en áreas de deposición de 

tungsteno, o de actividad hidrotermal y lagos alcalinos en regiones áridas, contienen 

elevadas concentraciones de este metal.  En zonas de recarga por ejemplo, se han 

reportado hasta 70 mg kg−1 en salmueras del lago Searles en California.  En Fallon, 

Nevada, se han encontrado en aguas de grifo concentraciones entre 0.25 µgL-1 y 335  

mg L-1 y en pozos de agua de consumo humano 0.27 µg L-1 a 742 µg L-1 [80]. 

 Las reacciones de tungsteno en agua, juegan un papel importante en el 

comportamiento y movilidad de este elemento y sus compuestos en el medio 

ambiente. Los diagramas de equilibrios de pH-potencial y las reacciones pertinentes 

de los sistemas agua-tungsteno bajo condiciones de equilibrio termodinámico a 25 °  

C, y la especie más importante en ausencia de sustancias precipitantes o 

complejantes, es el ion WO4
2− [81]. 

3.2.3 Toxicidad del tungsteno 

 El tungsteno es un metal que ha sido poco estudiado a pesar de sus efectos 

ecológicos. Sus aniones se polimerizan tanto en los sistemas medioambientales como 

en condiciones fisiológicas de los seres vivos [63, 68]. Estas reacciones de 

polimerización-condensación producen varios tipos de oxianiones estables. Ciertas 

propiedades químicas en particular de óxido-reducción y ácidas, diferencian a estos 

polianiones de los monotungstatos. Sin embargo, los efectos biológicos y 

ambientales se basan enteramente en experimentos donde los monotungstatos fueron 

utilizados y asumidos por los autores como la forma de tungsteno presente y que 

produce los efectos observados [82]. 

 Algunos descubrimientos recientes indican que la especiación de tungsteno 

debe ser importante para la ecotoxicología. Diferentes grupos han demostrado que 
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los politungstatos desarrollan y persisten en los sistemas ambientales y que los 

politungstatos son mucho más tóxicos que los monotungstatos. Otros estudios se 

refieren a la formación de tungstatos monoméricos y una variedad de especies 

poliméricas definidas como dañinas en suelos viejos que contienen tungsteno. 

Además las aleaciones de tungsteno utilizadas en municiones frente al uso de 

tungsteno metálico complican el panorama geoquímico de las especies de tungsteno 

debido a la formación de especies poco solubles después de la oxidación, a niveles de 

pH ácidos. Los procesos naturales de  oxidación y especiación aumentan la 

complejidad de las implicaciones biológicas de este metal en el ambiente [83]. 

 Se sospecha que el tungsteno está potencialmetne relacionado con un cluster 

de leucemia linfocítica aguda en tres comunidades de Estados Unidos, (Fallon, 

Nevada; Sierra Vista, Arizona y  Elk Grove, California) y también es perjudicial para 

los peces. 

 A pesar de que se han hecho algunos estudios del comportamiento y los 

efectos del tungsteno en animales de laboratorio, se le ha dado muy poca atención a 

los problemas de desarrollo de modelos biológicos realistas de la cinética del 

tungsteno en el cuerpo humano [84, 85]. 

 Las concentraciones de tungsteno en el agua potable, generalmente no son 

objeto de estudio. Esto se debe probablemente a que los niveles de tungsteno están 

por debajo del nivel detectable, o a que los laboratorios destinados a este fin no 

tienen en su protocolo la cuantificación de este metal. Tampoco se conocen las 

cantidades de tungsteno contenidas en los alimentos, probablemente por las mismas 

razones. El tungsteno en plantas proviene de la incorporación por parte de la planta o 

debido a que se encontraba adherido a la planta [85]. En un estudio realizado en 

Dinamarca se encontró una concentración de tungsteno en cebollas de 17 µg kg-1 en 

las hortalizas frescas. Aunque hay muy pocos datos, la exposición al tungsteno a 

través del aire, el agua potable y los alimentos es muy baja [86, 87]. 

 En ciertos lugares de trabajo, el personal puede  estar expuesto a niveles de 

tungsteno en el aire, más altos que los normales, a pesar de que se consideren muy 

bajos o inexistentes. Las exposiciones más comunes se dan con tungsteno metálico o 
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carburo de tungsteno. La exposición ocupacional al tungsteno ocurre principalmente 

en lugares en donde los trabajadores manipulan metales duros que contienen 

tungsteno, por ejemplo puliendo electrodos de soldadura de tungsteno metálico antes 

de usarlos. De hecho, se recomienda el uso de máscaras para personas que participan 

en actividades que potencialmente pueden producir polvo de carburo de tungsteno, 

por ejemplo el pulido o la abrasión [71, 88]. 

 El tungsteno puede entrar al cuerpo a través de los alimentos, el agua, o el 

aire, o por contacto con la piel. Los compuestos de tungsteno que pueden disolverse 

fácilmente en agua, pueden pasar a la sangre y transportarlo a través de todo el 

cuerpo. La mayor parte del tungsteno que pasa a la sangre es eliminado rápidamente 

a través de la orina y de las heces [89]. 

 En general, estos estudios indican que la visión histórica de tungsteno como 

no tóxico e inerte para el ambiente, debe ser reevaluado y se necesitan regulaciones 

ambientales para este metal [90]. 

 

3.3 Revisión bibliográfica de los métodos de análisis empleados en la 
determinación de vanadio y tungsteno. 
 

 Debido a las bajas concentraciones de vanadio y tungsteno presentes en el 

medio ambiente, en aguas naturales, en agua de mar y de consumo humano, es obvia 

la necesidad de disponer de métodos de análisis sensibles, precisos y rápidos para 

determinar su contenido.  

 Se ha demostrado la importancia de determinar estos metales en aguas, ya que 

pequeñas concentraciones pueden tener efectos dañinos para el ambiente, los 

animales y la salud humana. De ahí la importancia de contar con técnicas analíticas 

sensibles, que permitan detectar este metal a bajas concentraciones. 

 Entre las  diferentes técnicas analíticas para determinar el vanadio y el 

tungsteno, la absorción atómica es la más utilizada para el análisis de elementos 

trazas, debido a su alta sensibilidad, bajo consumo de muestra, simplicidad de 
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operación y reducidos efectos de matriz. Se puede utilizar la técnica de llama y la 

electrotérmica con horno de grafito que es mucho más sensible [91-95]. Además de 

otras técnicas como la emisión atómica [96], la espectrometría de fluorescencia con 

chispa y de rayos X [97], la espectrofluorometría [75], la espectrofotometría 

ultravioleta y visible [98], la espectrometría de resonancia [99] y la espectroscopia de 

emisión atómica con láser inducido, (LIBS) por sus siglas en inglés [100], la 

espectrometría de masas [101], y algunas otras técnicas empleadas [102-104]. 

 A continuación se describen algunos métodos empleados para la 

determinación de los metales de interés en diferentes muestras medioambientales.  

 El vanadio comúnmente se determina por espectrofotometría visible, debido 

al gran número de complejos coloreados que forma este metal en soluciones acuosas 

y orgánicas. Zhang y colaboradores desarrollaron un método de análisis de trazas de 

vanadio utilizando espectrofotometría con inyección de flujo, basado en los efectos 

catalíticos de una reacción indicadora entre el azul Victoria (VBB) y el bromato de 

potasio, en presencia de ácido cítrico como activador y monitoreado 

espectrofotométricamente, presenta bajos límites de detección, 0.5 µg L-1 [105]. 

Pourreza y Mohammadi-Sedehi desarrollaron un método muy sensible, selectivo y 

simple para la determinación de tungsteno, basado en el efecto activador del 

tiocianato sobre la reacción catalizada del tungsteno con verde de malaquita [106]. 

 Igualmente Liu y colaboradores desarrollaron un método simple, rápido y 

selectivo basado en detección quimioluminiscente (CL) para determinar V(V) a nivel 

de subnanogramos en aguas naturales, utilizando una técnica de liberación controlada 

de reactivo y una columna de intercambio aniónico con luminol y peryodato, en un 

sistema de inyección de flujo [107]. 

 Chandravanshi et al. han realizado una determinación simultánea de Fe(III) y 

V(V) con ácido fenilcinamohidroxámico y tiocianato a través de una extracción  y  

posterior análisis por espectrofotometría visible [108]. 

 Santelli et al. en 2008 [109] desarrollaron un método para vanadio no volátil en 

diesel y gasolinas utilizando absorción atómica con horno de grafito, permitiendo la 
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determinación con  límites de detección y cuantificación de 14 ug L-1  y 45 ug L-1 

respectivamente [37, 110, 111]. 

 Zhao y colaboradores aplicaron una técnica de extracción con líquidos 

iónicos para separar V(V) de Cr(VI) y cuantificarlos posteriormente con ICP-MS. 

Ésta es la técnica más utilizada para la separación de iones metálicos, debido a las 

ventajas que ofrece incluyendo la operación de modo continuo, empleo de equipo 

simple y fácil de acoplar con otras técnicas. [112] 

 Padmasubashini y colaboradores en 1999 [113], utilizaron dos técnicas  

espectrofotométricas para el análisis simultáneo de los dos metales en muestras 

geológicas, utilizando espectrofotometría derivativa e ICP-AES. Se obtuvieron 

límites de detección en el orden de mg kg-1.  En forma similar Bednar y 

colaboradores en 2010,  utilizaron la técnica de ICP-AES para el análisis de 

tungsteno en muestras de suelo, desarrollando una técnica de digestión con ácidos e 

incorporando además ácido fosfórico, para extraer el tungsteno de las muestras de 

suelo [114]. 

 Gómez et al. aplicaron una técnica combinada para la determinación de 

tungsteno elemental en sueros de ratas con diabetes y sin diabetes.  El análisis de 

especiación se llevó a cabo con una separación 2D, que incluía un empaquetamiento 

de inmunoafinidad y una columna cromatográfica de exclusión por tamaño SEC, 

acoplada a un ICP-MS, para la determinación elemental de tungsteno total por 

acoplamiento de las técnicas de cromatografía líquida y espectroscopia de masas con 

fuente de plasma de acoplamiento inductivo LC-ICP-MS [115]. 

 Huang y colaboradores determinaron simultáneamente vanadio, tungsteno y 

molibdeno utilizando dos resinas quelantes [116]. Para llevar a cabo el análisis de 

metales traza en matrices complejas, se acopló un método de quelación hifenado con 

cromatografía iónica (CIC) acoplada en línea a un espectrómetro de masas con 

plasma de acoplamiento inductivo. Los límites de detección para los tres metales 

fueron menores a 0.05 µg L−1 y un intervalo  lineal válido hasta 100 µg L−1 para cada  

elemento [11, 117, 118]. También han sido utilizadas técnicas radioquímicas basadas 
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en la activación de neutrones para determinar vanadio, manganeso y tungsteno en 

aleaciones de aceros [119]. 

 Gervasio et al. han mejorado la técnica de inyección de flujo en 

espectrofotometría para la determinación de tungsteno y molibdeno en herramientas 

de acero. Además presentaron una nueva estrategia de separación de intercambio 

iónico de especies interferentes, utilizando minicolumnas de resina catiónica de 

poliestireno sulfonatada, AG50W-X8 [120]. 

 Chiung et al. determinaron vanadio, molibdeno y tungsteno en muestras 

sintéticas de agua de mar,  por cromatografía iónica CIC, utilizando dos tipos de 

resinas quelantes con detección acoplada en línea a un ICP-MS. [121]. A su vez 

Bednar y colaboradores analizaron tungsteno, molibdeno y oxianiones de fósforo 

utilizando cromatografía líquida de alta eficiencia HPLC, con intercambio aniónico, 

para separar las especies y determinar cada oxianión por ICP-MS. Analizaron 

muestras de aguas subterráneas y extractos de suelos [122]. 

  El uso de la mayoría de  las técnicas mencionadas anteriormente se deben 

llevar a cabo en un laboratorio con personal especializado y algunas de ellas bajo 

condiciones específicas de presión y temperatura, lo que las hace técnicas de alto 

costo. Además los reactivos, los gases y otros consumibles, al igual que el 

mantenimiento de dichos equipos elevan su coste aún más.  

 Otro aspecto que hay que considerar es el hecho de que las muestras deben 

tratarse previamente con digestión húmeda, extracción con solventes, 

microextracción en fase sólida, separaciones en columna, uso de resinas quelatantes, 

etc. con el fin de adecuar la muestra a la técnica utilizada [29, 52, 84, 123-129].  

3.3.1 Técnicas electroquímicas 

 Las técnicas electroquímicas son más sencillas y alcanzan buenos límites de 

detección y cuantificación, con bajo coste, fáciles de manipular y utilizan  pocos 

reactivos, por lo que también han sido ampliamente utilizadas en la determinación de 

vanadio y tungsteno. Las más empleadas han sido las técnicas de impulsos con 

redisolución adsortiva que han permitido obtener límites de detección hasta ng L-1.  
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 En las tablas 3.1 y 3.2 se indican algunas técnicas electroanalíticas utilizadas en 

la determinación de vanadio [130-155] y tungsteno [156-162]  en diferentes matrices. 

Por ejemplo técnicas como la voltamperometría diferencial de impulsos (DPV) y la 

diferencial de impulsos con redisolución anódica o catódica, (DPASV y DPCSV) las 

técnicas con diferencial de impulsos y preconcentración adsortiva DPAdSV o de 

barrido lineal LSAdSV,  también se ha utilizado la técnica adsortiva  modificada con 

inyección de flujo. AdsSV-FIA.  La voltamperometría de barrido lineal con 

redisolución anódica (LSASV), la voltamperometría de onda cuadrada con 

redisolución anódica (SWASV), y algunas técnicas mixtas acopladas a un ICP-MS, 

son otras técnicas muy  utilizadas. 

 
 Las técnicas de diferencial de impulsos con redisolución catódica, (DPCSV) 

[142] o anódica (DPASV) [145], utilizan diversos electrodos como el electrodo de 

gota suspendida de mercurio HMDE, [138-144],  de pasta de carbón [137, 145], de 

carbón vítreo [136] o con película de mercurio MFGCE [147]. También se aplican 

estas mismas técnicas con preconcentración adsortiva. Las técnicas adsortivas tienen 

la ventaja de proporcionar límites de detección más bajos, ya que preconcentran el 

analito hasta en dos órdenes de magnitud, formando complejos con una gran 

variedad de ligandos que se adsorben en la superficie del electrodo de  trabajo. Entre 

los ligandos que se utilizan están el cupferrón [130, 131, 147, 151], el catecol [133, 

140, 148, 151, 155, 161], el violeta de alizarina [134] o el rojo de alizarina [136, 

137], el cromoxano y la cianina [138], el ácido cloroanílico con bromato [135, 139] o 

con benzoquinona [141], el 2-(5-bromo-2-piridilazo)5-dietilaminofenol [143] la 

1,10-fenantrolina [142], el bromuro de cetiltrimetilamonio [145],  la 

voltamperometría diferencial de impulsos (DPV) aplicada con 2,3-

dihidroxibenzaldehído [132], de barrido lineal (LSV) con bromato de galocianina 

[144], o con  el rojo de metilo [151], y la técnica de redisolución  con onda cuadrada 

[SWSV] con 2,3-dihidroxinaftaleno [146], y la voltamperometría de barrido catódico 

con antipirilazo III [149].   

 En la tabla 3.2 se presentan otras técnicas para analizar tungsteno, [156-163], 

como las técnicas adsortivas ya mencionadas formando un complejo tungsteno - 

oxina [159], tungsteno-rodamina con electrodo de grafito [160], o tungsteno  catecol 
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[161], la técnica de barrido lineal con diferencial de impulsos (DLSV) que utiliza el 

complejo formado por el tungsteno, el tungsteno-2-mercaptobenzotiazol [163], la 

voltamperometría de barrido lineal (LSV) con rojo de metilo [158] y otras más [162].  

Todas ellas con buenos límites de detección y cuantificación a niveles de µM o nM. 

 En la literatura consultada, a la fecha no se ha reportado, el uso de biosensores 

electroquímicos enzimáticos para determinar vanadio o tungsteno en aguas u otras 

matrices.
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3.4 Biosensores enzimáticos 

 En los últimos veinte años, la investigación en el campo de los biosensores ha 

tenido un gran auge como resultado de la necesidad de desarrollar métodos cada vez 

más sensibles, rápidos y fáciles de utilizar; que sean capaces de proporcionar 

información cualtitaiva y cuantitativa en tiempo real, sobre la composición de una 

muestra con un mínimo de preparación [164, 165]. 

Los biosensores son dispositivos que cumplen con estas características, pues 

utilizan la sensibilidad y selectividad de un bio-receptor unido a una superficie de un 

transductor.  La IUPAC define un biosensor como aquel dispositivo autointegrado 

que es capaz de responder y transformar una propiedad fisicoquímica o bioquímica 

en una señal medible, como resultado de un reconocimiento entre el bio-receptor y el 

analito de interés. Es capaz de proporcionar información cualitativa y cuantitativa 

utilizando un elemento de reconocimiento biológico (receptor bioquímico), que es 

retenido en contacto espacial directo con un elemento transductor [165].  

El uso de biosensores para determinar compuestos tóxicos, es de gran utilidad 

debido, ya que son sistemas analíticos sencillos, sensibles y rápidos.  Se utilizan cada 

vez más en diferentes campos tales como el control ambiental, [166, 168] la calidad 

de vida [169], la microbiología [170, 171], la defensa militar [172], la detección de 

metales pesados [173], la seguridad alimentaria [174, 175], la determinación de 

agroquímicos [176] y la detección de drogas y medicamentos en la industria 

farmaceútica  [177, 178], entre otras muchas aplicaciones. 

En la figura 3.1 se presenta un esquema de los diferentes componentes de un 

biosensor: el elemento de reconocimiento, el transductor y el procesador de señales. 

A menudo los elementos de reconocimiento son enzimas, anticuerpos, ácidos 

nucleicos o microorganismos. Por su parte los transductores se encargan de convertir 

cualquier cambio físico o químico en una señal que se puede medir.   
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Según el tipo de transductor, se tienen biosensores electroquímicos, 

voltamperométricos o conductimétricos, térmicos, piezoeléctricos u ópticos, siendo 

los primeros los que más se utilizan [174, 179]. 

 

Figura 3.1. Esquema de un biosensor 
 

El uso de enzimas como el componente biológico del biosensor, asegura la 

detección de todos los componentes que afectan la actividad catalítica de la enzima 

[176], siendo los biosensores amperométricos enzimáticos de gran utilidad por su 

sensibilidad y selectividad. 

Por la creciente necesidad de llevar a cabo análisis rápidos, sensibles y 

precisos, los electrodos serigrafiados o screen printed carbon electrodes (SPCE) son 

una alternativa muy interesante en la fabricación de transductores para los 

biosensores amperométricos enzimáticos,  sobre los electrodos convencionales. Estos 

dispositivos se obtienen imprimiendo con diferentes tintas, sobre diversos tipos de 

sustratos plásticos o cerámicos. Su gran versatilidad  descansa en la diversidad de 

formas en las que se pueden modificar sus electrodos. La composición de las tintas 
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puede alterarse por adición de diferentes sustancias tales como metales, enzimas, 

polímeros, agentes complejantes, mediadores, etc. [180-183]. 

3.5 La fosfatasa alcalina 

 Las fosfatasas son enzimas llamadas fosfomonoesterasas que catalizan la 

reacción de hidrólisis de los monoésteres del ácido ortofosfórico, independiente del 

tipo de alcohol, enlazado al fosfato. Pertenecen al grupo de enzimas no específicas 

que participan en la fotosíntesis y otros procesos metabólicos relacionados con la 

obtención de energía de los organismos. Su actividad enzimática es óptima a pH 

alcalino entre 8.0 y 9.0, y se utiliza en la industria láctea para controlar la 

pasteurización. También se utiliza en análisis de diagnóstico de algunas 

enfermedades. 

La fosfatasa alcalina es una metaloproteina que contiene dos iones Zn2+ y un 

residuo de arginina, en contacto directo con el sustrato. Las cargas positivas de los 

iones zinc y la cadena del residuo de arginina, en el sitio activo de la ALP, se supone 

generan interacciones electrostáticas con el grupo fosforilo cargado negativamente, 

del éster de fosfato del sustrato. La fosfatasa alcalina tiene un tercer ion metálico, el 

Mg2+ que parece estar menos involucrado en la acción de la enzima, sin embargo la 

remoción de este ion metálico tiene efectos adversos sobre la catálisis y sobre la 

estabilidad de la fosfatasa alcalina [184]. 

Su actividad catalítica se manifiesta en la hidrólisis de fosfoésteres a fosfato  a 

su correspondiente alcohol o fenolato, que es óptima a pH entre 8.0 y 10.0 [185, 

186]. Tiene una amplia especificidad  de sustratos de ésteres de fosfato, 

presumiblemente mediante un intermediario de la fosforil-enzima donde el centro 

activo es un residuo de serina, el cual es fosforilado [187]. El estado de transición 

para la formación y descomposición de este intermediario de fosforilo debe presentar 

una especie pentacovalente trigonal bipiramidal, en la cual los grupos entrantes y 

salientes son axiales.  

 La selección de sustratos para aplicaciones analíticas depende del método de 

detección empleado para monitorizar el producto de la reacción biocatalítica o del 
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propósito de la medida analítica [188]. Se han utilizado fundamentalmente con esta 

enzima como sustrato, el fenil fosfato y el 2-fosfo-L-ascorbato trisódico, p-nitrofenil 

fosfato, p-nitrofenol, α-naftil fosfato, α-naftol, p-aminofenilfosfato, catecol y  

monofosfato de catecol. La fosfatasa alcalina, en las últimas décadas se ha utilizado 

ampliamente como enzima marcadora en inmunoensayos, debido al alto número de 

conversión del sustrato, a la variedad de sustratos que se pueden utilizar y a las 

posibilidades de aplicación para determinar su actividad, por métodos 

espectrofotométricos y electroquímicos [189-192]. 

