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A r n o l d G . F o g g , J o s i n o C . M o r e i r a , a n d F . N i l E r t a s 
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A d s o r p t i v e / c a t h o d i c s t r i p p i n g v o l t a m m e t r i c t e c h n i q u e s a t 

H M D E s a r e s e n s i t i v e t e c h n i q u e s b a s e d o n a c c u m u l a t i o n o f 

d e t e r m i n a n d a t t h e e l e c t r o d e b e f o r e d e t e r m i n a t i o n . T h e 

d e t e r m i n a n d may b e a c c u m u l a t e d , f o r e x a m p l e , d i r e c t l y , o r a s a 

d e r i v a t i v e ( t o i n t r o d u c e a n e l e c t r o a c t i v e g r o u p o r t o i n d u c e 

a d s o r p t i o n ) , o r a s a m e r c u r y ( I o r I I ) c o m p l e x ( b y o x i d a t i o n o f 

m e r c u r y i n t h e p r e s e n c e o f t h e d e t e r m i n a n d ) , o r a s a c o p p e r ( I o r 

I I ) c o m p l e x ( c o p p e r ( I ) c o m p l e x e s b e i n g f o r m e d b y r e d u c t i o n o f 

a d d e d c o p p e r ( I I ) i n t h e p r e s e n c e o f t h e d e t e r m i n a n d ) . I n t h i s 

p a p e r s o m e a p p l i c a t i o n s o f d i r e c t d e t e r m i n a t i o n s , o f t h e 

d e r i v a t i s a t i o n o f l a r g e a n d s m a l l m o l e c u l e s , o f d e t e r m i n a t i o n s a s 

c o p p e r c o m p l e x e s , a n d o f t h e u s e o f p o l y a m i n o a c i d f i l m s a n d o f 

s a m p l e c l e a n u p , w i l l b e d i s c u s s e d . 

T h e f i r s t w o r k i n t h i s a r e a c a r r i e d o u t a t L o u g h b o r o u g h b y 

P r o f e s s o r A . A . B a r r o s w a s a m a j o r s t u d y , i n c o l l a b o r a t i o n w i t h 

P r o f e s s o r C a b r a l ' s g r o u p a t P o r t o , o f t h e d e t e r m i n a t i o n o f t h e 

s y n t h e t i c f o o d c o l o u r i n g m a t t e r s ^ a n d t h e i r p a r t i a l i d e n t i f i c a t i o n 

a t t h e s e n a n o m o l a r l e v e l s u s i n g p o t e n t i a l s h i f t s w i t h p h o s p h o n i u m 

c o m p o u n d s . A p p l i c a t i o n s w e r e m a d e t o m i x t u r e s o f f o o d a n d 

c o s m e t i c c o l o u r s i n r e a l s a m p l e s , n a m e l y t a b l e t c o a t i n g s a n d 
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l i p s t i c k s . I n t h e l a t t e r c a s e t h e s e n s i t i v i t y o f t h e m e t h o d 

a l l o w e d d i l u t i o n a f t e r s a m p l e p r e t r e a t m e n t , a n d t h i s d i l u t i o n 

e l i m i n a t e d m a t r i x e f f e c t s . W o r k h a s b e g u n o n t h e u s e o f s o l i d 

p h a s e e x t r a c t i o n c a r t r i d g e s f o r s a m p l e p r e t r e a t m e n t a n d t h i s 

s h o u l d p r o v e a d v a n t a g e o u s i n a p p l y i n g a d s o r p t i v e s t r i p p i n g 

v o l t a m m e t r y . 

T y r o s i n e a n d h i s t i d i n e h a v e b e e n d e t e r m i n e d a f t e r 

d e r i v a t i s a t i o n w i t h d i a z o t i s e d s u l p h a n i l i c a c i d . I n s t u d y i n g 

t h e p o s s i b i l i t y o f u s i n g d i a z o t i s e d a m i n o - t e t r a z o l e a s a n 

a l t e r n a t i v e r e a g e n t , c o p p e r ( I I ) was o b s e r v e d t o a c c u m u l a t e a s i t s 

c o m p l e x w i t h d i a z o t i s e d a m i n o - t e t r a z o l e , b u t n o t w i t h a m i n o -

t e t r a z o l e . 3 T h i s l e a d t o a m e t h o d f o r d e t e r m i n i n g c o p p e r ( I I ) 