3.6  La  lacasa 

 La lacasa es una óxido reductasa, que pertenece al grupo de cobre multinuclear, 

que contienen las enzimas llamadas oxidasas azules, que catalizan la oxidación de 

los grupos orto, meta y para fenoles, aminofenoles, otras diaminas arilo y otros 

grupos funcionales [193, 194] con reducción de oxígeno a agua [195, 196]. Se ha 

reportado el uso de la lacasa como un biocatalizador atractivo para cátodos 

enzimáticos de biocombustibles, por su alto potencial redox y buena estabilidad. La 

lacasa junto a la bilirrubina oxidasa son enzimas típicas de reducción de oxígeno, 

frecuentemente utilizadas para construir biocátodos [197-199]. 

 La lacasa es una de las enzimas conocida desde el siglo XIX. Contiene entre 

dos y cuatro átomos de cobre, del tipo polifenol oxidasa, y fue descubierta  en 1883 

por Yoshida,  quien describió su presencia en los exudados del  árbol de laca 

japonés, Rhus vernicifera, sin embargo no fue sino hasta 1896, que Bertrand y 

Laborde demostraron que esta enzima también estaba en los hongos [200, 201]. 

 Las lacasas se pueden encontrar en plantas y hongos, pero además en unos 

cuantos insectos y bacterias. Se clasifican en dos grupos de acuerdo con las 

principales fuentes de que proceden, ya sean hongos o plantas. Además las difenol 

oxidasas (lacasas) han sido identificadas en bacterias e insectos. En plantas se les 

puede encontrar en árboles, repollos, remolachas, nabos, espárragos, papas y otros 

muchos vegetales y frutas como manzanas, peras, mangos, melocotones, ciruelas, y 

otros.  Se les ha detectado en docenas de insecto de géneros tales como Bombyx, 
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Alliphora, Diploptera, Drosophila, Lucilia, Manduca, Musca, Oryctes, Papilio, 

Phornia, Rhodnius, Sarcophaga, Schistocerca y Tenebrio [202, 203]. 

 La enzima lacasa presenta una amplia especificidad de sustratos, que pueden 

ser mejorados por adición de mediadores redox. La eficiencia de estos mediadores ha 

sido demostrada en trabajos presentados en varias publicaciones. [166, 204]. Debido 

a la amplia variedad de reacciones catalizadas por la lacasa, esta enzima promete una 

amplia variedad de aplicaciones potenciales. 

 La lacasa contiene entre dos y cuatro átomos de cobre por molécula de enzima. 

La principal característica de la lacasa como oxidasa de multicobre [166, 203, 205] 

es el potencial estándar de reducción, del sitio T1 de Cu. Se ha demostrado que para 

algunas lacasas el sitio activo T1 es el principal centro aceptor de electrones de los 

sustratos donadores o electrodos. [205-207]. El alto potencial redox de este sitio (780 

mV vs. ENH, pH 6.5) permite mediciones de electrocatálisis directas de la reducción 

de O2, por parte de la lacasa adsorbida sobre el electrodo desnudo de grafito con 

bajos sobrepotenciales, comparados con el equilibrio termodinámico del par O2 / 

H2O [208]. Adicionalmente la eficiencia catalítica de algunos sustratos donadores, 

depende del potencial redox del sitio activo  (kcat / Km) T1 [209]. Esto explica por 

qué los altos potenciales redox de las lacasas generan un interés especial en el campo 

de la biotecnología, particularlmente en procesos de blanqueamiento [210, 211] y 

biorremediación [212-214]. 

En la década pasada, se dieron importantes avances tecnológicos en el  

desarrollo de herramientas y materials para construir dispositivos como los 

biosensores [215, 216].  El desarrollo de biosensores amperométricos basados en la 

inmovilización de enzimas sobre la superficie del electrodo, que puedan mantener su 

actividad y estabilidad, es uno de los aspectos más importantes  en algunos campos 

que van desde el aspecto ambiental hasta en diagnóstico clínico [193, 217]. En el 

caso particular de los biosensores basados en  la lacasa, se han hecho grandes 

esfuerzos para desarrollar varias estrategias de  inmovilización de esta  enzima, sobre 

diferentes superficies, con el fin de diseñar biosensores con una amplia variedad de 

aplicaciones [190, 206, 218-222]. La retención de la bioactividad depende  
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principalmente del método  de inmovilización, por ejemplo por  enlace covalente, 

atrapamiento y atracción electrostática y ensamblados mixtos, entre otros  [223, 224]. 

 Diferentes métodos de inmovilización de las lacasas se describen en la 

literatura, por ejemplo por adsorción física de la enzima sobre superficies de 

electrodos sólidos, enlaces covalentes sobre materiales de carbón, oro o platino, con 

reactivos bifuncionales, o incorporación de la enzima en una matriz polimérica [176, 

225-229]. También ha sido reportada la adsorción de la lacasa sobre el electrodo de 

oro, o la inmovilización de la enzima sobre electrodos de oro modificados con 

monocapas autoensambladas de moléculas de aminotiofenol [230, 231]. 

3.7 Nanomateriales 

 El desarrollo de nuevos materiales a nanoescala ha adquirido gran importancia 

en años recientes, ya que presentan un amplio espectro de aplicaciones en muchos 

campos. Estos materiales hechos de metales, semiconductores y compuestos 

orgánicos, pueden mejorar las propiedades ópticas, magnéticas, eléctricas y químicas 

relevantes, para sensores con propósitos analíticos [232-235]. Entre estos materiales 

se encuentran las nanopartículas de metales como platino, oro, plata, entre otros, lo 

mismo que nanotubos de carbono de pared simple o múltiple y las monocapas 

autoensambladas de tioles.  

 En la literatura se enumeran numerosos métodos que describen la síntesis de 

nanopartículas metálicas en solución y por deposición sobre superficies sólidas 

[236]. En estas se incluyen síntesis química por medio de la reducción con diferentes 

reactivos [237], por irradiación de luz ultravioleta o rayo de electrones [238] y 

métodos electroquímicos [239-242]. Estos últimos proporcionan un método rápido y 

fácil de preparar electrodos de estas nanopartículas metálicas en un periodo de 

tiempo corto.  Solo algunas pocas referencias describen la síntesis de nanopartículas 

de oro AuNPs, sobre electrodos serigrafiados de carbono SPCE. Se incluye la 

síntesis química por reducción con NaBH4 [243, 244], citrato [245] y la 

electrodeposición electroquímica [242]. 
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 Desde principios de la década de 2000, el uso de los diferentes 

nanomateriales mejoraron las propiedades analíticas de los biosensores enzimáticos. 

El uso de las nanopartículas de oro, AuNPs, mejoran la capacidad electroanalítica y 

se observa un  incremento creciente de la conductividad, la biocompatibilidad y la 

fácil transferencia de carga entre la proteína y la superficie del electrodo. Más aún, 

las AuNPs mejoran la inmovilización de las biomoléculas manteniendo su 

bioactividad [235, 246, 247]. 

Los nanotubos de carbono (CNT) son un nuevo material inorgánico 

nanoestructurado, utilizado como sustancia de inmovilización, para diferentes 

mediadores de transferencia de electrones, los cuales también han sido utilizados 

para aumentar las características de los biosensores enzimáticos. El uso de estos 

materiales en la preparación de sensores electroquímicos y biosensors está bien 

documentado por parte de diferentes grupos de investigación. Sus propiedades 

electrónicas son aprovechadas como un medio de promover la transferencia 

electrónica de un amplio grupo de moléculas y especies biológicas [203, 249-252]. 

Estos CNTs representan un importante grupo de nanomateriales  con propiedades 

geométricas, mecánicas, electrónicas y químicas únicas, además de una área 

superficial específica, una alta relación superficie/volume, gran fuerza mecánica, 

estabilidad química y altamente modificables químicamente, por lo que tienen 

actualmente una amplia utilidad en diferentes aplicaciones [206, 209, 212, 253-258]. 

 Los nanotubos de carbono se pueden dividir en nanotubos de pared simple 

(SWCNT) por sus siglas en inglés, y los de pared múltiple (MWCNTs). Los SWCNT 

poseen una nanoestructura cilíndrica formada por una sola hoja de grafito arrollada 

en forma de tubo. Los de pared múltiple consisten en un arreglo de esos nanotubos 

que están arrollados como los anillos de un tronco de madera. Sus propiedades 

características los hacen únicos y extremadamente atractivos para las tareas  de 

modificación de superficies y detección electroquímica. Los estudios más recientes 

señalan que pueden promover la reactividad electroquímica de analitos importantes e 

impartir resistencia contra  fallas en la superficie. 
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 Además la integración de MWCNTs y las AuNPs con un afecto sinérgico ha 

demostrado ser una promesa en sensores químicos [259, 260].  Las nanopartículas de 

oro AuNPs, funcionalizadas conjuntamente con nanotubos de carbono MWCNT,  se 

reportan con muy buena biocompatibilidad para la lacasa y otras enzimas [235, 254]. 

 La formación de las monocapas autoensambladas de compuestos 

organosulfurados (SAMs) por sus siglas en inglés, ha atraído la atención de muchos 

investigadores desde finales de la década de 1980, por su uso potencial en muchas 

aplicaciones científicas y tecnológicas como protector de superficies ante la 

corrosión, como interface en biosensores, como un híbrido de celdas fotovoltaicas o 

en electrónica orgánica [261-263]. 

 Las películas de monocapas se adsorben espontáneamente sobre la superficie 

de oro, a partir de una mezcla alcohólica de dos mercaptanos para formar una 

superficie sin poros, esto ha sido reportado por Chailapakul y Crooks en 1992 [264]. 

Estas monocapas están formadas por un marco de un n-alcanotiol retardante de la 

transferencia de carga, que pasiva la superficie de oro. Un mercaptano aromático más 

corto induce defectos de tamaño de molécula con el enmarcado de pasivación [226, 

265, 266]. Las monocapas adsorbidas espontáneamente de n-alcanotioles [X(CH2)n 

SH, con n > 10] sobre las superficies de oro, basadas en una fuerte interacción entre 

el oro y el sulfuro, son apropiadas para controlar y manipular la reactividad en la 

interfase. Estas monocapas de alcanotioles se pueden formar sumergiendo durante 

varias horas un electrodo de oro, o de carbono recubierto con una película de oro o 

con nanopartículas de oro, en soluciones etanólicas que contienen concentraciones 

milimolares de alcanotioles. Se basan en fuertes interacciones entre el oro y el 

azufre, y se pueden  utilizar para  controlar  y manipular la reactividad en la interfese 

del electrodo [267-269]. 

 Estas SAMs permiten diseñar superficies de electrodos con propiedades 

controladas, por lo que se han convertido en una técnica muy útil para crear 

superficies funcionalizadas. Las SAMs con grupos químicos específicos están siendo 

utilizadas cada vez más en el reconocimiento molecular [269]. Las ventajas de estas 

técnicas incluyen simplicidad en la preparación, versatilidad, estabilidad, 
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reproducibilidad y la posibilidad de introducir diferentes funcionalidades químicas 

con un alto grado de orden en la dimensión molecular [271, 272]. Muchas son las 

aplicaciones de estas monocapas en la preparación de sensores y biosensores, 

dispositivos de almacenamiento de información y en electrodos serigrafiados [273, 

274]. 

 La reacción del oro y el azufre se resume en la siguiente reacción del enlace S-

H que es el centro de la formación de la monocapa 

RSH + Au   ⇔  RS−Au + 1e− + H+ 

 Las fuerzas de Van der Waals entre los grupos metileno orientan la monocapa, 

por lo tanto ese proceso de autoensamblaje es el resultado de una buena 

organización. Las terminales de sulfuro de las moléculas están unidos al oro vía 

enlace fuerte S-Au, mientras que un grupo funcional está enlazado al otro extremo, 

controla las propiedades de la superficie de los electrodos que pueden diseñarse para 

muchas aplicaciones [230].  

3.8 Cinética Enzimática 

 Un catalizador es una sustancia que acelera una reacción química sin que 

cambie la naturaleza o las cantidades de los productos formados y que no se consume 

en el proceso. Las enzimas son catalizadores biológicos que proceden de los tejidos 

plantas y animales y están constituidas por proteínas de alto peso molecular, 

macromoléculas de 104 a 10 6 g mol-1 con 102 a 104 aminoácidos; algunas contienen 

coenzimas o grupos prostéticos que son unidades orgánicas no proteicas.  

 Las enzimas poseen un sitio activo que contiene aminoácidos y grupos 

sustituyentes específicos, los cuales enlazan a molécula llamadas sustratos 

catalizando reacciones químicas específicas. A menudo el sitio activo encierra al 

sustrato formando un complejo enzima-sustrato, que es el punto central de la 

actividad enzimática. La función de un catalizador es aumentar la velocidad de una 

reacción, sin alterar los equilibrios involucrados.  
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  La velocidad de una reacción catalizada por una enzima es proporcional a la 

concentración de la enzima y en presencia de un exceso de sustrato, muestra una 

relación lineal entre la velocidad y la concentración de la enzima, hasta que la 

velocidad de reacción alcanza un valor constante. También esa velocidad depende de 

la concentración del sustrato. A baja concentración de sustrato y en presencia de 

exceso de enzima, la relación de la velocidad de reacción y la concentración del 

sustrato es casi lineal y  cumple con una reacción de primer orden [275]. 

3.8.1 Inhibición enzimática 

 Algunas moléculas pueden interferir en la catálisis, alterando o disminuyendo 

la actividad enzimática, por lo que se les considera como  inhibidores enzimáticos. 

La unión de un inhibidor puede evitar la entrada del sustrato al sitio activo de la 

enzima, con lo que puede impedir que la enzima catalice la reacción correspondiente. 

Sin embargo, no todas las moléculas que se unen a las enzimas son inhibidores; otras 

moléculas actúan como activadores enzimáticos ya que cuando se unen a una enzima 

pueden incrementar su actividad. Esta unión del inhibidor con la enzima puede ser 

reversible o irreversible, por lo que se clasifican como inhibidores enzimáticos: 

reversibles e irreversibles. 

3.8.1.1 Inhibición Reversible 

 La inhibición reversible se puede caracterizar de acuerdo al tipo de  unión del 

inhibidor a la enzima, del complejo enzima-sustrato y de los efectos en las constantes 

cinéticas de la enzima. En el esquema clásico de Michaelis-Menten mostrado abajo, 

una enzima se une a su sustrato para formar el complejo enzima-sustrato. En la 

catálisis, este complejo se rompe para liberar el producto y la enzima libre. El 

inhibidor puede unirse tanto a la enzima como al complejo enzima-sustrato según las 

constantes de disociación Ki o Ki´ respectivamente. Los inhibidores reversibles se 

unen a las enzimas mediante interacciones no covalentes como los puentes de 

hidrógeno, enlaces iónicos e interacciones hidrofóbicas. Los enlaces que se dan entre 

el inhibidor y el sitio activo son débiles pero se combinan para producir una unión 

más fuerte y específica. Generalmente los inhibidores reversibles no sufren 
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reacciones químicas cuando se unen a la enzima, por lo tanto se  pueden eliminar con 

facilidad ya sea por dilución o por diálisis [276]. 

 Los inhibidores reversibles se clasifican según el efecto sobre el inhibidor, 

que se produce por la variación de la concentración del sustrato afín a la enzima: la 

inhibición competitiva, la inhibición no competitiva y la inhibición mixta, además 

hay algunos casos especiales que no se incluyen en esta discusión. 

 3.8.1.1.1. Inhibición Competitiva 

 En la inhibición competitiva, que se esquematiza en la figura 3.2, el sustrato y 

el inhibidor no se pueden unir a la enzima simultáneamente. Esto ocurre cuando el 

inhibidor tiene afinidad por el sitio activo de la enzima, al cual es afín el sustrato, por 

tanto el sustrato y el inhibidor compiten por el mismo sitio activo. Esta inhibición se 

puede evitar con concentraciones suficientemente altas del sustrato, de manera que se 

deje fuera de competencia al inhibidor.  

 Los inhibidores competitivos se asemejan en estructura al sustrato verdadero, 

de manera que se pueden unir a la enzima pero no al complejo enzima-sustrato. La 

inhibición competitiva aumenta el valor de Km (es decir, el inhibidor interfiere con la 

unión del sustrato), pero no afecta a la Vmax (el inhibidor no obstaculiza la catálisis en 

la enzima-sustrato porque no se puede unir a dicho complejo. En la figura 3.2 se 

observa que el sitio activo de la enzima puede ser ocupado por el sustrato o por el 

inhibidor. 

 En la inhibición acompetitiva el inhibidor se enlaza en un sitio distinto al sitio 

activo y a diferencia del inhibidor competitivo solamente se une al complejo enzima 

sustrato. La figura 3.3 muestra la unión enzima-sustrato-inhibidor.  
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Figura 3. 2. Representación de la inhibición competitiva. (E) enzima, (S) sutrato, (I) 
inhibidor, (ES) enzima-sustrato, (EI) enzima inhibidor y (P) producto [276]. 
 

 3.8.1.1.2 Inhibición no Competitiva 

 En la inhibición no competitiva el inhibidor se puede unir a la enzima al 

mismo tiempo que el sustrato. Sin embargo, la unión del inhibidor afecta la unión del 

sustrato, y viceversa. Este tipo de inhibición se puede reducir, pero no se puede 

mejorar, al aumentar las concentraciones del sustrato. Aunque es posible que los 

inhibidores de tipo mixto se unan en el sitio activo, este tipo de inhibición resulta 

generalmente de un efecto alostérico, ya que el inhibidor se une a otro sitio que no es 

el sitio activo de la enzima. La unión del inhibidor con el sitio alostérico cambia la 

conformación (es decir, la estructura terciaria o la forma tridimensional) de la 

enzima, de modo que la afinidad del sustrato por el sitio activo se reduce. Por tanto  

los inhibidores no competitivos tienen afinidades idénticas por la enzima y la 

enzima-sustrato, por lo que  Ki = Ki'. La inhibición no competitiva no cambia la Km 

(es decir, no afecta a la unión del sustrato) pero disminuye la Vmax, o sea la ordenada 

en el origen  aumenta (la unión del inhibidor obstaculiza la catálisis). En la figura 3.4 

se observa que el sitio activo de la enzima es ocupado por el sustrato y el inhibidor, 

formando un complejo enzima-sustrato-inhibidor, y se considera a este tipo de 

inhibición como un tipo particular de inhibición mixta. 
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Figura 3.3. Representación esquemática  de la inhibición acompetitiva, (E) enzima, 
(S) sustrato, (I) inhibidor, (ES) enzima-sustrato, (ESI) enzima sustrato-inhibidor y 
(P) producto [276]. 
	

 3.8.1.1.3  Inhibición Mixta 

 La inhibición mixta, es una forma de inhibición, donde la unión del 

inhibidor con la enzima reduce su actividad, pero no afecta la unión con el sustrato. 

Como resultado, el grado de inhibición depende solamente de la concentración de 

inhibidor. Los inhibidores de tipo mixto se unen tanto a la enzima como al complejo 

enzima-sustrato, pero sus afinidades por estas dos formas de enzimas son distintas 

(Ki ≠ Ki' ). Por lo tanto, los inhibidores de tipo mixto interfieren con la unión del 

sustrato, aumentando el valor de la Km y dificulta la catálisis en el complejo enzima- 

sustrato, disminuyendo la Vmax [276, 277]. En la figura 3.4 se observa que el sitio 

activo de la enzima puede ser ocupado por dos vías, primero por el sustrato  y luego 

por el inhibidor, formando el complejo enzima-sustrato-inhibidor, o se une primero 

el inhibidor y luego el sustrato formando el mismo complejo enzima-sustrato-

inhibidor. 
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Figura 3.4.  Representación de la inhibición mixta y no competitiva, (E) enzima, (S) 

sutrato, (I) inhibidor, (ES) enzima-sustrato, (ESI) enzima sustrato-inhibidor y (P) 

producto.[272]  

3.8.1.2 Inhibición Irreversible 

 Generalmente los inhibidores irreversibles son específicos para un tipo de 

enzima, por lo que pueden inactivar a todas las proteínas, no destruyen la estructura 

proteica,  sino que alteran específicamente la estructura tridimensional del sitio 

activo y lo inhabilitan.  Estos inhibidores reaccionan con la enzima en forma 

covalente, entre el sitio activo de la enzima y el inhibidor, también pueden destruir 

los grupos funcionales o modificar su estructura química, a nivel de residuos 

esenciales de los aminoácidos, necesarios para la actividad enzimática. Casi todas las 

proteínas se desnaturalizan por efectos del pH o de temperaturas extremas, pero no es 

una alteración específica. Algunos tratamientos químicos no específicos destruyen la 

estructura de la proteína, por ejemplo los ácidos fuertes hidrolizan los enlaces 

peptídicos que enlazan los aminoácidos de las proteínas [276-278]. 

 El término irreversible significa que la descomposición del complejo enzima-

inhibidor  produce la destrucción de la enzima, por ejemplo por hidrólisis, oxidación, 

etc. Este proceso generalmente ocurre por pasos y podría acelerarse con reactivos 

particulares; la cinética de inhibición depende fuertemente de la configuración del 

biosensor y la inhibición no puede ser invertida. Los inhibidores irreversibles suelen 
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contener grupos funcionales reactivos como aldehídos, haloalcanos o alquenos. Estos 

grupos electrofílicos reaccionan con las cadenas de aminoácidos para formar uniones 

covalentes. Los residuos modificados son aquellos que contienen en sus cadenas 

laterales nucleófilos como por ejemplo un grupo hidroxilo o un grupo sulfhidrilo. 

Esto incluye a los aminoácidos como la serina, la cisteína, la treonina o la tirosina 

[279-281]. 

 Como se muestra en la figura 3.5, los inhibidores irreversibles forman 

inicialmente un complejo reversible y no covalente con la enzima, que reaccionará 

posteriormente para producir una modificación covalente en lo que se denomina el 

"complejo del punto muerto", ya que la formación del complejo enzima-inhibidor 

puede competir con el complejo enzima-sustrato. La unión de los inhibidores 

irreversibles puede prevenirse por competencia, tanto con el sustrato como con un 

segundo inhibidor reversible. Este efecto de protección es una buena evidencia de 

una reacción específica del inhibidor irreversible con el sitio activo [282-284]. 

 

 
 

Figura 3.5. Esquema de la cinética enzimática de los inhibidores irreversibles, (E) 
enzima, (S) sutrato, (I) inhibidor, (ES) enzima-sustrato, (EI) enzima-inhibidor, (ESI) 

enzima sustrato-inhibidor, (EI*) enzima-inhibidor activado  y (P) producto [281]. 
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3.8.2 Ecuación de Michaelis-Menten 

 La concentración de sustrato que da como resultado una velocidad de 

reacción igual a un medio de la velocidad máxima 1/2Vm, es la constante de 

Michaelis-Menten,  cuya ecuación es característica para cada enzima actuando sobre 

un sustrato específico. Esta ecuación en ausencia de un inhibidor se puede expresar 

como sigue: 

𝑉! =
𝑉!"#[𝑆]
𝐾! + [𝑆] 

Vmax = máxima velocidad, V0 = máxima velocidad en ausencia del inhibidor, Km = 

constante de Michealis-Menten del sustrato y [S] = concentración de sustrato. En 

presencia de un inhibidor competitivo, la ecuación de Michaelis-Menten se 

transforma en: 

𝑉! =
𝑉!"#  [𝑆]

𝐾!(1+ [𝐼]/𝐾!)+ [𝑆]
 

Siendo Vi = velocidad en presencia de inhibidor, [I] = concentración del  inhibidor,  

Ki = constante de disociación del complejo enzima-sustrato.  Cuando I = I50, significa 

que se ha consumido un 50 % del inhibidor y V0 = Vi, entonces 

 
𝑉!"# [𝑆]
𝐾! + [𝑆] =

2𝑉!"#[𝑆]
𝐾!(1+ [𝐼!"]/𝐾!)+ [𝑆]

 

por lo tanto 
𝐼!"
𝐾!

= 1+
[𝑆]
𝐾!

 

 

 Los métodos gráficos que presentan pendientes constantes y líneas rectas de 

mejor ajuste, se han utilizado para generar e interpretar los datos cinéticos, con el fin 

de determinar las constantes de disociación de los compuestos enzima-sustrato y 

enzima-inhibidor y otras constantes relacionadas, cuando los datos encontrados son 

consistentes con los mecanismos asignados [282, 285, 286]. 

 Por ejemplo una gráfica de Lineweaver-Burk se contruye con el inverso de la 
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velocidad observada en "Y" contra el inverso de la concentración del sustrato [S], en 

"X" que genera en el caso más simple, una línea recta, cuya pendiente e intercepto en 

la ordenada, proporciona el valor de la constante Km de disociación de Michaelis-

Menten y Vmax la velocidad teórica máxima respectivamente [277, 278]. 

 Los inhibidores enzimáticos son usados en la naturaleza y están implicados 

en la regulación del metabolismo. Por ejemplo, entre los inhibidores enzimáticos 

naturales se encuentran los venenos, utilizados como defensa contra los depredadores 

o para matar a una presa. Otros inhibidores enzimáticos celulares son proteínas que 

se unen específicamente e inhiben una llamada enzimática. Esto puede ayudar a 

controlar enzimas que pueden ser dañinas para la célula, como las proteasas o 

nucleasas. Un buen ejemplo es el inhibidor de la ribonucleasa, que se une a esta 

enzima en una de las interacciones proteína–proteína más fuertes conocidas. Las 

enzimas en una ruta metabólica pueden ser inhibidas por los productos resultantes de 

sus propias rutas. Este tipo de retroalimentación negativa retarda el flujo a través de 

la ruta, cuando los productos comienzan a acumularse y es una manera importante de 

mantener la homeostasis en una célula. Muchos medicamentos son inhibidores 

enzimáticos, por lo que su descubrimiento y mejora es un campo de investigación 

activo en la bioquímica y la farmacología.  

 Cuando una enzima tiene múltiples sustratos, los inhibidores pueden mostrar 

distintos tipos de inhibiciones, dependiendo del sustrato que se considere, ya que el 

sitio activo posee dos diferentes lugares, para la unión con el sustrato en el mismo 

sitio activo, uno para cada sustrato. Por ejemplo, un inhibidor puede competir con el 

sustrato A por el primer sitio de unión, pero ser un inhibidor no competitivo con 

respecto al sustrato B en el segundo sitio de unión [287]. 

 Según lo mencionado anteriormente, un inhibidor enzimático está 

caracterizado por sus dos constantes de disociación, Ki y Ki', de la enzima y del 

complejo enzima-sustrato, respectivamente. La constante del complejo enzima-

inhibidor Ki puede ser medida directamente por varios métodos. Un método 

extremadamente exacto es la calorimetría isoterma de titulación, en donde se valora 

el inhibidor en una solución de enzimas y se mide el calor liberado o absorbido 
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[288.] Sin embargo, la otra constante de disociación Ki' es difícil de medir 

directamente, ya que el complejo enzima-sustrato tiene un periodo de vida muy corto 

y da lugar a la reacción química para formar el producto. Por lo tanto, Ki' suele 

medirse de forma indirecta, observando la actividad enzimática bajo varias 

concentraciones de sustrato e inhibidor, y ajustando los datos  a una ecuación de 

Michaelis–Menten modificada [289]: 

𝑉 =
𝑉!"#[𝑆]

𝛼𝐾! + 𝛼′[𝑆] =
1
𝛼′ 𝑉!"#[𝑆]

𝛼
𝛼′ 𝐾! + [𝑆]

 

donde los factores de modificación α y α' son definidos por la concentración del 

inhibidor y sus dos constantes de disociación: 

𝛼 = 1+
[𝐼]
𝐾!

          𝑦        𝛼′ = 1+
[𝐼]
𝐾!′

 

 La efectividad de la enzima Km y Vmax es ahora (α /α')Km y (1/α')Vmax, 

respectivamente, en presencia del inhibidor. Esta ecuación de Michaelis-Menten 

modificada asume que la unión enzima-inhibidor alcanza el equilibrio, el cual puede 

ser un proceso muy lento para los inhibidores con constantes secundarias de 

disociación a nivel nanomolar. Por lo tanto, en estos casos es preferible tratar al 

inhibidor de unión fuerte, como un inhibidor irreversible (ver abajo). Sin embargo, 

todavía puede ser posible estimar Ki' cinéticamente si Ki es medido 

independientemente [289]. 

 Los efectos de los diferentes tipos de inhibidores enzimáticos reversibles en 

la actividad enzimática, se pueden visualizar utilizando la representación gráfica de 

la ecuación de Michaelis–Menten, mediante los diagramas de Lineweaver-Burke o 

de Eadie-Hofstee, como se muestran en la figura 3.6. 
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Figura 3. 6. Gráficas de Lineweaver Burk para los diferentes tipos de inhibidores, 
(rojo) enzima sin inhibidor, (verde) enzima con inhibidor, (azul) enzima con 
inhibidor a mayor concentración de inhibidor [289]. 
 

3.8.3 La inhibición enzimática por metales 

 La inhibición de enzimas por parte de iones metálicos es un tema bastante 

estudiado debido a su importancia, pues muchas de las enzimas tienen iones 

metálicos en su estructura o se ven afectadas por la presencia de muchos iones, lo 

que ha sido base para la preparación de infinidad de fármacos que combaten diversas 

enfermedades.  Los iones metálicos tales como Cu(II) o Zn(II) son fisiológicamente 

importantes y juegan un papel crucial en muchas funciones biológicas. Se ha 

reportado que algunos metales como zinc, níquel, vanadio y otros han sido útiles en 

la terapia de la diabetes [290-292]. 
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Ciertas especies metálicas como el V(V) y W(VI) inhiben la actividad de 

algunas enzimas y este hecho es utilizado para la determinación de dichos metales, 

por medio de biosensores enzimáticos. Por ejemplo Chouteau y colaboradores 

mencionan que la actividad de la fosfatasa alcalina se ve inhibida principlamente por 

iones de metales pesados, y que a partir de esta premisa se pueden preparar 

biosensores multienzimáticos, que permitan la detección de diferentes grupos de 

contaminantes con un mismo dispositivo [293]. 

 Los compuestos de vanadio son considerados los mejores miméticos de la 

insulina y presentan efectos contra el cáncer. Estos compuestos específicamente los 

complejos de vanadato y de peroxivanadio, son inhibidores competitivos de la 

proteína tirosina fosfatasa (PTP). El vanadio actúa como un estado de transición 

análogo, enlazándose en forma reversible a un grupo tiol en el dominio catalítico, 

mientras que los complejos de peroxivanadio oxidan un residuo de cisteína crítica en 

el dominio catalítico [294]. 

 El ion vanadato monomérico presenta una estructura tetraédrica y por lo tanto 

análoga a la de iones fosfato. El vanadato monomérico (VO3-) es un inhibidor muy 

conocido y utilizado por una variedad de enzimas como las ATPasas y fosfatasas,  

debido a su capacidad de imitar la estructura del fosfato [33, 295]. Menos conocida 

es la capacidad del decavanadato polimérico para inhibir dos enzimas, la 

fosfofructoquinasa de corazón de oveja y la adenilato quinasa de hígado de rata 

[296]. 

 La glucosa en presencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y de vanadato 

forma  ácido glucónico. La glucosa-6-fosfato es el sustrato normal para esta enzima, 

pero se ha demostrado que los grupos alcohol en presencia de vanadato, forman 

rápida  y reversiblemente ésteres de vanadato, de modo que la glucosa-6-vanadato se 

producirá en solución, junto con otros derivados de vanadato, los cuales  no sirven 

como sustratos enzimáticos [187]. El estado de la carga y el tamaño del grupo 

vanadato no difieren notablemente de la del fosfato correspondiente. De hecho, el 

grupo fosfato es utilizado por la enzima, para colocar adecuadamente el sustrato y 

luego promover una reacción química en una ubicación remota. En presencia de 
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vanadato, un número de enzimas metabolizadoras de fosfato, funcionan de una 

manera similar a la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Tales enzimas incluyen 

epimerasas, mutasas e isomerasas. Para estas enzimas, el papel del vanadato es 

convertir un compuesto en una forma que es reconocida por la enzima, de manera 

que puedan ocurrir reacciones químicas [297]. 

 El tungsteno está presente en varias enzimas, como la familia de las aldehído 

ferredoxin-oxidorreductas, la familia formaldehído ferredoxin oxidorreductasas, y la 

formato deshidrogenasa, que catalizan la oxidación de aldehídos a ácidos 

carboxílicos [298].  

 También esse sabe que el tungsteno es un inhibidor competitivo in vivo de las 

funciones del molibdeno en ciertos procesos, incluyendo la utilización del nitrato y la 

fijación del nitrógeno en varios organismos diferentes. Su efecto inhibitorio se debe a 

la formación de la tungsto-proteína inactiva, análoga a las enzimas correspondientes 

in vivo pero no in vitro [299]. También se reporta la inhibición de la nitrato reductasa 

por parte del molibdeno y el tungsteno [300].  

 Schröder et al. realizaron estudios con animales de laboratorio y encontraron 

que el tungsteno inhibe el 50% de la actividad de la xantino oxidasa en sangre de 

animales de control [301, 302]. 

 Lorenzo et al. llevaron a cabo un estudio  sobre la inhibición de la enzima 

lacasa, por parte de algunos compuestos orgánicos que forman complejos con el 

cobre enlazado a esta enzima, además estudiaron varios cationes metálicos como 

Cd2+, Mn2+, Cu2+ y Zn2+ y observaron una fuerte inhibición por parte del  Cd2+ 

seguido del Cu2+ mientras tanto ni el  Mn2+ ni el Zn2+ afectaron la actividad 

enzimática a las concentraciones evaluadas [303].  

 Se realizó una búsqueda exhaustiva de la bibliografía disponible y no se ha 

encontrado ningún reporte sobre el efecto inhibidor de este metal en la actividad 

enzimática de la lacasa. 
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 Como se ha mencionado en el capítulo 3, es importante analizar el vanadio en 

diferentes tipos de aguas con el fin de determinar si se alcanzan niveles tóxicos para 

la salud o el medio ambiente. 

 En este capítulo 4 se describe la preparación y optimización de un dispositivo 

desechable, sencillo, confiable y rápido para determinar la concentración de V(V) 

presente en muestras de agua,  aprovechando la característica que tiene el vanadio de 

inhibir la actividad de la enzima fosfatasa alcalina. (Secciones 4.2. y 4.3) Se 

utilizaron como base electrodos serigrafiados SPCEs que se modificaron con 

nanopartículas de oro AuNPs, y la enzima fosfatasa alcalina, ALP, immovilizada 

utilizando BSA y alcohol polivinílico para fijar la enzima por encapsulamiento-

polimerización, además de la 5-monofosfato de riboflavina como sustrato. Este 

dispositivo presenta muy buena sensibilidad y bajo límite de detección y 

cuantificación, lo que permite cuantificar este metal a bajas concentraciones. Se 

trabajó con un potencial aplicado alto que daba la mejor señal para este metal y el 

procedimiento de inmovilización de la enzima le permite al biosensor detectar el 

metal en muestras de agua. No se describe en la literatura a la fecha ningún 

dispositivo que permita dicha determinación utilizando la enzima ALP, ni la 5-

monofosfato de riboflavina como sustrato. 

Este trabajo se presentó en forma de poster en el XIX Congreso de la 

Sociedad Iberoamericana de Electroquímica, SIBAE en Alcalá de Henares entre el 

28 de junio y 2 de julio de 2010. Además ha sido publicado en J. Electroanal. Chem. 

693, (2013), 51-55. 
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4.1 Introduction 

 Vanadium is a trace element that can be found in natural environments, such 

as waters, soils, rocks and fossil fuels, since it is the 22nd. most abundant element in 

the earth’s crust [1]. This element is frequently used in many industrial processes, 

including steel industry and electrical engineering [2–4]. Food is the main source of 

vanadium exposure for general population, with an estimated daily intake of a few 

tens of 1.0 g. Drinking water contributes to a lesser extent, even though it has been 

found relatively high concentrations of vanadium in some water supply sources [3, 

4]. Although vanadium has been considered essential for different organisms [5, 6], 

its function is not clear; however, it is well known the adverse effects of vanadium 

compounds in mammals, observed in vitro, which can induce DNA breakdown and 

chromosomal aberrations among others [7–9]. On the contrary, vanadium 

supplements provide various insulin-like effects in vitro and in vivo systems, and 

have shown its potential to improve insulin resistance in diabetes [10–13]. Therefore, 

a narrow threshold between essential and toxic levels in living organisms has been 

established, which points out the need of sensitive and field portable methods of 

analysis of vanadium [10]. Spectrometric and chromatographic methods have been 

used to analyze vanadium in several matrices [14–16]. Electrochemical techniques 

applied to the determination of vanadium provide an interesting alternative to them. 

Together with the recognized advantage of the relatively low cost of electrochemical 

instrumentation, it should be taken into account the high sensitivity of methods such 

as adsorptive stripping voltammetry in combination with complexing ligands such as 

chloroanilic acid [17–20], catechol [21] or cupferron [22]. 

A very interesting alternative to conventional electrodes has been introduced 

in the determination of different analytes with the use of screen-printed carbon 

electrodes (SPCEs) [23–25]. Moreover, the fabrication of biosensors based on the 

modification of SPCEs by enzymes has given rise to a wide range of applications in 

environmental, food, pharmaceutical and biomedical analysis [26–34]. 

Electrochemical enzymatic biosensors have been also applied to the determination of 

numerous metal ions [35–39], taking into account their inhibitory effect over the 
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activity of enzymes. Among the different enzymes used with this aim [38], alkaline 

phosphatase (ALP) is a metallo-enzyme sensitive simultaneously to pesticides and 

metals, such as vanadium [40–43]. Though, to the best of author’s knowledge, the 

determination of vanadium using biosensors based on the inhibitory effect of this 

metal over ALP have not been described up to now. Thus, chronoamperometric 

biosensors, based on ALP linked to SPCEs, have been developed in this work for the 

quantification of vanadium, using riboflavin-5-monophosphate sodium salt as 

substrate [44]. Immobilization and operational conditions that affect the 

chronoamperometric response of vanadium have been optimized. 

 The performance of the developed biosensors has been checked in terms of 

precision, limit of detection (LOD) and application to water samples. 

4.2. Experimental section 

4.2.1 Chemical Reagents 

 Several inks were used in the preparation of SPCEs, namely Electrodag PF-

407 A (carbon ink), Electrodag 6037 SS (silver/silver chloride ink) and Electrodag 

452 SS (dielectric ink) supplied by Acheson Colloiden (Scheemda, The 

Netherlands). Analytical grade chemicals with no further purification were used. All 

solutions were prepared in ultrapure water, conductivity of 0.05 µS/cm (Gen-Pure 

TKA, Niederelbert, Germany).  

 Hydrogen tetrachloroaurate (III) trihydrate (HAuCl4) from Sigma Chemical 

Co. (St. Louis, MO, USA) was used for the synthesis of gold nanoparticles (AuNPs). 

Polyvinyl alcohol (PVA) obtained from Mallinckrodt Baker (New Jersey, USA) and 

maleic acid, bovine serum albumine (BSA) and glutaraldehyde (GA) obtained from 

Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA) were used in the immobilization of ALP 

(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). Riboflavin 5-monophosphate sodium 

salt was obtained from Fluka Analytical (Buchs, Switzerland).  

 Vanadium standard solutions 10 mg L-1 were prepared daily from a stock 

solution 100 mg L-1, and stored at 4 ° C when not in use, by using ammonium 
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vanadate CertiPUR traceable to NIST (Merck, Darmstadt, Germany) SRM, certified 

value 1000 ± 5 mg L-1 (High-Purity Standards, CRM traceable to NIST SRM against 

3165, lot 992706, USA) was used to enrich samples for a recovery study. 

Tris(hydroxymethyl)aminomethane 28 mM buffer (Aldrich Chemical Co., Buchs, 

Switzerland) was used together with 19 mM of MgCl2 (Merck, Darmstadt, Germany) 

and 0.1 M of KCl (Merck, Darmstadt, Germany) as supporting electrolyte. HCl 

(Merck, Darmstadt, Germany) was used to adjust the pH value. 

4.2.2 Apparatus 

 SPCEs were produced on a DEK 248 printing machine (DEK, Weymouth, 

UK) using polyester screens with appropriate stencil designs mounted at 45° to the 

printer stroke. Electrochemical measurements were made with an Autotolab 128N 

electrochemical system with GPES software (Echo Chemie, Utrech, Netherlands). 

pH measurements were performed using a Daigger (Vernon Hills, Illinois, USA) 

pHmeter 5000. 

4.2.3 Manufacturing of SCPEs 

 A DEK 248 screen-printer (DEK, Weymouth, UK), screen polyester mesh 

and polyurethane squeegees were used to fabricate the electrodes. Sequential layer 

deposition has been performed on a polyester film (0.5 mm thickness) obtaining 44 

screen-printed configurations of three electrodes each one (working, reference and 

counter electrode) per film, 4 mm2 carbon working electrodes were designed (Figure 

4.1) [30-33,39]. Before modifying the SPCEs an electrochemical cleaning was 

carried out. The working electrode surface is activated by recording 30 cycle 

voltammograms between -1.8 V and +1.8 V vs. screen printed Ag/AgCl reference 

electrode, scan rate 100 mV s-1, in a 0.1 M KCl solution [33,45]. 

4.2.4 Modification of SCPEs with AuNPs (AuNPs–SPCEs) 

 AuNPs were obtained by direct electrochemical deposition on the carbon 

working electrode surface, using a 0.1 mM solution of HAuCl4 in 0.5 M H2SO4. The 
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deposition was performed by applying a potential of 0.18 V (vs. screen-printed 

Ag/AgCl electrode) during 15 s under stirring conditions [33,46]. 

4.2.5 Functionalization of AuNPs–SCPEs by ALP 

 The enzyme was immobilized by entrapment with PVA on the surface of 

AuNPs–SPCEs. The optimum immobilization process was adapted from the earlier 

work reported by Szydlowska et al. [47]: 30 µL of a 3% of enzyme solution were 

carefully mixed with 10 µL of a 0.25% (w/v) BSA, 10 µL of a pH 8.5 tris buffer and 

10 µL of a 5% (w/v) PVA solution to complete homogenization. Then, 10 µL of this 

mixture was dropped onto the surface of a screen-printed working electrode. Next, 

the electrode was exposed to a fluorescent light for 2 h to allow photopolymerization 

and enzyme entrapment [47,48]. Finally, the electrode was stored for 24 h at 4 °C 

before first use. Under these storage conditions the developed biosensor showed a 

good stability for at least three weeks. Figure 4.1 represents the type of SPCE used in 

this research. 

  



Vanadium Determination In Water Using Alkaline Phosphatase Based Screen-Printed 
Carbon Electrodes Modified With Gold Nanoparticles 

 
 

 
Ana Lorena Alvarado Gámez  109 

 

 

 

Figure 4.1. Scheme of a SPCE used for the construction of ALP based biosensors for 
vanadium determination. 
 

4.2.6 Amperometric procedure for the determination of vanadium 

 An ALP based biosensor was placed in the electrochemical cell containing 5 

mL of supporting electrolyte solution. An adequate potential was applied and, once a 

steady-state current was set, a defined amount of riboflavin stock solution was added 

to the measuring cell. A large oxidation current was observed due to the addition of 

this substrate. Then, once a plateau corresponding to the steady-state response was 

reached again, fixed portions of the vanadium stock solution were added 

consecutively. Enzyme electrodes were conditioned in a buffer solution for 5 min 

between each calibration setting. 