a n d , f u r t h e r , t o a s t u d y r e s u l t i n g i n a m e t h o d o f d e t e r m i n i n g 

h i s t i d i n e a s i t s c o p p e r c o m p l e x , 4 a n d t o a s t u d y o f t h e 

a d s o r p t i v e s t r i p p i n g v o l t a m m e t r i c b e h a v i o u r o f c o p p e r c o m p l e x e s 

o f t h e p a r e n t i m i d a z o l e m o l e c u l e . 5 

T h e t w o p K a v a l u e s f o r t h e i m i d a z o l i u m i o n a r e 7 . 1 a n d 

b e t w e e n 1 4 . 2 a n d 1 4 . 6 : t h e l a t t e r v a l u e r e f e r s t o t h e r e m o v a l o f 

t h e p r o t o n f r o m t h e - N H - g r o u p i n t h e r i n g . 6 I f t h e i m i d a z o l i u m 

i o n i s r e p r e s e n t e d a s H 2 I m + t o s h o w t h e - N H - h y d r o g e n , t h e n 

C u ( I I ) ( H i m ) 4
2 + i s k n o w n 7 , a s a l s o a r e p o l y m e r i c c o p p e r ( I a n d I I ) 

c o m p l e x e s w i t h I m b r i d g i n g t h e c o p p e r i o n s . C y c l i c 

v o l t a m m o g r a m s o f a c c u m u l a t e d s p e c i e s f r o m t h e c o p p e r ( I I ) -

i m i d a z o l e s y s t e m ( p H = 8 . 5 ) a r e h i g h l y d e p e n d e n t o n t h e 

a c c u m u l a t i o n p o t e n t i a l a n d t h e i m i d a z o l e : c o p p e r r a t i o i n 

s o l u t i o n . A t OV v s A g / A g C l a c c u m u l a t i o n f r o m 3 x 1 0 M c o p p e r ( I I ) 

o n l y o c c u r s a t > l x l O ~ 3 M i m i d a z o l e ( E p = - 0 . 4 6 V ) : t h i s we s u g g e s t 

i s a c c u m u l a t i o n o f C u ( I I ) ( H i m ) 4
2 + . A t Ep= - 0 . 1 V a n d l o w e r 

c o n c e n t r a t i o n s o f i m i d a z o l e , t h e m a j o r p e a k i s a t - 0 . 3 5 V . A s t h e 
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i m i d a z o l e c o n c e n t r a t i o n i s i n c r e a s e d , t h e c o m p o u n d r e s p o n s i b l e 

f o r t h i s p e a k i s c o n v e r t e d i n t o t h a t r e s p o n s i b l e f o r t h e p e a k a t 

- 0 . 4 6 V . T h e r e v e r s e p r o c e s s o c c u r s i f t h e c o p p e r c o n c e n t r a t i o n 

i s i n c r e a s e d . The c o n v e r s i o n t o t h e c ompound r e s p o n s i b l e f o r t h e 

p e a k a t t h e l o w e r p o t e n t i a l a l s o o c c u r s a t l o w e r c o n c e n t r a t i o n s 

o f i m i d a z o l e w h e n m u l t i p l e s c a n s a r e m a d e b e t w e e n - 0 . 1 V a n d 

- 0 . 6 V . A c c u m u l a t i o n a t - 0 . 6 V g i v e s o n l y t h e - 0 . 3 6 V p e a k : t h e 

p o t e n t i a l o f t h i s p e a k i s h i g h l y d e p e n d e n t o n t h e i m i d a z o l e : 

c o p p e r r a t i o , b e i n g a t much l o w e r p o t e n t i a l s a t t h e l o w e r r a t i o s . 

C a t h o d i c p e a k s o n t h e r e v e r s e s c a n a r e a s s o c i a t e d w i t h b o t h 

p e a k s . The p e a k a t t h e l o w e r p o t e n t i a l i s b e l i e v e d t o b e due t o 

a c c u m u l a t i o n o f t h e p o l y m e r i c c o m p l e x , b u t t h i s n e e d s 

c o n f i r m a t i o n . 