4.3 Results and discussion 

 As it has been above-mentioned, riboflavin-5-monophosphate has been used 

as substrate for determination of the activity of ALP by using amperometric 

biosensors. In this way, in the presence of the immobilized ALP, riboflavin 5-

monophosphate is hydrolyzed to riboflavin [44], which originates a well-defined 

oxidation current. Since vanadium inhibits the activity of ALP, the addition of a 

solution of this metal to the electrochemical cell results in a current decrease 

!
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proportional to the amount of metal added (Figure 4.2). Thus, vanadium 

concentration can be quantitatively related to the enzymatic inhibition current, that is 

to say, to the difference between the steady-state current in the absence of vanadium 

(I0) and the steady-state current in the presence of vanadium (I) , (ΔI = (I0 - I)). 

 A key step in the fabrication of these biosensors is the enzyme 

immobilization. Different immobilization procedures were attempted to link the 

enzyme to the working electrode surface. In order to obtain a biosensor with 

improved conductivity and performance for vanadium detection, AuNPs were 

deposited on the working electrode previous to the enzyme immobilization [33, 46]. 

 First, a cross-linking immobilization procedure for ALP, using GA and BSA, 

was followed according to method developed by Blankert et al. [49]. Preliminary 

results were not satisfactory, since the biosensor showed a poor stability and a brief 

lifetime. Then, a new immobilization procedure based on the use of PVA and maleic 

acid as crosslinker was attempted [50]. Maleic acid is able to react with the hydroxyl 

groups of PVA, binding also the enzyme. Therefore, a 3% of enzyme solution was 

mixed with a solution containing 5% (w/v) PVA and different concentrations of 

maleic acid (0%, 20%, 40% or 60%). Then, the mixture was dropped onto the 

surface of a screen-printed working electrode and finally, the electrode was exposed 

to a fluorescent light for 2 h. In the case of electrodes in which the enzyme was also 

crosslinked by maleic acid, no amperometric response was obtained. This fact can be 

attributed to the well-known disadvantages of the cross-linking method, which can 

cause damage to the enzyme and limit diffusion of the substrate [51]. Hence, ALP 

entrapment using exclusively PVA was used as procedure for the enzyme 

immobilization (Section 4.2.5). The response of a measuring system in most 

analytical techniques depends on many experimental factors. In this case, three 

parameters were studied in order to maximize the current registered, ΔI = (I0 - I), for 

a 1.8 µM vanadium solution: applied potential (from 1.1 V to 1.5 V, vs. Ag/AgCl), 

pH of supporting electrolyte between 7.0 and 9.0 and substrate concentration (from 

0.1 mM to 0.5 mM). The different experiments carried out under several 

experimental conditions led to establish the following optimum values: 
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pH = 8.5   Substrate = 0.25 mM   Eap = + 1.45 V 

The figure 4.2 shows the chronoamperogram and the calibration plot recorded under 

these conditions for V(V) and under which the amperometric current was improved 

giving easily quantifiable signals. 

	

 
Figure 4.2. Chronoamperogram registered using an ALP based biosensor under the 
optimum conditions: Eap. + 1.45 V vs. Ag/AgCl; supporting electrolyte Tris-HCl 
buffer pH 8.5 and [RFP] = 0.25 mM, in the V(V) concentration range from 1.8 µM to 
15.0 µM. Inset figure: calibration curve for V(V) under the optimum conditions 
above.  

4.3.1 Characterization of the developed biosensor for vanadium determination 

 In order to guarantee that the inhibition response registered after the addition 

of the substrate was related to vanadium concentration, control experiments were 

carried out. Amperograms were recorded under the optimum conditions using 

SPCEs, AuNPs / SPCEs and AuNPs / SPCEs modified as has been reported in 

Section 4.2.5 but without enzyme. According to the amperometric procedure 
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described for vanadium determination in Section 4.2.6 volumes of 100 µL of a 

1.96×10-4 M of a V(V) solution were added. No analytical signal was obtained, thus, 

it can be concluded that vanadium can be determined by its inhibitory effect on the 

response of ALP to riboflavin-5-monophosphate. In addition, the inhibitory effect of 

vanadium in the ALP / RFP reaction was studied by the kinetic parameters (Vmax 

and Km) of the Lineweaver–Burk plot (Figure 4.3). It was observed a Vmax decrease 

and a Km increase, which suggest a mixed inhibition [52]. Thus, it could be said that 

the enzyme has higher affinity for its substrate in the absence of vanadium, which 

confirms the inhibitory effect of this metal and as a consequence, the possibility of 

vanadium quantification using these electrochemical biosensors. 

 

 

 

Figure 4.3. Inhibitory effect of vanadium in the ALP/5-RFP reaction: Lineweaver–
Burk plot in absence (●) and presence of (●) V(V), Eap + 1.45 V, supporting 
electrolyte Tris-HCl buffer pH 8.5. 
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4.3.2. Limit of detection 

 Once experimental conditions were established for the analysis of V(V) using 

riboflavin-5-monophosphate RFP as substrate, a series of calibration curves were 

performed using ordinary least squares regressions to determine the dynamic range 

of the biosensor (from 1.8 µM to 15.0 µM). LOD was calculated by the method 

based on standard deviation (Sy/x) of the responses for the blank injection in 

triplicate and the slope of the calibration curve. This figure of merit, calculated under 

the optimum conditions, was 3.9 ± 0.4 µM. 

4.3.3. Precision 

 Precision was studied to find out intra-biosensor (repeatability) and inter-

biosensors (reproducibility) variations (Table 4.1). 

 Repeatability was determined as the relative standard deviation (RSD) of the 

slopes of four calibration curves using the same electrode under the optimum 

conditions of the experimental variables. A value of 7.6% (n = 3) was yielded (Table 

4.2). Likewise, reproducibility was evaluated as the RSD of the slope of different 

calibration curves using different biosensors, with a value 5.9 % (n = 3), Table 4.3. 

Both values are acceptable for this type of devices. 
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Table 4.1. Repeatability of the ALP/AuNPs/SPCE evaluated by means of calibration 
curves slopes with the same electrode, under optimum conditions as in figure 4.2. 
 

Calibration Slope Intercept Error R2 
  A / M A Sy/x   
I 0.04237 9.8 × 10-7 3.8 × 10-8 0.980 
II 0.04676 3.8 × 10-7 3.8 × 10-8 0.986 
III 0.04039 1.4 × 10-7 3.3 × 10-8 0.990 

Media 0.04317 
   Std. Desv. 0.0033 
   RSD % 7.6       

 

 

 
Table 4.2. Reproducibility of the ALP/AuNPs/SPCE evaluated by means of 
calibration curves slopes with different electrodes, under optimum conditions as in 
figure 4.2. 
 

Calibration Slope Intercept Error R2 

  A / M A Sy/x   

I 0.06412 1.7 × 10-7 1.0 × 10-7 0.990 

II 0.06991 -4.2 × 10-7 1.5 × 10-7 0.991 

III 0.07186 -8.1 × 10-7 8.1 × 10-8 0.995 

Media 0.06863       

Std. Dev. 0.0040       

RSD % 5.9       

 

4.3.4 Accuracy and trueness determination 

 Accuracy and trueness were calculated in order to check the performance of 

the developed biosensor. The accuracy of the proposed method was evaluated by 

means of the analysis of V(V) CRM (High Purity Standards Vanadium Standard 

solution with a Certificate of Analysis of 1000 ± 5 mg L-1). The vanadium mean 

concentration quantified by the developed procedure, 995 ± 52 mg L-1 (n = 5; a = 

0.05), matches the certified value of the sample considering the associated 
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uncertainty, also appling a student´s t test there is not a significance difference 

between the certified value and the media of the concentration found.  

 Trueness was evaluated by recovery studies. The method showed a 

satisfactory value for this parameter since the added vanadium concentration values 

(20.6 mM) were in good agreement with the found concentration value 20.5 ± 1.1 

mM (n = 4, a = 0.05). The average recovery for this analysis was 99.5 % with a RSD 

of 5.2%. Therefore, the proposed method is both accurate and suitable for the 

analysis of vanadium. 

 
 
Table 4.3.Accuracy study to spiked water samples, at optimized conditions with 
vanadium standard solution (High Purity Standards, V(V) with a Certificate of 
Analysis, 1000 ± 5 mg L-1), under optimum conditions as in figure 4.2. 
	

 

 

  

[V]Added [V] Found [V] Found  mg/L  

Standard  

 100 mg/L 

SRM  

1000 mg/L 

M M mg/L in cell  600uL D.F. 100/10 D.F. 100/10 

 

2.05 × 10-5 1.043 9.948 99.48 994.8 

 

2.02 × 10-5 1.027 9.798 97.98 979.8 

2.06 × 10-5 1.98 × 10-5 1.010 9.633 96.33 963.3 

 

1.96 × 10-5 0.999 9.534 95.34 953.4 

 

2.23 × 10-5 1.135 10.84 108.28 1082.8 

Media 2.05 × 10-5 

  

99.5 995 

Std. Dev.  1.1 × 10-6 

  

5.2 52 

RSD % 5.2 %     5.2% 5.2 
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4.3.5 Study of possible interferences in the vanadium determination 

The presence of metals, such as Mo (VI), Al (III), Fe (III), Cr (VI), Sn (II), 

and W (VI), may interfere on the vanadium amperometric response.    Their effect  

was then analyzed  by measuring the current after consecutive additions of 3.5 µM 

solutions of each metal. It can be seen in Figure 4.4 that only Mo (VI) presents a 

significant signal, so this metal must be taken into account in the analysis of 

vanadium. 

 

Figure 4.4. Inhibition current of ALP based AuNPs/SPCE in presence of 3.5 µM of 
different metals. 

 
 

4.3.6 Analysis of vanadium in tap water samples 

 Finally, the developed procedure was applied to the determination of 

vanadium in spiked tap water samples (3.70 µM), by standard addition methodology 

in seven replicates.  The vanadium concentration found was [3.66 ± 0.21] µM (n = 7, 

a = 0.05, RSD = 5.7 %), with an average recovery of 98.9 %. 

 

 

the working electrode previous to the enzyme immobilization
[33,46].

First, a crosslinking immobilization procedure for ALP, using GA
and BSA, was followed according to method developed by Blankert
et al. [49]. Preliminary results were not satisfactory, since the bio-
sensor showed a poor stability and a brief lifetime.

Then, a new immobilization procedure based on the use of PVA
and maleic acid as crosslinker was attempted [50]. Maleic acid is
able to react with the hydroxyl groups of PVA, binding also the en-
zyme. Therefore, a 3% of enzyme solution was mixed with a solu-
tion containing 5% (w/v) PVA and different concentrations of
maleic acid (0%, 20%, 40% or 60%). Then, the mixture was dropped
onto the surface of a screen-printed working electrode and finally,
the electrode was exposed to a fluorescent light for 2 h. In the case
of electrodes in which the enzyme was also crosslinked by maleic
acid, no amperometric response was obtained. This fact can be
attributed to the well-known disadvantages of the crosslinking
method, which can cause damage to the enzyme and limit diffu-
sion of the substrate [51]. Hence, ALP entrapment using exclusively
PVA was used as procedure for the enzyme immobilization
(Section 2.5).

The response of a measuring system in most analytical tech-
niques depends on many experimental factors. In this case, three
parameters were studied in order to maximize the current regis-
tered, DI (I0 ! I), for a 1.8 lM vanadium solution: applied potential
(from 1.1 V to 1.5 V, vs screen-printed Ag/AgCl electrode), pH of
supporting electrolyte (from 7 to 9) and substrate concentration
(from 0.1 mM to 0.5 mM). The different experiments carried out
in different experimental conditions led to establish the following
optimum values:

pH ¼ 8:5; ½Substrate$ ¼ 0:25 mM; Eap ¼ 1:45 V

Fig. 2 shows the calibration plot recorded under these condi-
tions for vanadium, and under which the amperometric current
was improved giving easily quantifiable signals.

3.1. Characterization of the developed biosensor for vanadium
determination

In order to guarantee that the inhibition response registered
after the addition of the substrate was related to vanadium concen-
tration, control experiments were carried out. Amperograms were
recorded under the optimum conditions using SPCEs, AuNPs–
SPCEs and AuNPs–SPCEs modified as has been reported in
Section 2.5., but without enzyme. According to the amperometric
procedure described for vanadium determination in Section 2.6.,
volumes of 100 lL of a 1.96 % 10!4 M of a vanadium solution were
added. No analytical signal was obtained, thus, it can be concluded

that vanadium can be determined by its inhibitory effect on the
response of ALP to riboflavin-5-monophosphate.

In addition, the inhibitory effect of vanadium in the ALP/ribofla-
vin-5-monophosphate reaction was studied by the kinetic param-
eters (vmax and Km) of the Lineweaver–Burk plot (Fig. 4). It was
observed a vmax decrease and a Km increase, which suggest a mixed
inhibition [52]. Thus, it could be said that the enzyme has higher
affinity for its substrate in the absence of vanadium, which con-
firms the inhibitory effect of this metal and as a consequence,
the possibility of vanadium quantification using these electro-
chemical biosensors.

3.2. Limit of detection

Once experimental conditions were established for the analysis
of vanadium using riboflavin-5-monophosphate as substrate, a ser-
ies of calibration curves were performed using ordinary least
squares regressions to determine the dynamic range of the biosen-
sor (from 1.8 lM to 15.0 lM).

LOD was calculated by the method based on standard deviation
(Sy/x) of the responses for the blank injection in triplicate and the
slope of the calibration curve. This figure of merit, calculated under
the optimum conditions, was 3.9 ± 0.4 lM.

3.3. Precision

Precision was studied to find out intra-biosensor (repeatability)
and inter-biosensors (reproducibility) variations (Table 1).

Fig. 2. Amperogram registered using an ALP based biosensor under the optimum
conditions (applied potential, 1.45 V vs screen-printed Ag/AgCl electrode; support-
ing electrolyte pH 8.5 and riboflavin concentration, 0.25 mM) in the vanadium
concentration range from 1.8 lM to 15.0 lM.

1/I = 545654 + 39.956 (1/[Substrate])

1/I = 802366 + 80.971 (1/[Substrate])
R2 = 0.9938

R2 = 0.9932
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Fig. 3. Inhibitory effect of vanadium in the ALP/riboflavin-5-monophosphate
reaction: Lineweaver–Burk plot in absence (!) and presence of (d) vanadium.
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Fig. 4. Inhibition current of ALP based AuNPs/SPCEs in presence of 3.5 lM of
different metals.
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Table 4.4. Recovery study for spiked water samples, at optimized conditions, as 
figure 4.2, enriched with SRM V(V) certified value 1000 ± 5 mg L-1). 
 

[V] 

Added 

 

[V]Found Recovery Slope intercept Error R2 

M M  % A / M A Sy/x   

 

3.84 × 10-6 103.8 3.32 × 10-2 2.41 × 10-7 3.03 × 10-8 0.984 

 

3.53 × 10-6 95.3 2.85 × 10-2 1.97 × 10-7 3.79 × 10-9 1.000 

3.70 × 10-6 4.00 × 10-6 108,0 3.60 × 10-2 2.67 × 10-7 3.36 × 10-8 0.988 

 

3.39 × 10-6 91.7 4.74 × 10-2 3.23 × 10-7 3.05 × 10-8 0.992 

 

3.60 × 10-6 97.4 5.70 × 10-2 4.00 × 10-7 2.45 × 10-8 0.997 

 

3.53 × 10-6 95.4 7.21 × 10-2 5.01 × 10-7 7.48 × 10-8 0.986 

  3.72 × 10-6 100.5 3.05 × 10-2 3.90 × 10-7 1.10 × 10-8 0.998 

Media 3.66 ×10-6 98.9 

    Std. Dev. 2.07 ×10-7 5.6 

    RSD % 5.7 5.7 

     
 

4.4 Conclusions 

The method developed in this work presents for the first time the use of this 

enzyme and riboflavin-5-monophosphate sodium salt for the analysis of this 

metal. The use of ALP based biosensors using AuNPs/SPCEs allows the 

selective chronoamperometric determination of vanadium.  

The effect of vanadium in the ALP/5-RFP reaction results a mixed inhibition, 

which allows the quantification of vanadium in tap water.  

The developed procedure has showed a limit of detection of 3.9 ± 0.4 µM, as well 

as reproducibility and repeatability values of RSD for the slopes of several 

calibrations lower than 12%. 

The  evaluation accuracy, applied to spiked water samples with SRM, for V(V) 

certified value 1000 ± 5 mg L-1) showed  a vanadium mean concentration of  995 



Vanadium Determination In Water Using Alkaline Phosphatase Based Screen-Printed 
Carbon Electrodes Modified With Gold Nanoparticles 

 
 

	
118  Ana Lorena Alvarado Gámez 
 

± 52 mg L-1 (n = 5; a = 0.05), value considered between the confidence limit, and 

determined by student´s t  test. 

A recovery study of spiked samples with vanadium concentration 3.70 µM, gave 

a concentration media of 3.66 ± 0.21 µM (n = 7, a = 0.05, RSD = 5.7%), with an 

average recovery of 98.9 %. 
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5. A Disposal Alkaline Phosphatase Based-Biosensor 
For Vanadium Chronoamperometric Determination 

Using p-Nitrophenylphosphate As A Substrate. 
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Como se ha mencionado en secciones anteriores, la determinación de vanadio 

en aguas tiene gran importancia en el control de contaminación de fuentes de agua 

debido al posible efecto perjudicial que pueden causar en la salud de las  personas.  

En este apartado se describe la preparación y optimización de otro dispositivo 

desechable sencillo, confiable y más sensible para determinar la concentración de 

V(V) presente en muestras de agua (Secciones 5.2. y 5.3) Con base en los SPCEs 

modificados con AuNPs, y la enzima ALP, se utilizó el p-NPP como sustrato, y se 

logró bajar el potencial de trabajo, lo que favorece la inhibición y reduce las 

interferencias de cationes metálicos. Tiene mejor sensibilidad, y un límite de 

detección, diez veces menor al descrito en la sección 4, lo que permite cuantificar 

este metal a más bajas concentraciones. Se aplicó a muestras de agua de grifo a la 

fecha tampoco se describe en la literatura nigún dispositivo que permita dicha 

determinacón utilizando la enzima ALP. 

Este trabajo ha sido presentado como potencia oral en el XXI Congreso de la 

Sociedad Iberoamericana de Electroquímica, SIBAE en La Serena, Chile entre el 7 y 

el 11 de abril de 2014 y ha sido publicado en Sensors (2014) 14, 3756-3767.  
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5.1 Introduction 

 Being considered as one of the important transition elements in biological 

systems, vanadium is an ultra-trace metal that can be found in some marine 

organisms, in the prosthetic group of bromoperoxidases in certain marine algae [1–

3], as part of the nitrogenase system of some bacteria and plants [4,5], as well as in 

plasma and inside cells of mammals [6]. It participates in the synthesis of chlorophyll 

in photosynthetic organisms and is a micronutrient of marine and terrestrial species 

[7]. 

 In the past, vanadium compounds were used as a therapeutic agent for diabetes, 

anemia, chlorosis, and even for tuberculosis. It is also a tonic, antiseptic and a 

spirocheticide. Nevertheless vanadium, especially as vanadium pentoxide, has a 

broad spectrum of known toxic effects on the respiranervous systems, digestive 

organs, kidneys and skin in humans. However confirmative mutagenicity and 

carcinogenicity studies are not consistent, though they should be given priority in 

long exposure studies [8,9].  

 In recent years, vanadium has been used in the development of novel materials 

in biochemistry and industrial processes [10–12]. Its metallic form is used as a 

carbide stabilizer in making steels. Vanadium pentoxide is used in ceramics, as a 

catalyst, in superconductive magnets production, and vanadyl sulfate and sodium 

metavanadate have been used in dietary supplements [8].  

 Industries using fossil fuels like petroleum, coal and oil, cause most of the 

discharges of vanadium into the environment. Mining areas are other sources of this 

contamination, while distillation and purification of crude oils contribute less 

vanadium into the atmosphere [13]. 
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Vanadate in aqueous solution influences numerous enzyme-catalyzed 

reactions. Its effects on living systems and the different responses to theinfluence of 

vanadium are well documented [14]. As it can assume many stable anionic forms in 

aqueous solution, depending on acidity and concentration [15], it has been described 

as an inhibitor of different enzymes. Lindquist in 1973 [16] described the inhibition 

of ribonuclease by vanadate in the presence of uridine, explaining in some way the 

origin of the biological influences of vanadium compounds. A year later, in 1974, 

Van Etten and coworkers [17], demonstrated the influence of vanadate, molybdate 

and tungstate on phosphohydrolases such as acid phosphatases which are relatively 

nonspecific enzymes that catalyze the hydrolysis of several alkyl and aryl phosphate 

esters at a pH between 4 and 6. Lopez et al. showed that alkaline phosphatase, which 

is a metalloproteinase, catalyzes the hydrolysis of a number of phosphate esters, and 

there are a few competitive inhibitors of alkaline phosphatase aside from inorganic 

phosphate and arsenate, such as oxovanadium (IV), VO2+. It is also possible that 

vanadium (V) might adopt a trigonal bipyramidal structure since crystalline hydrated 

metavanadates (VO3
−·H2O) are five-coordinate with oxygen atoms, and the geometry 

is approximately trigonal bipyramidal like phosphate, which is one of the reasons 

why vanadate is a known inhibitor (and sometimes stimulator) of many phosphate-

metabolizing enzymes [18]. This includes the inhibition of a regulatory protein 

phosphatase, which is likely to lead to activation of a protein kinase, the activity of 

which is key to the insulin-mimetic action of vanadate [17, 18]. It also can inhibit 

hexokinase, adenylate kinase and phosphofructokinase [15]. Vanadate-dependent 

haloperoxidases have been shown to attain phosphatase activity, and this finding may 

have some impact on medical applications.  Another important impetus to vanadium 

coordination chemistry has arisen from the observation that vanadate, 

peroxovanadate, vanadyl and several vanadium complexes exert an insulin-mimetic 

effect [6]. 

 Electrochemical biosensors based on the principle of enzyme inhibition have 

been applied for a wide range of toxic analytes such as pesticides, derivatives of 

insecticides, heavy metals and glycoalkaloids [19]. Because of their excellent 

performance capabilities, such as rapid response, high specificity and sensitivity, 
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relatively compact size, low cost and easy operation, these biosensors can be a good 

alternative for the detection of vanadium [20]. 