P r e l i m i n a r y s t u d i e s ( u n p u b l i s h e d ) h a v e b e e n m a d e o f t h e 

a d s o r p t i v e s t r i p p i n g v o l t a m m e t r i c b e h a v i o u r o f t h e c o p p e r 

c o m p l e x e s o f g l y c y 1 g l y c y 1 h i s t i d i n e ( g g h ) a n d o f 

g l y c y l h i s t i d y l g l y c i n e ( g h g ) . I n t h e c a s e o f t h e c o p p e r - g g h 

s y s t e m (pH 8 . 4 ) , a c c u m u l a t i o n a t 0V g i v e s a p e a k a t - 0 . 6 V : w h e n 

f u r t h e r s c a n s a r e t h e n made b e t w e e n 0V a n d - 0 . 8 V t h i s p e a k g r o w s 

b u t a n o t h e r p e a k a p p e a r s a n d g r o w s a t - 0 . 3 7 V . A n a n o d i c p e a k a t 

- 0 . 2 4 V s e ems t o b e a s s o c i a t e d w i t h t h e p e a k a t - 0 . 3 7 V . No p e a k s 

a r e o b s e r v e d w h e n c y c l i n g b e t w e e n 0V a n d - 0 . 4 V . B o t h p e a k s 

a p p e a r a n d a r e u n c h a n g e d o n m u l t i p l e c y c l i n g ( - 0 . 8 V t o 0V) w h e n 

a c c u m u l a t i o n i s e f f e c t e d a t - 0 . 8 V : o n m u l t i p l e c y c l i n g a n o t h e r 

p e a k a p p e a r s a t - 0 . 1 7 V . On a c c u m u l a t i o n a t - 0 . 6 V b u t h a l t i n g f o r 

1 m i n a t 0V o n c y c l i n g , t h e p e a k a t - 0 . 3 7 V i s l o s t , a n d t h e 

s e c o n d p e a k i s r e d u c e d s o m e w h a t i n h e i g h t . A t t h i s p H g g h i s 

k n o w n t o f o r m a 1 :1 c o m p l e x i n v o l v i n g c o o r d i n a t i o n t h r o u g h t h e 

a m i n o - n i t r o g e n a n d t h e t w o a m i d e n i t r o g e n s o n t h e g l y c y l g r o u p s , 

a n d t h e ' p y r i d m e - l i k e ' n i t r o g e n on t h e i m i d a z o l e r i n g . 
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No p e a k i s o b s e r v e d f o r t h e g h g s y s t e m when a c c u m u l a t i n g a t 

OV a n d c y c l i n g u p t o - 0 . 9 V . A p e a k b e g i n s t o show a t - 0 . 4 0 V when 

E a c c = - 0 . 1 V : t h i s p e a k i s v e r y l a r g e a t E a c c m o r e n e g a t i v e t h a n 

a b o u t - 0 . 2 5 V . T h e p e a k h e i g h t i n c r e a s e s w i t h i n c r e a s i n g 

a c c u m u l a t i o n t i m e a t - 0 . 7 V u p t o a t l e a s t t w o m i n u t e s w h e n 

s c a n n i n g f r o m - 0 . 7 V t o - 0 . 1 V a n d b a c k . When m u l t i p l e s c a n s a r e 

made b e t w e e n - 0 . 7 V a n d - 0 . 1 V , a f t e r a 2 m i n u t e a c c u m u l a t i o n a t 

- 0 . 7 V , l a r g e d e c r e a s e s i n p e a k h e i g h t o c c u r . G h g i s known t o b e 

t r i c h e l a t i n g u s i n g t h e a m i n o - n i t r o g e n a n d t h e a m i d e n i t r o g e n o n 

t h i s s a m e g l y c y l g r o u p , a n d t h e * p y r i d i n e - 1 i k e ' i m i d a z o l e -

n i t r o g e n . 9 , 1 0 F u r t h e r w o r k i s r e q u i r e d t o e l u c i d a t e t h e s e 

e l e c t r o c h e m i c a l m e c h a n i s m s , w h i c h c o u l d be o f g r e a t s i g n i f i c a n c e 

i n b i o i n o r g a n i c c h e m i s t r y . G g h , f o r e x a m p l e , i s u s e d t o m i m i c 

one e n d o f human a n d b o v i n e a l b u m i n c h a i n s , i n w h i c h a h i s t i d i n e 

m o i e t y i s t h e t h i r d f r o m t h e e n d . 1 1 

P r e l i m i n a r y s t u d i e s h a v e a l s o b e e n m a d e o f t h e u s e o f 

p o l y a m i n o a c i d f l l m s . £< x J C o p p e r ( I I ) c a n b e a c c u m u l a t e d f r o m 

s o l u t i o n s c o n t a i n i n g p o l y h i s t i d i n e o r o n a p r e f o r m e d 