 Alkaline phosphatases (ALPs), which catalyze the hydrolysis of phosphate 

esters, are widely distributed in mammalian tissues, and are present in high 

concentrations in bones, intestines, kidneys, placenta, and liver [21]. ALP is probably 

the most commonly used conjugated enzyme for immunoassays due to its high 

turnover number, broad substrate specificity and possibility of application. The 

determination of its activity has been carried out using various spectrophotometric 

and electrochemical methods [21–25]. 

 Reversible inhibition of ALP by vanadium has been previously reported [18, 

20, 25], although this interaction has been scarcely used for vanadium determination 

[20]. The presence of vanadium produces a decrease of the chronoamperometric 

reduction signal registered that can be related to the concentration of this species. 

Thus, the aim of this work has been the development of a screen-printed based 

chronoamperometric biosensor, easily usable in any analytical laboratory, for the 

detection of vanadium. ALP has been cross-linked to the working electrode of 

screen-printed carbon electrodes (SPCEs) previously modified by gold nanoparticles 

(ALP/AuNPs/SPCEs).  

 In order to obtain a biosensor with improved conductivity and performance 

for vanadium detection, AuNPs were deposited onto the working electrode previous 

to the enzyme immobilization [32]. The use of AuNPs have been reported to enhance 

the chronoamperometric current response, yielding a sensor with an excellent 

electrocatalytic response, fast response time, long term stability and reproducibility 

[32–38]. The ALP-based biosensor has been characterized for the detection of 

vanadium in water samples. Figures of merit, such as precision, accuracy  and limit 

of detection, have been evaluated.  
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5.2  Experimental Section 

5.2.1 Chemical Reagent 

 Several inks were used in the fabrication of screen printed electrodes (SPEs), 

namely Electrodag PF-407 A (carbon ink), Electrodag 6037 SS (silver/silver chloride 

ink) and Electrodag 452 SS (dielectric ink) all supplied by Acheson Colloiden 

(Scheemda, The Netherlands). Analytical grade chemicals with no additional 

purification were used. All solutions were prepared in ultrapure water, conductivity 

of 0.05 µScm-1 (Gen-Pure TKA, Niederelbert, Germany). 

 Hydrogen tetrachloroaurate (III) trihydrate (HAuCl4), ALP, bovine serum 

albumine (BSA) and glutaraldehyde (GA) were obtained from Sigma Chemical Co. 

(St. Louis, MO, USA). p-nitrophenyl phosphate sodium salt was acquired from Fluka 

Analytical (Buchs, Switzerland). Ammonium metavanadate (Merck, Darmstadt, 

Germany) was used as stock solution of vanadium.  

 Tris(hydroxymethyl)aminomethane 28 mM buffer (Aldrich Chemical Co., 

Buchs, Switzerland) was used together with 19 mM of MgCl2 (Merck)and 0.36 M 

total Cl−, (Merck) as supporting electrolyte. HCl (Merck) was used to adjust the pH 

value. 

 Vanadium standard solutions 10 mg L-1 were prepared daily from a stock 

solution 100 mg L-1, and stored at 4 ° C when not in use, by using ammonium 

vanadate CertiPUR traceable to NIST (Merck, Darmstadt, Germany) SRM, certified 

value 1000 ± 5 mg L-1 (High-Purity Standards, CRM traceable to NIST SRM against 

3165, lot 992706, USA) was used to enrich samples for a recovery study. 

5.2.2 Apparatus 

 SPCEs were produced on a DEK 248 printing machine (DEK, Weymouth, 

UK) using polyester screens with appropriate stencil designs. Electrochemical 

measurements were made with an Autolab 128N electrochemical system with GPES 
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software (Echo Utrecht, The Netherlands). The pH measurements were performed 

using a Mettler-Toledo pHmeter S47-K (Columbus, OH, USA). 

5.2.3 Manufacturing of ALP/AuNPs/SCPEs 

 SPCEs were produce by sequential layer deposition of each component, that 

is conductive silver tracks, Ag/AgCl reference electrode (Ag/AgCl SPE), carbon 

counter and working electrodes and finally, dielectric ink, according to the procedure 

described anywhere else [39]. The different inks were cured according to the 

manufacturer’s specifications. Screen-printed configurations of three electrodes 

(working, reference and counter electrode) were thus obtained (Figure 5.1). 

 

 

Figure 5.1. ALP/AuNPs/SPCE used for vanadium determination. Carbon working 
electrode area, 12.6 mm2. 
  
 The working electrode of these devices was electrochemically modified by 

AuNPs, using a 0.1 mM solution of HAuCl4 in 0.5 M H2SO4. The deposition was 

performed by applying a potential of + 0.18 V vs. Ag/AgCl during 15 s under stirring 

conditions [20,40]. The enzyme was then immobilized by cross-linking on the 

surface of AuNPs modified SPCEs. To optimize an appropriate mixture of ALP 

enzyme, BSA and GA, several electrodes with different quantities of the enzyme 

from 20 µL to 80 µL, 10 µL–20 µL BSA and 20 µL–40 µL GA, were prepared and 
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the best results were obtained with a mixture made up of 40 µL of ALP 0.6%, 20 µL 

of BSA 1.75% (w/v) and 40 µL of GA, 2.5% (w/v) which gave the best current 

response (Figure 5.2) by dropping 10 µL of a 2:1:2 mixture of a 0.6% of enzyme 

solution, 1.75% (w/v) of BSA solution and 2.5% (w/v) of GA solution onto the 

surface of a screen-printed working electrode [20]. Finally, the mixture was left to 

react at 4 °C during 1 h. ALP/AuNPs/SPCEs were stored at 4 °C. Under these 

storage conditions the developed biosensor showed a good stability for at least one 

week. Figure 5.3 shows calibration curves for vanadium prepared the same day but 

measured at different times from electrode preparation, and table 5.1 shows the slope 

variation of the calibration curves in figure 5.3. 

 

 
Figure 5.2.Currents obtained by p-NPP additions using ALP/SPCE electrodes with 
different enzyme concentrations, at pH = 8.7, E ap. = + 0.80 V, 0.36 M Cl-. 
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Figure 5.3. Stability of calibration curves for vanadium with the same electrode 
modified with AuNPs and ALP enzyme, at pH = 8.7, E ap. = + 0.80 V, 0.032 mM 
substrate and 0.36 M Cl-, at different days. 

 

 
 

Table 5.1. Slopes variation according to time of electrode preparation under 
conditions of figure 5.3. 
	

Days 
Slope 
A/M R2 

3 (hs) 0.0961  0.995 

1  0.0557 0.995 

3  0.0330 0.995 

4  0.0155 0.983 

7 0.0150 0.987 

8  0.00841 0.989 

 

5.2.4 Measurement Procedure 

 Chronoamperometric measurements were performed at room temperature in a 

cell containing 5 mL of supporting electrolyte solution, of the desired pH, under 

constant mechanical stirring. An ALP-based biosensor was placed in the 
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electrochemical cell containing 5 mL of supporting electrolyte solution. An adequate 

potential was applied and, once a steady-state current was set, a defined amount of p-

nitrophenyl phosphate stock solution was added to the measuring cell. A large anodic 

current was observed due to the oxidation of the enzymatically produced p-

nitrophenol.  Then, once a plateau corresponding to the steady-state response was 

reached again, fixed portions of the vanadium stock solution were added 

consecutively. Enzyme electrodes were conditioned in a buffer solution for 5 min 

between each calibration setting. 

5.3 Results and Discussion 

 In the previous section 5-riboflavin monophosphate was used as a substrate for 

an alkaline phosphatase biosensor because there was no report of such a substrate 

being used for a biosensor. Preechaworapun [28] presented a list of the substrates for 

this type of enzymes, and Fanjul [31] studied the detection of p-nitrophenol in 

alkaline phosphatase assays. In our case we proved several substrates recommended 

by Preechaworapun such as 3-indoxyphenyl phosphate, 1-naftyl phosphate and p-

nitrophenyl phosphate, but the last one presented higher currents, and also ALP 

inhibition currents decreased significantly with vanadium additions. 

 As mentioned above, p-nitrophenyl phosphate is hydrolyzed by ALPs, under 

alkaline conditions, to 4-nitrophenol, which is electrochemically oxidized, 

originating a well-defined oxidation current, as it is showed in figure 4.  [31]. Taking 

into account that enzymatic activity of ALPs is inhibited by vanadium [18, 20, 25], 

the presence of this metal into the electrochemical cell results in a current decrease. 

In this way, the difference between the steady-state current in the absence of 

vanadium (I0) and the steady-state current in the presence of vanadium (I) (ΔI = (I0 –

I)) can be quantitatively related to concentration of vanadium added. 
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Figure 5.4. Enzymatic hydrolysis reaction of p-nitrophenylphosphate p-NPP by 
Alkaline Phosphatase (ALP). 
 

5.3.1 Optimization of experimental parameters 

 In order to quantify this kind of electrochemical current, an ALP-based 

biosensor was built according to the procedure described in Section 5.2.3. This 

chronoamperometric current depends on experimental factors, such as pH of 

supporting electrolyte, substrate concentration, working potential or ionic strength of 

the medium (concentration of Cl− ions into the electrochemical cell). In order to 

maximize the registered inhibition current, the effect of these variables and their 

interactions in the chronoamperometric response was at first evaluated by the 

experimental design methodology [41-43]. The experimental domain was defined by 

the values shown in Table 5.2, corresponding to the high (+) and low (–) levels for 

each factor. Then, the 17 experiments corresponding to all those possible 

combinations, bearing in mind the three replicates in the central point necessary to 

estimate the residual value, were carried out. Once the oxidation current registered 

due to the enzymatically produced p-nitrophenol was stable, vanadium was added, 

quantifying the chronoamperometric current of a 1.8 µM solution as response 

variable for the analysis. 

!
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Table 5.2. Values corresponding to the high (+) and low (–) levels for each factor 
used in the optimization of the experimental conditions for vanadium detection. 
Supporting electrolyte, pH, working potential, substrate concentration and  ionic 
strength. 
 

Conditions Low Level High Level Optimum 

pH Tris-HCl 
supporting electrolyte 6.3 9.7 8.7 

Substrate [p-NPP] 0.036 m M 0.38 m M 0.32 m M 

Ionic strength 0.10 M 0.50 M 0.36 M 

Working potential 0.1 V vs. 
Ag/AgCl 

1.0 V vs. 
Ag/AgCl + 0.80 V 

 

 

 
Figure 5.5. Contours of estimated response surface for ALP and p-NPP at [Cl−] = 
0.40 M. The central green point in the center of the circle is considered the optimum 
values for experimental variables mentioned above. 
 
 
 

[ Cl-] = 0.4 M

pH

co
nc

. p
N

PP

Current, uA
0.0
0.024
0.048
0.072
0.096
0.12
0.144
0.168
0.192
0.216

8 8.4 8.8 9.2 9.6 10
0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5



A Disposal Alkaline Phosphatase Based-Biosensor For Vanadium Chronoamperometric 
Determination Using p-Nitrophenylphosphate As A Substrate. 

 
 

 
Ana Lorena Alvarado Gámez  139 
 

 From this optimization process, the optimum values for the experimental 

variables in the vanadium determination were used. Easily quantifiable 

chronoamperometric signals are registered under these optimized conditions for 

V(V).  

 

 
 

Figure 5.6. Chronoamperogram registered using an ALP-based biosensor under the 
optimum conditions (applied potential, + 0.80 V vs. Ag/AgCl-SPCE, supporting 
electrolyte pH 8.7 (Tris buffer, different KCl and p-NPP concentration in a vanadium 
range from 3.0 µM to 30.0 µM. 
 

 

It is important to say that the presence of Cl- is determinat in the good 

appeareace of vanadium signal, also to improve the sensitivity, because as it can be 

seen in figure 5.6, the amperogram has better resolution in the presence on KCl, as 

ionic strength, higher its concentration, higher the current and better defined the 

chronoamperogram.  
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Figure 5.7. Chronoamperogram registered using an ALP-based biosensor under the 
optimum conditions (applied potential, + 0.80 V vs. Ag/AgCl SPCE; supporting 
electrolyte pH 8.7 (Tris buffer, 0.36 M total Cl−) and p-NPP, 0.32 mM) in the 
vanadium concentration range from 3.0 µM to 30.0 µM. Inset: Calibration curve for 
vanadium additions at concentration range from 3.0 µM to 30.0 µM under the 
optimum conditions above. 
 

 Control experiments were carried out under the optimum conditions using bare 

SPCEs and AuNPs-SPCEs but without enzyme as reported in Section 5.2.3. No 

analytical signal was obtained, that is to say, the inhibition response registered after 

the addition of the substrate is only related to vanadium concentration. Therefore, 

vanadium can be determined by its inhibitory effect on the response of ALP to p-

nitrophenyl phosphate. Figure 5.7 inset figure show the amperometric signals of the 

substrate addition and vanadium additions 1 to 10 under optimal conditions, and a 

calibration curve for V( V). 
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5.3.2 Study of vanadium inhibitory effect on alkaline phosphatase 

 The inhibitory effect of this metal in the enzymatic activity, when using p-

nitrophenyl phosphate as substrate, was also studied by the kinetic parameters of the 

Lineweaver-Burk plot (Vmax and Km), in absence and presence of vanadium. In 

absence of the metal, Vmax and Km apparent were 1.1 × 10−6 and 2.8 ×10−4, 

respectively. In presence of vanadium, it was observed that Vmax and Km apparent 

increased: with 3.8 µM of vanadium, Vmax = 2.1 × 10−6, Km = 6.5 × 10−4, and with 

11 µM of vanadium Vmax = 2.5 ×10−6 M and Km = 9.9 ×10−4 which suggest a mixed 

inhibition [44]. Thus, the inhibitory effect of vanadium on the ALP/p-NPP reaction 

has been confirmed for the higher affinity of ALP for p-NPP in the absence of this 

metal. 

 
Table 5.3. Michaelis-Menten apparent constant Km app. under the same conditions 
as in figure 5.7, with and without V(V) at two different concentrations in cell. 
 

  Slope Intercept     

[V(V)] Km/Vm 1/Vm Vm Km app. 

Without V(V) 251.2 903271 1.1 × 10-6 2.8 × 10-6 

3.8 × 10-6 M 309.8 477675 2.1 × 10-6 6.5 × 10-6 

1.11 × 10-5 M 392.7 396862 2.5 × 10-6 9.9 × 10-6 

 

According to table 5.3 results, Km increases with the presence of the inhibitor 

metal, and Vm increases a little bit; based on this and figure 5.8 it may resemble a 

mixed inhibition.  
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Figure 5.8. Lineweaver-Burk graphic to determine inhibition by vanadium over ALP 
enzyme with p-NPP as a substrate under optimum conditions as in figure 5.7. 
 

 

 Also it was study the inhibition effect of ALP under different ionic strength, 

as it can be seen in figure 5.9, and the Km apparent were calculated. As ionic 

strength increases, the slope also increases. It has the same behavior than figure 5.8, 

where Km app is higher for higher ionic strength. 
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Figure 5.9. Lineweaver-Burk graphics at different ionic strenght to determine 
inhibition over alkaline phophatase enzyme with p-NPP as a substrate, and [V] = 3,8 
× 10-6 M  under optimum conditions as in figure 5.7. 
  

5.3.3 Validation parameters 

5.3.3.1 Limit of detection 

 The detection of vanadium through the inhibition of ALP/p-NPP reaction 

(calibration range from 0.8 µM to 30.0 µM) has resulted more sensitive than the 

reported one, based on the inhibition of ALP/5-RFP (calibration range from 1.8 µM 

to 15.0 µM) [15]. In this way, the limit of detection based on the standard deviation 

(Sy/x) of the responses for the blank injection in triplicate and the slope of the 

calibration curve was 0.39 ± 0.07 µM, one order lower than the previously one 

reported [20]. 
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Table 5.4. Limits of detection and quatification for alkaline phosphatase biosensor 
for vanadium calculated at optimum conditions as in figure 5.7. 
 
Replicates Slope Intercept Error R2 LOD  LOQ 

 

A / M A Sy/x 

 

M, 3 σ  M, 10 σ 

1 1.390 × 10-1 5.5 × 10-8 1.8 × 10-8 0.988 3.9 × 10-7 1.3 × 10-6 

2 1.593 × 10-1 8.5 × 10-8 2.5 × 10-8 0.990 4.7 × 10-7 1.6 × 10-6 

3 1.390 × 10-1 3.6 × 10-8 1.6 × 10-8 0.992 3.4 × 10-7 1.2 × 10-6 

Media 1.458 × 10-1    3.9 × 10-7 1.3 × 10-6 

Std. Dev 0.0017      

RSD % 8.0 %      

 

  

  

  

 

5.3.3.2 Precision, replicability and reproducibility 

 Precision of the developed procedure was studied in terms of repeatability 

(intra-biosensor) and reproducibility (inter-biosensors). Both figures of merit have 

been determined as the relative standard deviation (RSD) of the slopes of four 

calibration curves built under the optimum conditions of the experimental variables. 

Values of 7.6 % and 8.1 % (n = 3) were obtained for repeatability and 

reproducibility, respectively. 
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Table 5.5. Repeatability study using three calibration curves using the same 
electrodes of ALP biosensor with p-NPP as a substrate. 
 

Replicate Slope Intercept Error R2 

  A / M  A Sy/x   

1 1.066 × 10-2 3.1 × 10-8 4.0  × 10-9 0.983 

2 1.074 × 10-2 2.9  × 10-8 5.5 × 10-9 0.993 

3 1.217 × 10-2 5.2  × 10-9 4.8 × 10-10 0.994 

Media 1.119 × 10-2 

   Std. Dev. 8.5 × 10-4 

   RSD 7.6 %       

 

 

 

 

Table 5. 6. Parameters of three calibrations with different electrodes to study the 
reproducibility of the ALP biosensor with p-NPP as a substrate. 
 

Replicates Slope Intercept Error R2 

 

A / M A Sy/x 

 1 1.772 × 10-2 5.7 × 10-8 7.9 × 10-9 0.994 

2 2.074 × 10-2 4.9 × 10-8 8.0 × 10-9 0.996 

3 2.000 × 10-2 1.7 × 10-7 1.2 × 10-8 0.987 

Media 1.949 × 10-2 

   Std. Dev. 0.0016 

   RSD  8.1 % 
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5.3.3.3 Accuracy and trueness 

 The performance of the developed procedure was checked by its accuracy 

and trueness. The accuracy of the proposed method was evaluated by means of the 

analysis of a vanadium certified sample (High Purity Standards(R) Vanadium 

Standard solution with a Certificate of Analysis confirmed against SRM 3165, lot 

992706, certified value (1000 ± 5) mg L−1). The vanadium mean concentration 

quantified, 1025 ± 37 mg L−1 (n = 45; α = 0.05) matches the certified value of the 

sample, also recovery of this standard in tap water gives a result of (984 ± 36) mg 

L−1  (n = 5, α = 0.05 and RSD 3.6 %). The method also showed a satisfactory value 

for trueness, evaluated by recovery studies, since the added vanadium concentration 

values (7.33 µM) were in good agreement with the found concentration value of 7.53 

± 0.23 µM (n = 4, α = 0.05). The average recovery for this analysis was 102.7 ± 3.2 

% with a RSD of 3.1 %. Therefore, the proposed method is both accurate and 

suitable for the analysis of vanadium. 

 
Table 5. 7. Recovery study for blanks spiked with V(V) standard reference material 
SRM 3165, lot 992706, certified value (1000 ± 5) mg L−1) under optimun conditions 
as figure 5.7. 
 

 
 
  

Replicate [V] added [V] found Recovery Slope Intercept Error R2 

 
M M % A / M A Sy/x 

 
1 7.33 × 10-6 7.59 × 10-6 103.5 0.02922 7.8 × 10-8 1.2 × 10-8 0.992 

2 7.33 × 10-6 7.23 × 10-6 98.6 0.02000 9.5 × 10-8 7.6 × 10-9 0.996 

3 7.33 × 10-6 7.52 × 10-6 102.5 0.01772 5.7 × 10-8 7.9 × 10-9 0.994 

4 7.33 × 10-6 7.79 × 10-6 106.3 0.02859 6.5 × 10-8 1.3 × 10-8 0.987 

Media  7.53 × 10-6 102.7     

Std. Dev.  2.3× 10-7 3.2     

RSD %  3.1 3.1     
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Table 5.8. Recovery study for water spiked with V(V) SRM standard reference 
material SRM 3165, lot 992706, certified value (1000 ± 5) mg L−1) under optimun 
conditions as figure 5.7, (D.F. dilution factor). 
 
Tap water Added Found Recovery In cell D.F. D.F.  D.F.  

spiked, M [V], M [V], M [V], mg/L  [V],mg/L  1/0.6 100/10 100/10 

4.94 × 10-6 2.68 × 10-6 2.26 × 10-6 1.15 × 10-1 6.04 10.068 100.68 1006.8 

5.00 × 10-6 2.68 × 10-6 2.31 × 10-6 1.18 × 10-1 6,19 10.324 103.24 1032.4 

4.74 × 10-6 2.37 × 10-6 2.37 × 10-6 1.21 × 10-1 6,34 10.567 105.67 1056.7 

4.37 × 10-6 2.20 × 10-6 2.17 × 10-6 1.11 × 10-1 5.82 9.695 96.95 969.5 

4.20 × 10-6 1.82 × 10-6 2.37 × 10-6 1.21 × 10-1 6.34 10.575 105.75 1057.5 

      

Media 1025 

      

Std. Dev.  37 

      

RSD %  3.6 

 

5.3.3.4 Vanadium determination in water samples 

 Finally, the developed procedure was applied to the determination of 

vanadium in spiked tap water samples (1.96 µM), by standard addition methodology 

in quadruplicate. The concentration of vanadium found was 1.99 ± 0.23 µM (n = 4, α 

= 0.05, RSD = 6.8%), with an average recovery of 101%. 

5.4. Study of interference cations 

 The possible interference from other metals, such as Ca(II), Sn(II), Al(III), 

Fe(III), Cr(III), As(V), Mo(VI) and W(VI), has been studied. Their effect was 

analyzed by measuring the inhibition current after consecutive additions of several 

solutions of each metal. It was observed that Al(III), As(V), Fe(III) and Sn(II) have a 

null influence on the vanadium chronoamperometric response. However, Cr(III), 

Mo(VI) and W(VI) present a higher inhibition current, so these metals must be taken 

into account in the analysis of vanadium. 
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Figure 5.10. Inhibition current % of several elements compared with inhibition of 
vanadium(V). 
 

5.5 Conclusions 

The use of ALP based biosensors using AuNPs/SPCEs allows the selective 

chronoamperometric determination of vanadium, and offer better figures of merit 

compared with the described in section 4, [20] using riboflavin 5-monophosphate, 

lower limit of detection, wider linear range, but the same interferences, W(VI) and 

Mo(VI), which are the most significant at µM levels.  

The effect of vanadium in the ALP/p-NPP reaction results in a mixed 

inhibition, which allows the quantification of vanadium in tap water.  

The developed procedure has shown a LOD of 0.39 ± 0.06 µM, ten times 

lower than previously reported in section 4.3.2. The repeatability has a RSD = 7.6% 

(n=3) and reproducibility of 8.1% (n=3). 

Accuracy and trueness values obtained with spiked water samples with CRM 

V(V) standard certified value (1000 ± 5 mg L-1 ) recovery 1025 ± 37 mg L-1; blanks 

spiked with the same standard recovery 102.7 % with a RSD = 3.1 %.  
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 The interferences study showed that Cr(III), Mo(VI) and W(VI) are major 

interferences if they are present in the water samples at  10-6 M to 10-4 M. 
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6. Chronoamperometric Screen Printed Biosensor 
Based On Alkaline Phosphatase Inhibition For W(VI) 

Determination In Water, Using 2-Phospho- 
L-Ascorbic Acid Trisodium Salt As A Substrate 



 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Chronoamperometric screen printed biosensor based on alkaline phosphatase inhibition for 
W(VI) determination in water, using 2-phospho-L-ascorbic acid  
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 El tungsteno aunque se ha considerado como no tóxico, en el capítulo 3 se han 

descrito las posibles efectos sobre la salud de los humanos y su posible efecto tóxico 

en plantas y animales. Por eso la importancia de determinar su contenido en aguas de 

consumo humano. 

En esta sección  se presenta un dispositivo para determinar la concentración 

de W(VI) presente en muestras de agua, con la ventaja de trabajar a muy bajo 

potencial, utilizando la misma enzima ALP como en las secciones anteriores pero 

con un sustrato que le permite cuantificar el metal debido a la inhibición de la 

actividad enzimática por la presencia del tungsteno. (Secciones 6.2. y 6.3) Se 

utilizaron al igual que en casos anteriores como base SPCEs modificados con 

AuNPs, y ALP, y utilizando el 2-fosfo-L-ascorbato de sodio como sustrato. Este 

biosensor presenta buena sensibilidad, los parámetros de mérito demuestran un buen 

desempeño del dispositivo en muestras de agua de grifo. agua purificada y agua 

embotellada.  

No se ha encontrado niguna publicación relacionada con dispositivos que 

permitanla determinacón del tungsteno utilizando la enzima ALP. 

Este trabajo ha sido presentado como poster en el XXI Congreso de la 

Sociedad Iberoamericana de electroquímica, SIBAE en La Serena, Chile entre el 7 y 

el 11 de abril de 2014 y publicado en Sensors (Basel) 15(2), 2232-2243.  
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6.1 Introduction 

 Tungsten is a metal, which occurs naturally in soils and sediments, usually in 

small concentrations ranging between 0.2 and 2.4 mg·kg−1 in the lithosphere [1–3]. 

This metal is also present in oceanic waters in trace amounts, for instance its contents 

for the Northern Atlantic and Pacific Oceans reported in the literature are 100 ng·L−1 

and 8 ng·L−1 respectively [1]. In aqueous media, WO4
2− is the dominant species, 

occurring as monomer in a pH range of 6.9 to 9.3, while polytungstate species form 

at lower pH and higher W concentration. Ions such as NH4
+ shift the pH at which 

polycondensation occurs, thus polytungstate species in ammoniacal solution are 

stable at pH values where normally only monotungstate ions would exist. On the 

other hand, W has been found with a concentration between 0.27 µM and 742 µM in 

groundwater in Carson Desert (Nevada, USA) [4]. 

 Natural processes for tungsten isolation include weathering of W-rich rocks 

and soils, dissolutions, hydrothermal and volcanic activity, atmospheric precipitation 

(wet and dry) and excretion of metabolites. Tungsten occurs in the oxidation states 

+3, +4, +5 and +6, however, oxidation state +6 represents the most stable of tungsten 

species. It has tensile strength at high temperature, a density of 19.1 g·cm−1 and the 

highest melting/boiling points among elements. These properties make tungsten 

suitable for a wide variety of uses. Tungsten-based products have been in use in a 

wide range of applications, stretching from daily household supplies to highly 

specialized components of modern science and technology [1]. 

 For a long time, tungsten was considered an insoluble metal that did not exhibit 

serious toxicological or environmental effects, and it was placed among less toxic 

elements. Nevertheless tungsten effects on environmental systems have not been 

investigated extensively in regards to its ecotoxicological effects, so published data 

are fragmentary. In fact, anthropogenic sources include a variety of industrial, 

commercial and military activities along with non-sustainable disposal practices of 

municipal, agricultural and industrial wastes. However, in spite of its extensive uses, 
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biological and biochemical effects of tungsten and tungsten compounds are not well 

known [1, 5]. 

 For instance, it has been reported recently that tungsten as a trace element is 

toxic to people and animals, such as 5 µg·kg−1 of tungsten led to the death of animal 

embryos [2, 6, 7]. Other studies have shown that dissolution of metallic tungsten 

particles may cause adverse environmental effects such as soil acidification as well 

as direct and indirect toxic effects in plants, soil microorganisms and invertebrates. 

Therefore, it has been found necessary to re-evaluate the environmental regulations 

of tungsten, to confirm the “nontoxic” and “environmentally inert” of the metal [6, 

8]. 

 There are many techniques to analyse tungsten in environmental samples; 

mostly spectrophotometric methods such as Atomic Absorption and ICP-AES, as 

well as voltammetric and polarographic methods have been used [2, 3, 9–11]. The 

application of enzyme biosensors for determining toxic compounds is a dynamic 

promising research trend, because the associated analytical systems are simple, rapid 

and selective for amperometric, potentiometric or conductimetric techniques. They 

function by combining an electrochemical process with the activity of an 

immobilized enzyme. The selected enzyme must provide selectivity through its 

biological affinity for a particular substrate, usually of biological origin. These type 

of biosensors constitute one of the most widespread, numerous and successfully 

commercialized devices in biomolecular electronics since their inception, which 

implied the development of a novel field in analytical biotechnology [12, 13]. 

 The enzyme immobilization on the electrode surface is a critical step that 

defines an enzyme electrode’s effectiveness. Different chemical, biochemical and 

physical factors such as the chemical cross-linking with glutaraldehyde, other 

functional antigen–antibody agent interactions, as well as the magnetic interactions, 

entrapment or encapsulation within polymers and the formation of paste materials, 

are generally used to immobilize the enzyme on the electrode surface [9, 13]. 
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 Alkaline phosphatase has been used to analyse some heavy metals, such as 

vanadium and molybdenum through these techniques. Metals such as vanadium and 

tungsten exert inhibitory effects on the enzyme alkaline phosphatase (ALP). For 

instance, in 1974, Van Etten, [14] demonstrated the influence of vanadate, molybdate 

and tungstate on phosphohydrolases such as acid phosphatases which are relatively 

nonspecific enzymes that catalyze the hydrolysis of several alkyl and aryl phosphate 

esters at pH values between 4 and 6. Our research group recently reported promising 

results using two different biosensors with this enzyme for vanadium detection at 

trace levels in water [15, 16], studying modification of electrode surfaces with gold 

nanoparticles in order to provide a micro-environment similar to native systems of 

redox proteins and allowing these molecules more freedom in orientation, thereby 

reducing the insulating effect of the protein shell towards direct electron transfer 

through gold nanocrystal conducting tunnels [17–19]. 

 Thereby, we report in this paper the development of a new methodology to 

determine tungsten in water at low µM concentrations using a biosensor with a 

disposable screen printed carbon electrode (SPCE) modified with gold nanoparticles, 

using the enzyme alkaline phosphatase immobilized over the working electrode and 

2-phospho-L-ascorbic acid trisodium salt as substrate. 
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6.2 Experimental Section 

6.2.1. Chemical Reagents 

 Several inks were used in the fabrication of the screen printed carbon 

electrodes (SPCEs), namely Electrodag PF-407 A (carbon ink), Electrodag 6037 SS 

(silver/silver chloride ink) and Electrodag 452 SS (dielectric ink), all supplied by 

Acheson Colloiden (Scheemda, The Netherlands). Analytical grade chemicals with 

no further purification were used. All solutions were prepared in ultrapure water, 

conductivity of 0.05 µS/cm (Gen-Pure TKA, Niederelbert, Germany). 

 Hydrogen tetrachloroaurate (III) trihydrate (HAuCl4), alkaline phosphatase 

(ALP), bovine serum albumine (BSA) and glutaraldehyde (GA) were obtained from 

Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). 

 As a substrate 2-phospho-L-ascorbic acid trisodium salt was acquired from 

Sigma Aldrich (Steinheim, Germany). Ammonium tungstate CertiPUR traceable to 

SRM from NIST (Merck, Darmstadt, Germany) was used as stock solution of 

tungsten.  

 Tungsten standard solutions 10 mg L-1 were prepared daily from a stock 

solution 100 mg L-1, and stored at 4 ° C when not in use, by using ammonium 

tungstate CertiPUR traceable to NIST (Merck, Darmstadt, Germany) SRM.  

Tungsten metal purity 99.99%, (in 2% v/v HNO3) certified value 1000 ± 4 mg L-1 

(High-Purity Standards, CRM traceable to NIST SRM against 3163, lot 080331, 

U.S.) was used to spike water samples for a recovery study. 

 Tris (hydroxymethyl) aminomethane (Aldrich Chemical Co., Buchs, 

Switzerland) 28 mM buffer was used together with 19 mM of MgCl2 (Merck) and 

0.36 M total Cl− (Merck) as supporting electrolyte. HCl 0.1 mM (Merck) was used to 

adjust the pH value. 
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6.2.2 Apparatus 

 Screen Printed Carbon Electrodes (SPCEs) were produced on a DEK 248 

printing machine (DEK, Weymouth, UK) using polyester screens with appropriate 

stencil designs. Electrochemical measurements were made with an Autolab 128N 

electrochemical system with GPES software (Echo Chemie, Utrecht, The 

Netherlands). The pH measurements were performed using a Mettler-Toledo 

pHmeter S47-K (Columbus, OH, USA) 

 Home-made SPCEs were used in the determination of tungsten. For the 

construction of the SPCEs, successive layers of different inks were printed onto a 

polyester strip substrate following the printing procedure described in previous 

works [19]. 

6.2.3 Preparation of Modified SCPEs Biosensor 

 The working electrode was electrochemically modified by gold nanoparticles 

(AuNPs), using a 0.1 mM solution of HAuCl4 in 0.5 mM H2SO4. The deposition was 

performed by applying a potential of + 0.18 V vs. Ag/AgCl during 15 s under stirring 

conditions [17,19–21]. The biologically sensitive layer of the biosensor was formed 

by cross-linking the enzyme alkaline phosphatase on the surface of the AuNPs-

modified SPCEs, by dropping 10 µL of a 2:1:2 mixture of 0.6% of enzyme solution, 

1.75% (w/v) of BSA solution and 2.5% (w/v) of GA solution onto the surface of a 

screen-printed working electrode. Volume and concentration of ALP, GA and BSA 

were optimized to obtain the maximum analytical response for the inhibition of the 

enzyme with W(VI) [15, 22]. Finally, the mixture was left to react at 4 °C during one 

hour and the ALP-AuNPs-SPCEs were stored at 4 °C. Under these storage 

conditions the developed biosensor showed good stability for at least one week. 

6.2.4 Optimization of Experimental Conditions 

 In order to obtain a sensitive analytical signal, a 23 central composite design 

was carried out considering three important factors: pH, Cl− and substrate 
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concentrations [23]. A group of 17 experiments were performed at different pH, Cl− 

and substrate concentrations according to the design, and the best conditions 

obtained from an estimated surface. Another experiment was carried out to optimize 

the working potential. Considering that high potentials are not selective and lead to 

more oxidized species, it was applied a potential as low as possible, varying it from + 

1.0 V to + 0.1 V and comparing their calibration slopes. 

6.2.5 Tungsten Chronoamperometric Determination Procedure 

 The ALP/SPCEs biosensors were placed in the electrochemical cell containing 

5 mL of Tris-HCl buffer solution, pH 8. An adequate potential was applied and, once 

a steady-state current was set, a defined amount of 2-phospho-L-ascorbic acid 

trisodium salt 10 mM stock solutions was added to the measuring cell. A large 

anodic current was observed due to the addition of 2-phospho-L-ascorbic acid 

trisodium salt. Then, once a plateau corresponding to the steady-state response was 

reached again, 50 µL aliquots of the tungsten stock solution were added 

consecutively. The addition of each aliquot resulted in a current decrease 

proportional to the amount of the metal added. Enzyme electrodes were conditioned 

in a buffer solution for 5 min between each calibration setting. 

6.2.6 Validation 

 Several calibration curves with the same and different electrodes were used to 

evaluate the figures of merit. To establish the accuracy, reliability, and 

reproducibility of the collected data, all tests were recorded in triplicate and only 

average values are reported. Blank tests were run in parallel. All the lab ware used in 

the study was previously soaked in Alconox, rinsed with distilled water, and finally 

with ultrapure water from TKA and allowed to dry at room temperature. 

6.3 Results and Discussion 

 To develop the alkaline phosphatase biosensor, initially two substrates were 

used, p-nitrophenyl phosphate, and 2-phospho-L-ascorbic acid trisodium salt, 
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because in previous papers we reported its use to determine V(V) and As(V) [15, 

24]. Based on different experimental results, we decided to work with 2-phospho-L-

ascorbic acid trisodium salt, which had been tested only with acid phosphatase, but 

not with the alkaline enzyme. To the best of authors’ knowledge, the determination 

of tungsten using biosensors based on the inhibitory effect of this metal over ALP 

have not been described up to now. The alkaline phosphatase ALP biosensor is based 

on the following reaction: 

            ALP 
𝑅 − 𝑃𝑂3

2− + 𝐻2𝑂↔𝑅 − 𝐻 + 𝐻𝑃𝑂4
2− 

 

where R-PO3
2− is the organic phosphate substrate and HPO4

2− the 

monohydrophosphate. When p-nitrophenyl phosphate is used as substrate, the 

product RH is p-nitrophenol and when 2-phospho-L-ascorbic acid is used as 

substrate, the product R-H is L-ascorbic acid. Therefore, in the presence of alkaline 

phosphatase, the reaction induces to a change in the pH and in conductivity [25]. 

 It is well-known that chronoamperometric measurements are influenced by 

different factors such as pH of the medium, the applied potential, the substrate 

concentration, and also ionic strength among others, depending on the studied 

system.  
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Figure 6.1. 2-phospho-L-ascorbic acid trisodium salt reaction with ALP biosensor, 
giving as products disodium phosphate and 2-phospho-L-ascorbic acid monosodium 
salt. 
 

6.3.1 Optimizing conditions 

 Based on the optimization process to obtain the best current signals, described 

in section 6.2.6, the optimized parameters are summarized in figure 6.2 and Table 

6.1, which were used in tungsten determination: supporting electrolyte pH 8.0, 

working potential of + 0.20 V vs. Ag/AgCl, a substrate concentration of 0.32 mM 

and Cl− concentration of 0.36 M. Easily quantifiable chronoamperometric signals are 

registered under these optimized conditions for tungsten. 

+"H2O"
+"

"+" +"
AkP Working SPCE Nps Au 

Modified SCPE 
electrode 

2-phospho-L-ascorbic acid trisodium salt 
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Figure 6. 2. Contours of estimated response surface for ALP and  
2-PLAs at [Cl−] = 0.25 M. The central green point in the center of the circle is 
considered the optimum values for experimental variables: pH 8.0 Tris HCl buffer, 
2-PLAs trisodium salt  0.32 mM, [Cl−] = 0.36 M. 

 
 
Table 6. 1 Values corresponding to high (+) and low (–) levels for each factor, used 
to optimize experimental conditions for tungsten detection. 
 

Conditions	 Low Level	 High Level	

  

Optimum	

pH supporting electrolite 
 6.3 9.7 8.0 

Substrate concentration 
 0.036 m M 0.38 m M 0.32 m M 

Ionic strength 
 

0.10 M 0.50 M 0.36 M 

Working potential + 0.1 V vs.  
Ag/AgCl 

+ 1.0 V vs.  
Ag/AgCl 0.20 V 

  

 Once the conditions were set up, we compared calibration curve slopes at 

various applied potentials and as it can be seen in figure 6.3, as lower the applied 

potential, higher the slopes, so the sensitivity of the biosensor. Thus, + 0.20 V was 

the best potential choose for the experiments.  
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 To analyse the signals with the immobilized enzyme, control experiments were 

carried out under the optimum conditions using bare SPCEs and AuNPs-SPCEs but 

without the enzyme. No analytical signal was obtained; hence the inhibition response 

registered after the addition of the substrate is only related to tungsten concentration.  

 

 

Figure 6.3. Slope variation with applied potential, from different calibration curves 
for W(VI), at pH = 8.0, [Cl-] =  0.36 M and [substrate] = 0.32 mM. 

	

 

 Consequently, tungsten can be determined by its inhibitory effect on the 

response of ALP to 2-PLAs, by calibration curves using different substrate 

concentration in cell as it is shown in Figure 6.4. 
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Figure 6.4. Calibration for W(VI) at different supporting electrolite pH, it was 
chosen the highest slope at pH = 8.0 and Eap = + 0.20 V vs. Ag/AgCl and [substrate] 
= 0.32 mM. 
 

 To evaluate the optimized pH, as it can be seen in figure 6.4, they were run 

several calibrations at different pH values, the highest slope was obtained at pH 8.0, 

so this was chosen as working pH.  

 To prove the best conditions, different substrate adittions were added to 

compare the sensitivity of the biosensor. Figure 6.5 shows slopes of calibration 

curves, being the best at lower concentration, adittion of 100 uL of 2-PLAs 10 mM, 

the quantity chosen. 
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Figure 6.5. Calibrations for W(VI) with different volumes added of 2-PLAs 10,0 
mM as a substrate, pH= 8.0 and Eap = + 0.20 V and [Cl-] = 0.36 M. 
 
 Once all the experimental conditions were proved, a chronoamperogram was 

obtained for ALP biosensor, as it is shown in figure 6.6. A base line represents the 

current of the Tris HCl buffer signal, the first current step is due to substrate 

addition, and the rest, 1 to 12, resembles consecutive additions of aliquots of W(VI) 

standard. The inset figure is the calibration curve of this chronoamperogram, 

experimental conditions are indicated in the graph.  
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Figure 6.6. Chronoamperogram registered using an ALP-based biosensor under the 
optimum conditions (applied potential, + 0.20 V vs. Ag/AgCl SPCE; supporting 
electrolyte pH 8.0 (Tris HCl buffer, 0.36 M total Cl−) and 2-PLAs 0.32 mM, in the 
W(VI) concentration range from 3.0 µM to 30.0µM. Inset figure, a calibration curve 
for twelve aliquot W(VI) additions under optimum conditions. 

 
.   

6.3.2 Inhibitory Effect of W(VI) Over the ALP Enzyme 

 The inhibitory effect of W in the enzymatic activity, when using 2-PLAs as a 

substrate, was studied by means of kinetic parameters of the Lineweaver-Burk plot. 

The y-intercept of this graph is equivalent to the inverse of Vmax, the x-intercept of 

the plot represents −1/Km (Km is the Michaelis–Menten constant and Vmax is the 

maximum reaction velocity). It also gives a quick, visual impression of the different 

forms of enzyme inhibition, both in absence and presence of tungsten. This study 

was performed under different ionic strength, according to values of Km and slopes, 

suggesting a mixed inhibition [26, 27]. In fact, the inhibitory effect of tungsten on 

the ALP/2-PLAs reaction was confirmed through the higher affinity of ALP for the 
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substrate in the absence of this metal. 

 As it can be seen from Table 6.2 and Figure 6.7, slopes and Km apparent 

increases directly with the concentration of W(VI) as inhibitor. In addition, Figure 

6.8 and Table 6.3 show that Km apparent increases directly with ionic strength, so it 

was decided to use ionic strength of 0.36 M KCl, because the change in current when 

adding the substrate was higher at this concentration.  

 

Figure 6.7. Lineweaver-Burk double reciprocal plot in presence and absence of 
W(VI) as inhibitor. 
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Table 6. 2. Michaelis-Menten apparent constant 
values at different W(VI) concentration. 

 
Conditions Slope 

 W(VI) M Km/Vm Km 

0 228.37 8.4 × 10-4 

3.08 × 10-6 281.96 1.8 × 10-3 

4.08 × 10-6 534.52 2.0 × 10-3 

 
 
 

 
. 