p o l y h i s t i d i n e f i l m . 1 2 H e x a c y a n o f e r r a t e ( I I I ) a c c u m u l a t e s w i t h 

c o p p e r ( I I ) a t a p o l y l y s i n e f i l m : i t a l s o a c c u m u l a t e s w i t h 

c o p p e r ( I I ) a t a b a r e m e r c u r y s u r f a c e , b u t i n t h i s c a s e t h e 

l a r g e s t p e a k i s o b t a i n e d f o r a 3 : 2 r a t i o o f 

c o p p e r : h e x a c y a n o f e r r a t e ( I I I ) , e x c e s s o f e i t h e r p r o g r e s s i v e l y 

r e d u c i n g t h e p e a k h e i g h t . 

We r e p o r t e d p r e v i o u s l y 1 4 t h a t b o v i n e s e r u m a l b u m i n l a b e l l e d 

b y m e a n s o f f l u o r e s c e i n i s o t h i o c y a n a t e o r r h o d a m i n e B 

i s o t h i o c y a n a t e g i v e s a d s o r p t i v e s t r i p p i n g v o l t a m m e t r i c s i g n a l s 

c h a r a c t e r i s t i c o f t h e d y e m o i e t y a n d a l s o o f s u l p h i d e . A t t h a t 

t i m e we t h o u g h t t h a t t h e l a b e l l i n g r e a g e n t s t h e m s e l v e s a l s o g a v e 
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t h e s u l p h i d e p e a k a n d , w h e n p r e s e n t i n t h e m o l e c u l e , t h e d y e 

m o i e t y p e a k . T h i s i s n o t a l w a y s t h e c a s e . A q u e o u s s o l u t i o n s 

o f t h e r e a g e n t s d e g r a d e e x t e n s i v e l y i n t e n s o f m i n u t e s , a n d t h e n 

g i v e t h e s u l p h i d e p e a k . F r e s h l y p r e p a r e d f l u o r e s c e i n 

i s o t h i o c y a n a t e o n l y g i v e s t h e s u l p h i d e p e a k a t a c c u m u l a t i o n 

p o t e n t i a l s m o r e n e g a t i v e t h a n 0 V : f r e s h l y p r e p a r e d 

p h e n y l i s o t h i o c y a n a t e d o e s n o t g i v e t h e s u l p h i d e p e a k a t a n y 

a c c u m u l a t i o n p o t e n t i a l . 

The f o r m a t i o n o f t h e s e t h i o c a r b a m o y l d e r i v a t i v e s o f p r o t e i n s 

i s t h e f i r s t s t e p i n t h e Edman d e g r a d a t i o n u s e d f o r s e q u e n c i n g 

p r o t e i n s . 1 6 T r e a t m e n t w i t h a c i d r e m o v e s t h e e n d a m i n o a c i d w i t h 

t h e l a b e l i n a c y c l i s a t i o n r e a c t i o n t o f o r m t h e t h i a z o l i d i n o n e 

d e r i v a t i v e . F u r t h e r t r e a t m e n t w i t h a c i d c a u s e s a r e a r r a n g e m e n t 

t o t h e m o r e s t a b l e t h i o h y d a n t o i n d e r i v a t i v e . A d s o r p t i v e 

s t r i p p i n g v o l t a m m e t r y o f t h e p h e n y l t h i o h y d a n t o i n d e r i v a t i v e o f 

t y r o s i n e a n d t h e m e t h y l t h i o h y d a n t o i n d e r i v a t i v e o f g l y c i n e g a v e 

p e a k s w h i c h we c o n s i d e r e d t o be due t o m e r c u r y s a l t f o r m a t i o n . 

I n t h e p r e s e n c e o f c o p p e r ( I I ) , h o w e v e r , t h e t h i o h y d a n t o i n s g i v e 

1 7 

p e a k s d u e t o a c c u m u l a t i o n o f t h e i r c o p p e r c o m p l e x e s . T h e 

g l y c i n e d e r i v a t i v e s u n i q u e l y , a t E a c c = - 0 . 1 V , g i v e s t r i p p i n g 

p e a k s a t much m o r e n e g a t i v e p o t e n t i a l s . O x i d a t i v e c o m b i n a t i o n o f 

t w o m o l e c u l e s o f t h i o h y d a n t o i n d e r i v a t i v e s o f g l y c i n e h a s b e e n 

r e p o r t e d , 1 8 ' 1 9 a n d t h e u n u s u a l p e a k o b t a i n e d h e r e m a y b e 

a s s o c i a t e d w i t h t h e c o p p e r c o m p l e x o f t h e compound f o r m e d i n t h i s 

p r o c e s s . 