. 
Tabla 6. 3 Michaelis-Menten apparent constant values at  
different KCl concentration 

 

Conditions 
[W(VI)] Slope 

Km 
M Km/Vm 

0.10 M KCl 0 387.47 4.3 × 10-4 

0.10 M KCl 1,1 × 10-6 278.19 7.5 × 10-4 

0.25 M KCl 1,1 × 10-6 412.65 1.7 × 10-3 

0.50 M KCl 1,1 × 10-6 607.95 3.5 × 10-3 
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Figure 6. 8. Lineweaver-Burk double reciprocal plot in presence of W(VI) as 
inhibitor and at different ionic strength, pH = 8.0, Eap = + 0.20 V vs Ag/AgCl,  
 

6.3.3 Characterization of ALP Biosensor Performance 

 To characterize an analytical method, it is important to establish its figures of 

merit, such as precision in terms of reproducibility and repeatability. The first one 

was calculated taking into account calibration curves registered using different 

biosensors (inter-biosensors), and the second one with one single biosensor (intra-

biosensor). In this way, several calibration curves were performed in the range of 

concentration from 0.6 µM to 10 µM at optimum conditions of the experimental 

variables. Both figures of merit were calculated by the relative standard deviation 

(RSD) of the slopes from different calibration curves. The reproducibility associated 

to slopes of these calibration curves in terms of RSD was 5.2 % (n = 3). 

Determination of the repeatability was performed similarly using a single ALP based 

SPCE, which kept 83% of its initial sensibility after the third calibration curve, 

obtaining a value of 6.4 % (n = 3) in terms of RSD.  
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 The table 6.4 shows the validated parameters of the calibration curves 

registered using different biosensors and one biosensor respectively. 

 

 

Table 6.4. Precision parameters obtained through ordinary least square (OLS) 
regression for W(VI) using one or different ALP modified SPCEs under optimum 
conditions.  
 

  Repeatibility     Reproducibility   

Electrode Slope, A/M R2 Electrode Slope, A/M R2 

1 0.1009 0.992 2 0.07499 0.997 

1 0.1144 0.992 3 0.08516 0.995 

1 0.1058 0.992 4 0.08148 0.997 

Media 0.1070 
  

0.08054 
 

Std. Dev. 0.0068 

 
 

0.0042 
 

RSD % 6.4     5.2   

 

 

 The detection of tungsten through the inhibition of ALP/2-PLAs reaction was 

determined (calibration range from 0.60 µM to 10.0 µM). In this way, the limit of 

detection based on the standard deviation (3Sy/x/m) in triplicate of the calibration 

curve was 0.29 ± 0.01 µM, and the limit of quantification was 0.96 ± 0.03 µM. The 

performance of the developed procedure was checked by its accuracy and reliability. 
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. 
Table 6.5. Limits of detection and quantification of W(VI) with ALP biosensor 
under optimum conditions. 

Slope Intercept Error R2 LOD LOQ 

A*M-1 A Sy/x   3σ , M 10σ , M 

0.0949 8.50 × 10-8 9.4 × 10-9 0.9917 3.0 × 10-7 9.9 × 10-7 

0.2122 6.18 × 10-8 2.0 × 10-8 0.9937 2.9 × 10-7 9.5 × 10-7 

0.1340 2.34 × 10-8 1.3 × 10-8 0.9985 2.8 × 10-7 9.4 × 10-7 

   

Media 2.9 × 10-7 9.6 × 10-7 

   

Std. Dev. 8.1 × 10-9 2.7 × 10-8 

   

RSD % 2.8 2.8 

 

 

 The accuracy of the proposed method was evaluated by means of the analysis 

of a tungsten certified sample (High Purity Standards SRM, 1000 ± 4 mg L−1 of 

W(VI) ), and then the biosensor was used to analyse enriched blanks with the same 

SRM, recovering 991 ± 68% with RSD = 7%. (Table  6.6). 

 Finally, the developed procedure was applied to the determination of tungsten 

spiked tap water enriched with High-Purity Standards traceable to NIST-SRM 3163, 

with an average recovery of (101.3 %, RSD = 8.6 %). Other samples such as purified 

laboratory water from a TKA System and bottled drinking water, were also enriched 

with the SRM standard, and the obtained recoveries were 99.1 % ± 2.9 % and 99.1% 

± 5.2% respectively (n = 4). 
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Table  6. 6. Evaluation of accuracy by analyzing a SRM High Purity Standard traceable 
to NIST- SRM 3163 (1000 ± 4 mg L-1 of W(VI)) in spiked blanks under optimum 
conditions. 
[W(VI)] M [W(VI)] M [W(VI)] [W(VI)] mg/L [W(VI)] mg/L [W(VI)] mg/L 

Added Founded  mg/L D.F. 25/1 D.F. 100/10 D.F. 100/10 

 

2.16 × 10-6 0.398 10.2 102.4 1024 

2.11 × 10-6 2.15 × 10-6 0.396 10.2 102.0 1020 

 

2.18 × 10-6 0.401 10.3 103.2 1032 

 

1.88 × 10-6 0.346 8.90 890 890 

    

Media 991 

    

Std.Dev. 68 

    

RSD % 7 

 

 

Table 6.7 Recovery of spiked tap water samples with ALP biosensor optimum 
conditions. 
 

Found  in 

Spiked water Water blank [W] in water [W] added Recovery 

[W] M [W] M M  M % 

1.52 × 10-6 5.38 × 10-7 9.85 × 10-7 1.03 × 10-6 95.3 

1.61 × 10-6 6.22 × 10-7 9.90 × 10-7 1.03 × 10-6 95.7 

1.60 × 10-6 5.58 × 10-7 1.04 × 10-6 1.03 × 10-6 100.3 

1.93 × 10-6 7.50 × 10-7 1.18 × 10-6 1.03 × 10-6 113.8 

   

Media 101.3 

   

Std. Dev 8.6 

   

RSD %  8.5 
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6.4 Interferences 

 We also studied the effect of different cations at four different concentrations 

(1.0 µM, 10 µM, 0.1 mM and 1 mM) on the inhibition current of ALP under 

biosensor-optimized conditions. Their effect was analysed by measuring the 

inhibition current after consecutive additions of standard solutions of each metal. 

Figure 6.9 shows that at µM level, W(VI) produces the highest inhibition current 

compared to other cations at the same concentration. Nevertheless, Figure 6.10 

represents the inhibition of possible interferences, could be present in natural waters 

such as Ca(II), Al(III), Mg(II) and Fe(III), but also other metals as Se(IV), As(V) and 

Sn(II). These elements and Fe(III) are major interferences at concentrations higher 

than 1.0 µM, however if they are presenting water at higher concentrations than 

W(VI), they must be considered in the analysis of tungsten. That is a limiting aspect 

of this method but we can say that in some cases, many potential interfering cations 

tend not to exist in many real samples, only Fe(III) should be a problem. In cases 

where there could be treated with a sample previously precipitant, for example in a 

basic medium, while other cations are as hydroxides, the W would be as a tungstate. 

That is to use chemical means of precipitation and complexation to eliminate or 

decrease the concentration of such interferences. We can say that in view of the good 

results obtained in spiked real water samples, these interferences does not seem to be 

a problem. 
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Figure 6.9. Current inhibition % from several cations at 10−6 M, for ALP biosensor 
Tris HCl buffer pH 8.0, 0.36 M KCl; 0.20 V; 0.32 mM; 2-P-L-Asc as a substrate. 
 

 

Figure 6. 10.	Current inhibition % from several cations at different concentrations, 
for ALP biosensor, Tris HCl buffer pH 8.0, 0.36 M KCl, Eap = + 0.20 V vs. 
Ag/AgCl, 0.32 mM 2-PLAs as a substrate. 
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6.5 Conclusions 
 
 The use of ALP based biosensors using AuNPs/SPCEs with 2-PLAsc allows 

the selective chronoamperometric determination of tungsten. This developed 

biosensor offers feasibility of use and rapid preparation, low cost and good 

performance. The figures of merit of the biosensor are adequate to determine 

tungsten, with a low limit of detection, linear range between 0.6 µM and 10 µM, and 

repeatability and reproducibility lower than 10%. There are few interferences at a 

low concentration of 1.0 µM, nevertheless metals such as Se(IV), As(V), Sn(II), 

Al(III), and Fe(III) at other concentrations must be taken into consideration in the 

analysis of tungsten. The effect of tungsten in the ALP/2-PLAs reaction results in a 

mixed inhibition, which allows the quantitation of tungsten in tap water. The 

developed procedure shows a limit of detection of (0.29 ± 0.01) µM, and quantitation 

limit of (0.96 ± 0.03) µM. The reproducibility and repeatability values of RSD for 

the slopes of several calibrations are lower than 10%. The proposed method can be 

applicable to different water samples. 
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Como se indica en la sección anterior se hace necesario determinar el 

contenido de metales poco comunes en diferentes tipos de aguas, naturales, potables, 

embotelladas etc. con el fin de determinar si se alcanzan niveles tóxicos para la salud 

o el medio ambiente. 

Este apartado describe la preparación y optimización de otro dispositivo 

desechable, basado en los SPCEs con la diferencia de que tiene un mediador 

electroquímico que permite detectar y cuantificar tungsteno en aguas. (Secciones 7.2. 

y 7.3).  Se utilizaron como base los SPCEs con un mediador redox incorporado en el 

electrodo de trabajo, el tetratiofulvaleno TTF, además se modificaron dichos SPCEs 

con AuNPs, MWCNT y SAMs. Se inmovilizó la enzima lacasa con BSA y GA, 

sobre el electrodo modificado y se determinó amperométricamente su actividad e 

inhibición, utilizando el catecol como sustrato. Se compararon los resultados de 

repetibilidad, reproducibilidad y límite de detección y cuantificación entre los tipos 

de electrodos modificados y se escogió el mejor dispositivo, LAC/AuNPs/SPCTTFEs 

para evaluar su desempeño en muestras de agua. 

En la literarura no se encuentra descrito  hasta el momento ningún dispositivo 

de estas características que permita dicha determinación utilizando la enzima lacasa. 

 

Este trabajo está en proceso de publicación, y se presentó como poster en la 

4th. Conference of Bio-Sensing and Technology, en Lisboa entre el 10 y el 13 de  

mayo de 2015. 
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7.1 Introduction 

 Tungsten is a transition metal, found along with chromium, molybdenum and 

seaborgium, in Group VIB of the periodic system [1]. It is a valuable metal because 

of its great strength at high temperatures and its high electric and heat conductivity.  

Tungsten and its alloys have been used for many years in a wide range of 

applications from daily household necessities to highly specialized components of 

modern science and technology, such as heating elements for furnaces, filaments for 

electric lamps, spacecraft shielding, drill tips, edging of cutting tools, medical 

equipment and small bore ammunition [1]. 

 Tungsten in its metal form is not present in nature; rather, the tungstate anion 

persists and is thermodynamically stable under most environmental conditions. 

Polymerization of tungstate with itself and other common oxyanions (e.g. molybdate, 

phosphate, and silicate) can create a variety of polymer species [2]. 

 Tungsten’s release into environmental systems may occur as a result of natural 

or anthropogenic activities [3]. Natural deposits of tungsten ore can release soluble 

and mobile tungstate into groundwater.  Additionally, there is increasing interest in 

some anthropogenic uses of tungsten, which could become sources in the 

environment, including industrial, civilian recreational, and military applications [1, 

3-6]. 

 Although there have been several studies of the behavior and effects of 

tungsten in laboratory animals, little attention has been given to the problem of 

developing a biologically realistic model of the kinetics of tungsten in the human 

body [7]. Some tungsten compounds, which exert adverse biological effects on 

humans and animals, had been reported, nevertheless effects of tungsten on 

environmental systems have not been investigated extensively and published data are 

fragmentary [3, 8]. 
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 In Fallon, Nevada, the childhood leukemia cluster which affected this zone, 

supposed an investigation by the United States Centers for Disease Control and 

Prevention (CDC), that revealed through urine analysis that residents were exposed 

to elevated levels of W(VI) [9]. While it is inherently difficult to directly link these 

childhood leukemia clusters to environmental exposure to elevated tungsten 

concentrations, either via inhalation or through consumption of tungsten 

contaminated drinking waters, many studies have shown that this metal can be toxic 

and may indeed be carcinogenic [7, 10]. This investigation led to a study by the U.S. 

Geological Survey of tungsten in ground waters of the Carson Desert region of 

northwest Nevada, which showed concentrations of this metal ranging from 0.27 μg 

kg-1 – 742 μg kg-1 [4, 9, 10]. 

 Several methods to determine tungsten in water and other environmental 

samples have been published; among them are spectrophotometry [11], flame atomic 

absorption spectrometry (AAS) [12], inductively coupled plasma atomic emission 

spectrometry (ICP-AES) [13], inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-

MS) [14], X-ray fluorescence (XRF) [15], spectrofluorometry [16], polarography 

[17], voltammetry [8] and amperommetry [18]. The sensitivity for tungsten by some 

of these techniques was lower than the necessary to analyze the low tungsten 

concentration present in water. 

 Among electroanalytical techniques, the chronoamperometry is getting more 

significance in the development of amperometric biosensors, based on enzyme 

immobilization onto electrode that can retain their bioactivity and is one of the main 

issues in several fields ranging from environmental analysis to clinical diagnosis 

[19]. In the specific case of laccase-based biosensors, an extensive research effort has 

been addressed to incorporate laccase on electrode surfaces by different 

immobilization strategies in order to design biosensors with a wide range of 

applications. Many references show that its retained bioactivity majorly depends on 

the chosen immobilization method [20-24]. 

Chemically modified electrodes (CMEs) represent a modern approach to 

electrodic systems. Thus a proper alteration of electrode surfaces, can acquire 
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characteristics to solve many electroanalytical problems, and may be the basis for a 

new device with better electrochemical characteristics. Since the early 2000s, the use 

of nanomaterials has improved electroanalytical properties of enzyme biosensors. 

The advantages of using these nanoscale materials such as metallic nanoparticles, 

self assembled monolayers (SAMs) or single SWCNTs and multiple wall carbon 

nanotubes MWCNTs are a better electrocatalytic capacity, increasing conductivity, 

biocompatibility and easy electron transfer between the protein and the electrode 

surface. Furthermore, the electronic properties of these materials have been used as a 

means of promoting electron transfer reactions for a wide range of biological 

molecules and species. Also they improve the immobilization of biomolecules 

retaining its bioactivity and impart resistance against surface fouling [24-32]. 

 The use of tetrathiafulvalene (TTF) as a mediator and the fact to be screen-

printed, is based in its non-solubility in water, so it can avoids risks of dissolution 

when working in aqueous solutions. Besides, it is oxidized loosing one electron at + 

0.34 V, and a second electron at + 0.78 V vs. Ag / AgCl  in acetonitrile solution [33]. 

Thus, TTF based SPCEs have been built by screen-printed of a mixture of mediator 

and carbon ink. Then gold nanoparticles have been deposited and laccase enzyme 

have been cross-linked to TTF modified SPCEs (SPCTTFEs) with glutaraldehyde 

(GA) and bovine serum albumin (BSA) to obtain a biosensor for tungsten detection 

[34-36]. Figure 7.1 represents the redox reaction of tetrathiafulvalene loosing the 

first electron, and then the second electron.  

 

 

TTF 1 TTF + TTF 2+ 

Figure 7.1 TTF redox reaction scheme [33]. 
  

The purpose of this work is to obtain a sensitive biosensor for the quantitative 

determination of W(VI), based in the inhibitor effect of this metal over the enzymatic 
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oxidation of cathecol by laccase enzyme. So far it has not published anything like in 

the literature. 

 To achieve this, several laccase SPCTTFEs based biosensors are presented; the 

effects of gold nanoparticles (AuNPs), multiwalled carbon nanotubes (MWCNT), as 

well as, the formation of self-assembly monolayers (SAMs) with two different 

mercaptans such as 1,2-ethanodithiol and 3-mercaptopropionic acid, are also 

described. 

7.2 Experimental 

7.2.1 Reagents 

Home-made screen-printed electrodes were made-up using different 

commercial inks: carbon ink (C10903P14, Gwent Electronic Materials, Torfaen, 

UK), dielectric ink (D2071120D1, Gwent Electronic Materials, Torfaen, UK), 

Ag/AgCl ink (SS Electrodag 6037, Acheson Colloiden, Scheemda, Netherlands) and 

Ag ink (Electrodag 418, Acheson Colloiden, Scheemda, Netherlands). 

 Tetrathiafulvalen TTF was acquired from Acros Organics (Geel, Belgium). 

Glutaraldehyde GA, bovine serum albumin, BSA, Rhus vernicifera laccase enzyme 

LAC, multiwall carbon nanotubes MWCNT and Nafion solution (resin 

perfluorinated 5% m/m on aliphatic alcohols of low molecular weight), were 

obtained from Sigma Chemical Co. (St.Louis, MO, USA). 1,2-ethanedithiol, 3-

mercaptopropionic acid and pyrocatechol from Fluka Analytical,  (St. Louis, MO, 

USA). 

 Phosphate salts for buffer preparation, Na2HPO4 and KH2PO4 used as 

supporting electrolite were from Merck, (Darmstadt, Alemania), NaOH and H3PO4 

to adjust pH from J.T. Baker, (Deventer, Netherlands).  

 Tungsten stock solutions 2 mg L-1 were prepared daily from a 100 mg L-1 

ammonium tungstate CertiPUR, traceable to NIST (Merck, Darmstadt, Germany) 

SRM, and stored at 4 °C when not in use. Tungsten metal purity 99.99 %, 2% v/v 



Modified Laccase-Gold Nanoparticles Tetrathiafulvalene SPCES Based  
Biosensor to Determine W(VI) in Water 

 
 

 
Ana Lorena Alvarado Gámez  193 

 

HNO3 certified value 1000 ± 4 mgL-1 (High-Purity Standards, CRM traceable to 

NIST SRM against 3163, lot 080331, USA) was used to spike water samples for a 

recovery study.   

 All chemical reagents used were analytical grade, without any further 

purification. All solutions were prepared with ultrapure water from a TKA System, 

0.05 µS / cm (Gen-Pure TKA, Niederelbert, Germany). 

7.2.2. Apparatus and software  

 A DEK 248 screen-printing machine (DEK, Weymouth, UK) was used for the 

preparation of the screen-printed transducers. 

 Cyclic voltammetric and chronoamperometric measurements were performed 

with an electrochemical potentiostat Autolab 128N with GPES software (Eco 

Chemie, Utrecht, Netherlands). 

 Buffer pH was adjusted with a Mettler-Toledo pHmeter S47-K (Columbus, 

Ohio, USA). 

7.3 Methods 

7.3.1 Home-made SPCTTFEs preparation 

 Depending of the nature and characteristics of the electrodes, they can be 

easily built by using diverse kinds of inks. In this way, the screen printed electrodic 

system based on three electrode configuration (working, reference and counter 

electrode) has been manufactured by sequential layer deposition according to 

previously described procedures [37-39]. Carbon ink and a well-mixed and 

immediately printed, carbon ink with TTF (5% w/w) were used to prepare the 

working electrodes [34-35]. 
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7.3.2 Functionalization of SPCTTFEs with gold nanoparticles (AuNPs) 

 SPCTTFEs were first modified with gold nanoparticles (AuNPs/SPCTTFEs) 

using a 0.1 mM HAuCl4 solution in 0.5 M H2SO4. The deposit was made by applying 

a potential of + 0.18 V vs. Ag / AgCl for 15 s under mechanical agitation [40]. 

7.3.3 Functionalization of AuNPs/SPCTTFEs) with MWCNT 

To modify SPCTTFEs with MWCNT, the nanotubes were dispersed in a 

nafion 0.5% solution in phosphate buffer pH 6.9 and homogenized in an ultrasonic 

bath for one hour. Then, 6 uL of the MWCNT dispersion were drop over 

AuNPs/SPCTTFEs and let to dry at room temperature at least during three hours. 

They were ready to immobilize the LAC enzyme. 

7.3.4 Functionalization of AuNPs/SPCTTFEs with self-assembled monolayers 
(SAMs) 

 SAMs were formed over AuNPs/SPCTTFEs using two different 20 mM 

mercaptans solutions: 1,2-ethanedithiol and 3-mercaptopropionic acid. AuNPs/ 

SPCTTFEs were immersed into these solutions during different periods of time: 3 h, 6 

h, 12 h and 18 h. After that, they were washed with phosphate buffer solution pH 8 

and ready to immobilize LAC enzyme as it is described in section 7.3.5. 

7.3.5 Immobilization of laccase enzyme on AuNPs/SPCTTFEs 

 Immobilization was performed by mixing proper amounts of cross-linking 

GA and BSA with LAC enzyme, to join it to carbon surface of the working 

electrode, already prepared with TTF mediator and functionalized with gold 

nanoparticles. The optimum results were achieved by dropping over different 

functionalized electrodes 10 µL of a mixture prepared by 5 µL of LAC ( 0.11 % 

w/v), 2.5 µL BSA (1.75 % w/v) and 2.5 µL GA (2.5 % w/v) onto modified 

electrodes and let to dry 120 min at 4°C. 
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Other way to prepare the biosensors LAC/MWCNT/AuNPs/SPCTTFEs  was  

dropping over the electrode a mixture of 1:1 nafion-MWCNT dispersion and LAC, 

BSA and GA, and let to dry 120 min at 4°C or until dry. Then 

LAC/AuNPs/SPCTTFEs, LAC/MWCNT/AuNPs/SPCTTFEs, and 

LAC/SAMs/AuNPs/SPCTTFEs were storage at 4°C until use. Figure 7.2 represents 

the three methods of enzyme immobilization. 

 
 

 

Figure 7. 2. Scheme of the preparation of different biosensors. 
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7.3.6 Measuring amperometric procedure 

 Amperometric measurements were carried out at room temperature, placing the 

modified electrode in a cell containing 5 mL of supporting electrolyte, pH = 6.5 with 

constant stirring, at an applied potential of + 0.35 V vs. Ag/AgCl. Once a stable 

current was obtained after the addition of substrate or corresponding samples, 

sequential additions of tungsten standard solutions, were added. 

 For different prepared biosensors, their performances were evaluated by 

determining precision, limits of detection and quantitation, accuracy, recovery of 

spiked samples and possible interferences.  Also a kinetic study was carried out. 

7.4 Results and Discussion 

 As it is well know from literature, LAC is a good oxide-reductase enzyme 

that oxidizes ortho and para phenol groups to ortho and para quinones, and reduces 

oxygen to water [41].  Laccase has not being reported for tungsten determination, but 

to analyze polyphenols. Nevertheless, previous experiments had shown that tungsten 

presents inhibition of this enzyme activity to catechol as a substrate; this fact is the 

base of the biosensor proposed in this work. 

Also it was important to prove different biosensor to obtain the best signals, 

so they were prepared based on LAC/AuNPs/SPCE and LAC/AuNPs/SPCTTFEs. 

Figure 7.3 presents two chronoamperograms; the blue plot belongs to a biosensor 

prepared by using SPCEs without TTF and the red one, using SPCTTFEs with TTF as 

a mediator. It can be notice that currents using SPCEs are higher than the biosensor 

based on SPCTTFEs, but it has much less noise. Figure 7.3 is merely ilustrative 

because both electrodes have different characteristics, so they are not comparables.  

 Since redox potential of electrochemical enzymatic process was high, TTF 

mediator was incorporated to electrode SPCE, so as to decrease the working 

potential.  
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Figure 7. 3. Chronoamperograms for two different biosensors prepared on SPCE and 
SPCTTFE  such as LAC/AuNPs/SPCE as LAC/AuNPs/SPCTTFE, at pH = 6.5 
(phosphate buffer) and E ap + 0.35 V, 0.04 mM catechol, as a substrate. 
 

 

 The figure 7.4 is a schematic representation of possible redox reactions 

between TTF in the working electrode SPCTTFEs,  laccase and the substrate cathecol. 

Also it can be notice that laccase oxidized cathecol to o-quinone and O2 reduces to 

H2O.   
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Figure 7.4. Schematic representation of possible mechanism of catechol 
electrochemical reactions at laccase based biosensor using TTF as a mediator, in the 
presence of oxygen.  
 
 
 To obtain a sensitive analytical signal, a group of experiments were carried out 

considering three important factors: applied potential (Eap), pH and catechol 

concentration, changing one at a time in a selected range, and keeping constant the 

rest of the parameters. These experiments were done with LAC/AuNPs/SPCTTFEs-

based biosensors, because they are the bases for subsequent modifications. There 

were applied potentials between + 0.10 V and + 0.50 V at a fixed pH; once a 

potential of  + 0.35 V was set, then pH was changed from 5.0 to 9.0, being the best 

between 6.0 and 7.0, so it was decided to work at pH 6.5. Different catechol 

solutions were tested ranging from 0.10 mM to 20 mM; the most stable signals were 

obtained with 0.040 mM catechol in cell. Figure 7.5 presents a typical 

chronoamperogram under the selected conditions. 

 

Catechol	

Orthoquinone	

LAC	(ox)	

LAC(red) 

O2	+	4	H+	 2H2O	

Laccase	

TTF	+(ox)	

TTF	(red)	

TTF	

+	350	mV	
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Figure 7. 5. Amperogram registered using LAC/AuNPs/SPCTTFEs based-biosensor 
under the optimum conditions (applied potential, + 0.35 V vs. Ag/AgCl; supporting 
electrolyte pH = 6.5 (phosphate buffer) and cathecol 0.04 mM. Inset: calibration 
curve corresponding to this amperogram. 

  

7.4.1 Electrodes characterization and validation 

 As it was explained in sec. 7.3.2 to 7.3.5 three different electrodic modification 

methods were applied in this research. So it was necessary to evaluate each biosensor 

by means of slopes of the calibration graphs and determining some figures of merit.  

 
 Electrodes characterization was done by estimating precision, in terms of 

repeatability and reproducibility, limit of detection and quantification, accuracy and 

sensitivity. All electrodes were characterized under the same optimized conditions 

chosen with the first modified biosensor LAC/AuNPs/SPCTTFEs. 
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 The reproducibility of the different modified electrodes prepared, was 

determined by means of relative standard deviations RSD (%), of the slopes of three 

independent calibration curves and repeatability with the slopes of three independent 

calibration curves using the same modified electrode, as it is reported in table 7.1 

LOD and LOQ were determined according to IUPAC definition [44], considering the 

LOD based on three times the standard deviation (3Sy/x) of the calibration curve 

divided by the slope of the calibration curve. LOQ is ten times the standard deviation 

(10 Sy/x) divided by the slope. All the biosensors show similar LOD and LOQ, 

between (1.1 -2.0) × 10-7 M and (3.5 - 6.7) × 10-7 M respectively, as they can be seen 

in table 7.1. 

 LAC/AuNPs/SPCTTFEs biosensors present the lowest repeatability and 

reproducibility. The rest of the modified electrodes were neither repeatable nor 

reproducible. In most of them, after two calibrations, the third was always very 

dispersed. For this reason only the best performance electrodes were validated. Table 

7.1 shows figures of merit of different biosensors prepared. 
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Table 7. 1. Precision and limits of detection and quantitation of different LAC 
biosensors modified with AuNPs, MWCNT and SAMs at different contact time.  Eap 
= + 0.35 V, phosphate buffer pH = 6.5, [catecol] = 0.04 mM; [stock solution W(VI)] 
= 2 mM, additions of 100 µL	

 

LAC based 
biosensor 

Repeatability Reproducibility Sensitivity LOD LOQ 

 RSD % RSD % A* M-1 M M 
      

LAC/ 
AuNPs/SPCTTFE 

 
3.2 

 
2.2 

 
0.2555 

 
1.8 × 10-7 

 
6.2 × 10-7 

LAC/MWCNT/ 
AuNPs/SPCTTFE 

 
36.4 

 
12.0 

 
0.2271 

 
1.6 × 10-7 

 
5.4 × 10-7 

LAC/SAMs/ 
AuNPs/SPCTTFE 

 
12.8 

 
9.8 

 
0.1861 

 
1.9 × 10-7 

 
6.5 × 10-7 

18 h     

LAC/SAMs/ 
AuNPs/SPCTTFE 

 
19.7 

 
7.9 

 
0.2143 

 
1.9 × 10-7 

 
6.5 × 10-7 

12 h     

LAC/SAMs/ 
AuNPs/SPCTTFE 

 
15.1 

 
32.4 

 
0.2222 

 
2.0 × 10-7 

 
6.6 × 10-7 

6 h    

LAC/SAMs/ 
AuNPs/SPCTTFE 

 
29.9 

 
14.3 

 
0.2342 

 
1.1 × 10-7 

 
3.5 × 10-7 

4 h    

  
 

 Taking into account the great performance of the LAC/AuNPs/SPCTTFEs, 

recovery of spiked blanks with CRM W(VI) standard (1000 ± 4 ) mgL-1 were 

evaluated obtaining 102.3 ± 6.7 %. Table 7.2 resumes the results of this recovery %.  
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Table 7. 2. Recovery of spiked blanks with W(VI) SRM standard, traceable to NIST, 
using LAC/AuNPs/SPCTTFEs biosensors at 6.5 (phosphate buffer), 0.040 mM 
catechol and E ap + 0.35 V vs. Ag/AgCl. D.F. dilution factors 50.00 mL / 2.00 mL 
and 50.00 mL / 5.00 mL. 
 
 [W(VI)] added [W(VI)] found Recovery [W(VI)] D.F. D.F. 

M M % mg L -1 50/2 50/5 

	

4.44 × 10-7 106.8 4.27 106.75 1067.5 

 

4.41 × 10-7 106.1 4.24 106.05 1060.5 

4.16 × 10-7 3.91× 10-7 94.0 3.76 93.95 939.5 

 

4.52× 10-7 108.7 4.35 108.66 108.6 

  3.99× 10-7 95.9 3.84 95.94 959.4 

Media 

	

102.3     1023 

Std. Dev. 

	

6.8     68 

RSD % 		 6.6     6.6 

 
 

7.4.2 Kinetics and laccase inhibition 

 To study kinetic behavior of laccase enzyme with catechol as a substrate, 

optimum conditions were used in presence and absence of tungsten at several 

concentrations. To build Michaelis-Menten plots, successive aliquots of substrate 

were add in the cell with or without W(VI) until a constant rate was acquire, then 

with the linear part of it, there were obtained the two reciprocal Lineweaver Burk 

plots. Once Lineweaver Burk graphs were obtained, their slopes and intercepts were 

used to calculate Michaelis-Menten apparent constants. According to table 7.3 and 

figure 7.6, slopes and Km apparent increases directly with the concentration of 

W(VI), which means that inhibitory effect of tungsten on the laccase/catechol 

reaction was confirmed through the higher affinity of the enzyme for the substrate in 

the absence of this metal. Km app increases with the concentration of the metal 

inhibitor. These results suggest competitive inhibition of the enzymatic process by 

the presence of tungsten, accordingly to figure 7.4 and table 7.3. [45, 46]. 
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Figure 7.6. Lineweaver-Burk graphics for laccase activity on catechol using 
Lac/AuNPs/ SPCTTFEs, with and without W(VI)  at pH 6.5 (phosphate buffer), 0.040 
mM catechol and   E ap = + 0.35 V vs. Ag/AgCl.  
 
 
Table 7.3. Km app and Lineweaver-Burk calibration parameters for inhibition kinetics 
of laccase on catechol enzyme using LAC/AuNPs / SPCTTFEs. 
 

 [W(VI)] Km/Vm 1/Vm Vm Km 
M (Slope) (Intercept) 

 
apparent, M 

0 19.56 62047 1.61 × 10-5 3.1 × 10-4 

     4.95 × 10-6 M 29.747 54042 1.85 × 10-5 5.5 × 10-4 

     3.06 × 10-5 M 35.888 8483.5 1.18 × 10-5 4.2 × 10-3 
 

Also it was evaluated the kinetics of the enzyme with electrodes modified with 

MWCNTS and SAMs with mercaptopropionic acid. The results obtained can be 

seen in figures 7.6 to figure 7.8 and tables 7.3 to table 7.5 respectively. 
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Figure 7.7. Lineweaver-Burk calibration parameters for inhibition kinetics of laccase 
on catechol enzyme using LAC/MWCNT/AuNPs / SPCTTFEs, at 6.5 (phosphate 
buffer), 0.040 mM catechol,  and E ap + 0.35 V vs. Ag/AgCl. 

 
 
Table 7.4. Kmapp and Lineweaver-Burk calibration parameters for inhibition kinetics 
of laccase on catechol enzyme using modified biosensor 
LAC/MWCNT/AuNPs/SPCTTFEs, with and without W (VI) at 6.5 (phosphate 
buffer), 0.040 mM catechol and E ap + 0.35 V vs. Ag/AgCl. 

 

 

 [W(VI)] Km/Vm 1/Vm Vm Km 
M (Slope) (Intercept) 

 
apparent, M 

0 26.308 21759 4.60 × 10-5 1.209 × 10-3 

     4.95 × 10-6 M 32.545 21071 4.75 × 10-5 1.545 × 10-3 
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Figure 7.8. Lineweaver-Burk plots for laccase activity over catechol using 
Lac/SAMsMCPA12hs/AuNPs/ SPCTTFEs biosensor, with and without W(VI) at 6.5 
(phosphate buffer), 0.040 mM catechol  and E ap + 0.35 V vs. Ag/AgCl. 
 
 
Table 7. 5. Km app and Lineweaver-Burk calibration parameters for inhibition 
kinetics of laccase  on catechol enzyme using LAC/SAM/AuNPs/SPCTTFEs, at three 
different contact time between 3-mercaptopropionic acid and god nanoparticles, at 
6.5 (phosphate buffer) and E ap + 0.35 V vs. Ag/AgCl. 
 

Electrode [W(VI)] Km/Vm 1/Vm Vm Km 

  M (Slope) (Intercept) V apparent, M 
3-MCPA 6h 0 35.152 16226 6.16 × 10-5 2.17 × 10-3 

 

4.9  × 10-6 M 40.968 6775.5 1.48 × 10-4 6.05 × 10-3 

3-MCPA 12 h 0 39.447 14066 7.11 × 10-5 2.80 × 10-3 

 

4.9  × 10-6 M 44.116 13147 7.61 × 10-5 3.36 × 10-3 

3-MCPA 18 h	 0	 29.974	 10720	 9.33 × 10-5	 2.80 × 10-3	

	 4.9  × 10-6 M 31.143 9537.9 1.05 × 10-4 3.27 × 10-3 

 

 We can notice that Km app increases in presence of the inhibitor, such as 

W(VI) and regressions intercept in Y axis,  for all cases. Figures 7.8 and table 7.5, 

presents Km app for  LAC/SAMsMCPA/SPCTTFEs at different times of contact with 3-
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MCPA.  Km app increases with the time of contact of 18 h, 12 h.  That suggested a 

competitive type inhibition. 

7.5 Interferences study 

 An analysis of possible effects caused by the presence of different metal ions 

was carried out by preparing standards of different cations to acquire concentrations 

in cell as 1.0 µM, 10 µM, 0.1 mM and 1 mM. Then there were calculated the current 

from the baseline to the current signals obtained, determining inhibition percentage 

of the substrate with the various metals added. Nevertheless, figure 7.9 represents the 

inhibition of possible interferences, that could be present in natural waters such as 

Fe(III), Al(III), Ca(II), Mg(II), Zn(II), Mo(VI), Cu(II), Na(I) and K(I). 

 

Figure 7. 9. Inhibition percentage of substrate current from several interferent cations 
for LAC/AuNPs/SPCTTFEs based biosensor at 6.5 (phosphate buffer), 0.040 mM 
catechol  and  E ap + 0.35 V  vs. Ag/AgCl. 

 According to this figure Al(III), Fe(III), Ca(II) and As(V) can be interferents 

at several concentrations, but at high concentrations these interferences decrease, 

being higher the current for W(VI). In agreement with several references, heavy 

metals in such concentrations can be removed from water samples before use the 

biosensors [47, 48]. 



Modified Laccase-Gold Nanoparticles Tetrathiafulvalene SPCES Based  
Biosensor to Determine W(VI) in Water 

 
 

 
Ana Lorena Alvarado Gámez  207 

 

 

7.6 Conclusions 
 
The biosensors prepared in this work are based on the laccase enzyme inhibition by 

the presence of W(VI). This fact can be use to measure the decrease of a substrate 

current by successive additions of W(VI), this is the fundamental of the 

amperometric biosensors developed. According to Lineweaver-Burk plots build from 

the Michaelis Menten kinetic curves lead to confirm that the laccase inhibition by 

W(VI) is competitive for these modified electrodes . 

 
The immobilization of laccase enzyme over the electrodes with AuNPs/SPCTTFEs  

showed excellent figures of merit such as repeatability and reproducibility, with a 

RSD of 3.3% and 2.2 % respectively. LOD 1.8 × 10-7 M and LOQ 6.2 × 10-7 M, 

accuracy in spiked blanks with a recovery of 102.3% with a RSD of 6.6%, compared 

with the other modified electrodes when enzyme is immobilized over  

SAMs/AuNPs/SPCTTFEs or MWCNT/AuNPs/SPCTTFEs. These modified 

electrodes with MWCNT and 3-MCPA at different contact times, have lower RSD % 

for the repeatibility and reproducibility, but LOD or LOQ are similar in all cases in a 

range of (1.0 - 2.0) × 10-7 M, and (3.5 - 6.5) × 10-7 M respectively, being the 

biosensors with SAMs (18 hs of contact) the second choice with acceptable 

repeatability and reproducibility to analyse W(VI) in water.  

 
 Some metals such as Al(III), Fe(III), Ca(II) and As(V) may represent 

significant interferences when W(VI) is present at low concentrations, if they are 

present in water  samples, but there are many methods to remove them from water. 
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8. Conclusiones Generales 
 

1. Se ha demostrado que las enzimas fosfatasa alcalina y lacasa se han podido 

utilizar en la preparación de biosensores enzimáticos para determinar vanadio 

y tungsteno en aguas. 

2. Todos los biosensores resultaron ser de fácil preparación, rápidos y con 

buenos parámetros de desempeño en muestras de agua. 

3. El uso de nanopartículas de oro depositadas a + 0.18 V vs. Ag/AgCl durante 

15 segundos sobre el electrodo de trabajo de los SPCE, mejora las señales 

cronoamperométricas, por lo que se utilizaron en los diferentes biosensores 

desarrollados en esta investigación.  

4. La fosfatasa alcalina en presencia de vanadio o de tungsteno disminuye su 

actividad enzimática  y pareciera que esta inhibición podría catalogarse como  

mixta, por el tipo de gráficas que se producen en ausencia y presencia de los 

metales y los valores de las constantes de Michaelis-Menten.  

5. El procedimiento desarrollado para determinar vanadio con la ALP y el 5- 

monofosfato de riboflavina como sustrato (ALP/AuNPs/SPCE) ha mostrado 

buenos parámetros de desempeño, con una repetibilidad en términos de RSD 

de 7.6 %, una reproducibilidad de 5.9 % y un LOD de 3.9 ± 0.4 µM. 

6. La veracidad ha sido evaluada en muestras de agua enriquecidas con un 

patrón certificado de V(V) SRM 3165 (lot 992706), de 1000 ± 4 mg / L) 

trazable al NIST, del que se ha recuperado una concentración de 995 ± 52 

mg/L (n = 5; a = 0.05), valor que se encuentra dentro del límite de confianza. 

En el estudio de recuperación con muestras de agua enriquecida con 3.70 µM, 

se ha obtenido una concentración media de  3.66 ± 0.21 µM (n = 7, a = 0.05, 

RSD = 5.7%) y una recuperación de  98.9 %. 

7. El segundo biosensor preparado con ALP también se basa en la reacción de 

inhibición,  ya que la reacción entre la enzima ALP y el sustrato p-NPP, se ve 

afectada por la presencia de V(V), lo que  permite la cuantificación del metal 

V(V) en agua. Este efecto sugiere una inhibición mixta, teniendo la enzima 

mayor afinidad por el sustrato en ausencia del metal que en presencia de este. 
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8. El biosensor de ALP/AuNPs/SPCE utilizando p-NPP como sustrato para 

determinar V(V), también ha demostrado tener un buen desempeño, con un 

LOD diez veces menor que el del biosensor de la sección anterior. Sin 

embargo mantiene semejante su repetibilidad y reproducibilidad, con un 7.6 

% y un 8.1 % respectivamente,  una veracidad en muestras de agua 

enriquecidas de 103 % con un RSD = 3%, y una recuperación de un patrón 

certificado SRM trazable al NIST, cuya [V(V)] = (1000 ± 5 mg L-1 ) a partir 

de blancos enriquecidos, del que se ha recuperado  1025 ± 37 mg L-1 , ámbito 

que incluye el valor certificado.  

9. El estudio de interferencias ha demostrado que para V(V), las más 

significativas son la presencia de Cr(III), Mo(VI) y W(VI), si están presentes 

en muestras de agua potable  a concentraciones entre  10-6 M a 10-4 M. 

10. El tercer biosensor desarrollado ALP/AuNPs/SPCEs con 2-PLAsc como 

sustrato, ofrece una buena alternativa sensible para determinar W(VI), con 

muy buen desempeño en muestras de agua, con un LOD de 0.29 µM, una 

repetibilidad de 6.4 % y una reproducibilidad de 5.2 %, como RSD. La 

veracidad evaluada a través de un SRM patrón estándar de referencia 

certificado de 1000 ± 4 mg L-1 en W(VI)  recuperó 991 ± 68, con un  RSD = 

7 %. Además varios estudios con muestras de blancos enriquecidos, agua del 

tubo y agua embotellada enriquecidas dieron recuperaciones de 99.1 % RSD 

= 2.9 % y 101.3 % con RSD = 8.5 % respectivamente. 

11. El estudio de interferencias de cationes que pueden estar presentes en el agua, 

indica que metales como Se(IV), As(V), Sn(II), Al(III), y Fe(III) a 

concentraciones mayores a los µM debe tomarse en consideración.  

12. La enzima lacasa puede ser inhibida por la presencia de W(VI), por lo que se 

aprovechó esta característica para cuantificar W(VI) en aguas.  

13. Se trabajó para el último biosensor con SPCEs que tenían incorporado un 

mediador electroquímico, el tetratiafulvaleno TTF de modo que los 

biosensores fueron nombrados como SPCTTFEs. 

14. Se han utilizado varias formas para inmovilizar la enzima lacasa sobre los 

SPCTTFEs, tales como AuNPs, AuNPs y MWCNTs y SAMs sobre las AuNPs,  

con dos tioles, el 1,2-etanoditiol y el ácido 3-mercaptopropiónico.  Las 
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monocapas autoensambladas se prepararon a diferentes tiempos de contacto, 

entre 3 h y 18 h, pero no todos demostraron buen desempeño.  

15. Los parámetros evaluados como la repetibilidad y la reproducibilidad de cada 

sensor modificado, demostraron que entre más modificaciones se le hagan al 

dispositivo, menor repetibilidad y reproducibilidad se obtienen. Sin embargo 

la sensibilidad y bajos límites de detección y cuantificación es muy similar 

entre los dispositivos.  

16. Los mejores resultados se han obtenido con el biosensor 

LAC/AuNPs/SPCTTFEs, con un LOD de 0.18 µM, una repetibilidad de  3.3 % 

una reproducibilidad de 2.2 %, en términos de RSD y una recuperación de 

102.3 % en blancos enriquecidos con un estándar de referencia SRM trazable 

al NIST. Le sigue en desempeño el biosensor LAC/SAMs/AuNPs/SPCTTFEs, 

con 18 h de contacto, con una repetibilidad de 12.8 %, una reproducibilidad 

de 9.8 %, y un LOD de  0.19 µM.  

17. Los estudios cinéticos de inhibición para este grupo de biosensores, indican 

comportamientos similares en presencia y ausencia del metal W(VI) y 

sugieren que se da una inhibición competitiva en todos los casos.  

18. La veracidad se ha evaluado solo para los biosensores LAC/AuNPs/SPCTTFEs 

en términos de recuperación de muestras blanco enriquecidas con un estándar 

de referencia estándar SRM trazable al NIST, con una recuperación de 

102.3% y un  RSD de 6.6%. 

19. Algunos metales como Al(III), Fe(III), and V(V) pueden representar 

interferencias significativas cuando el W(VI) se encuentre a bajas 

concentraciones, por lo que se recomienda utilizar alguno de los métodos que 

existen para remover estos cationes del agua. 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 