J C M t h a n k s t h e C o n s e l h o N a c i o n a l d e D e s e n v o l v i m e n t o 

C i e n t i f i c o e T e c n o l ó g i c o ( C N P q , B r a z i l ) f o r f i n a n c i a l s u p p o r t . 

FNE t h a n k s E G E U n i v e r s i t y , T u r k e y , f o r f i n a n c i a l s u p p o r t a n d 

l e a v e o f a b s e n c e . 
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ADSORPTIVE STRIPP ING VOLTAMMETRY: ADSORPTION OF DIOXIME 

LIGANDS AND COBALT AND N ICKEL COMPLEXES AT MERCURY 

T H I N - F I L M ELECTRODES 

C h r i s t o p h e r M,A, B r e t t , Ana M a r i a O l i v e i r a B r e t t and 

Jorge L.C. P e r e i r a 

Departamento de Química, Universidade de Coimbra, 

P-3049 Coimbra Codex, Portugal 

The p r e - c o n c e n t r a t i o n s t e p i n a d s o r p t i v e s t r i p p i n g vo l tammetry 

i n v o l v e s a d s o r p t i o n a c cumu la t i on of me ta l i on complexes o f low s o l u b i l i t y 

at the e l e c t r o d e s u r f a c e , g e n e r a l l y mercury , at a s m a l l n e g a t i v e a p p l i e d 

p o t e n t i a l i n o rde r t o ensure maximum a d s o r p t i o n . In the case o f coba l t 

and n i c k e l , d iox ime l i g a n d s form s u f f i c i e n t l y s p e c i f i c complexes f o r t h e i r 

i d e n t i f i c a t i o n and d e t e r m i n a t i o n . A f t e r a d s o r p t i o n a c cumu la t i on , the 

adsorbed me ta l i on complexes are reduced by a nega t i v e s can to the ze ro 

o x i d a t i o n s t a t e r e s u l t i n g i n a c u r r e n t peak, the he i gh t o f which i s 

p r o p o r t i o n a l to c o n c e n t r a t i o n . 

We have deve loped a procedure f o r q u a n t i f i c a t i o n o f coba l t and 

n i c k e l i n f l o w i n g s o l u t i o n at the w a l l - j e t mercury t h i n - f i l m e l e c t r o d e , 

u s i n g n iox ime (1 ,2 -cyc lohexaned iox ime ) l i g a n d i n a b i o l o g i c a l b u f f e r , HEPES 

(pKa, 7.5) [13. The o p t i m i s e d e x p e r i m e n t a l procedure i n v o l v e s , a f t e r 

f o rmat i on o f the mercury f i l m i n a c i d i c n i t r a t e medium, a d s o r p t i o n 

a c cumu la t i on of the complexes at -0 .7V vs. Ag/AgCl i n 30mM HEPES/0.1M 

NaC10 A at pH 7.6 f o l l owed by a d i f f e r e n t i a l pu l s e n ega t i v e scan from -0 .8V . 

The n i c k e l peak appears at -0 .93V and the coba l t peak at -1 .01V , t h e r e 

be ing c a t a l y t i c enhancement o f the coba l t c u r r e n t peak. T h i s method works 

w e l l i n the nanomolar c o n c e n t r a t i o n range - at h i g h e r c o n c e n t r a t i o n s the 

mercury s u r f a c e r a p i d l y becomes s a t u r a t e d w i t h complex. 

I n v e s t i g a t i o n s i n t o the n a t u r e o f the a d s o r p t i o n and r e d u c t i o n 

p rocesses were c a r r i e d out u s i n g a r o t a t i n g d i s c mercury t h i n - f i l m 

e l e c t r o d e (MTFE) formed on a g l a s s y carbon s u b s t r a t e o f g eome t r i c a r e a 

0.4CIIV2, and d iox ime l i g a n d s i n the same 30mM HEPES buf f e r/0 .1M NaC10 A 

medium by impedance and l i n e a r sweep vo l tammetry . Expe r iments f o cussed 

p a r t i c u l a r l y on n iox ime l i g a n d s . P r e v i ous work at the hang ing mercury 
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