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SUMMARY

Studies on the polvmerization of polvacrylamide gels used for electrophoresis. 1. Effect
of several fuctors on the kinetics of the polvmmerization reaction

The effects of acrylamide, bisacryvlamide, N,N,N’,N'-tetramethylethvlenedi-
amine and persulphate concentrations and of pH on the kinetics of the polvmenzation
reaction of polyvacrylamide gels were studied. From the results obtained, it is possible
to produce more quickly gels suitable for electrophoresis.

INTRODUCTION

L électrophorése en gel de polvacrvlamide est une méthode trés utilisée pour
réaliser la séparation des protéines et des peptides!-> méme de faible poids molécu-
faire®-* tant i échelle microanalyvtique qu™a Uéchelle préparative.

Le gel de polvacrvlamide est formé par copolvmérisation d'un monomeére:
IFacrylamide et d'un agent de pontage: le bisacrvlamide, au moyen de diftérents
svsiémes catalyseurs. Le polymére obtenu présentant une structure poreuse. on peut
ajuster la taille de ses mailles de tagon 2 obtenir un effet de filtration moléculaire en
faisant varier la concentration en monomére. '

Mais la structure du gel va dépendre également des conditions dans lesquelles
a lieu la réaction de polymérisation ¢t, en particulier, de la vitesse de cette réaction:
Peu de chercheurs se sont interessés & Uinfluence des diftérents facteurs pouvant per-
metire de controler cette vitesse, bien qu'elle détermine en partie la structure du gel,
comme ["ont montré Kingsbury et Masters®. Parmis les rares travaux eflectués, ces
mémes auteurs ont €étudié influence de la concentration en catalyseur (persulfite)
sur la vitesse de polvmérisation mesurée par le temps mis pour voir apparaitre une
surface nette & la limite supérieure du gel.

Watkin et Miller® ont suivi Ia réaction de polymérisation par spectrophoto-
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métrie, acrylamide préseniant une bande dabsorbtion a 200 nm duc a Pamide
insaturée en positions «. f qui disparait au cows de la réaction. Ces auteurs n"ont
publié que trés peu de résultaits.

Le but de ce travai® est I'étude de Uinfluence de plusieurs paramétres: pH,
conceintration en acrylamide, en bisacrylamide et en catalyseurs sur la cinétique de Ia
réaction de polymérisation. Pour cela, nous avons utilisé, comme Watkin et Miller,
une méthode spectroscopique basée sur la mesure de la variation de I"absorbance des
gels en cours de polymérisation, & 280 nm, afin d obienir des valeurs compatibles
avec [appareillage utilisé (absorbarce maximale 2 D.O.), I"absorbance i 200 nm étant
trop élevée. '

Sur les courbes représentant ["absorbance en fonction du temps, nous avons
déterminé trois valeurs (Fig. 1):

(1) La période d’induction. P, qui est égale au temps pendant lequel I"absor-
bance de la solution reste constante. Elle correspond en pratique au temps nécessaire
pour voir apparaitre une surface nette a la limite supéricure du gel.

' (2) La vitesse de réaction, Fy, évaluée en déterminant la pente de-la partie
- hinéaire de la courbe lors de la décroissance de Fabsorbance.

(3) Letemps Pys pour avoir un degré d"avancement de la réaction de polyméri-
sation €gal &t 9537, de celut obtenu lorsque la vitesse de la réaction peut étre considérée
comme nulle. '

£y et P,; sont exprimés en minute et 1, en unité d absorbance par minute.
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Fig. 1. Aspect des courbes. Absorbance en forction du temps au cours de la réaction de polvmérisa-
tion. Ddfinition de P Vi et Pys. .

MATERIEL ET METHODES

L aervlamide et le bisacrylamide utilisés (Canalco, Rockville, Md., E.U.) sont
purifiés par Ia méthode de Loenig’.

Le systéme catalyseur que nous avons employé est le systéme persulfate d’am-
monium-N. NN’ N-tétiraméthvléthviénediamine (TEMED), des essais préalables®
nous avant montré qu'il était celui qui se prétait le micux a Putilisation dans des
conditions variées de pH et de concentration des réactifs. 7

Le trac€ des courbes représentant 'absorbance en fonction du temps est
obtenu de la fagon suivante.

.
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TABLEAU I

COMPOSITION DES SOLUTIONS A UTILISEES POUR TRACER LES COURBES REPRESENTANT
L'ABSORBANCE EN FONCTION DU TEMPS PENDANT LA REACTION DE POLYMERISATION

En milieu alcalin ¢ tampon utilisé est un tampon Tris-HCI 0.0625 &, pH 8.9 et en milieu acide le tampon utilisé
est un tampon acide acétique-KOH 0.015 A'. pH 2.3_ Dans le cas de I'étude de Uinfluence du pH, celui-ci est obtenu
griice & une solution préparée en mélangeant en proportion variable une solution tampon Tris 4 M-HCI, pH 10 et

une solution tampon KOH 0.1 N-acide acétique, pH 2.3, Température: 25°.

Paramétre Concentration Pourcentage de Concentration Concentration pH
érudié acrylamide bisacrviamide par  persulfute TEMED
¢ef 100 ml) rapport ¢ lacryl-  (gil) fmlil)
amide { g/ 100 g}
Concentration
persulfate
Milieu acide 15 0.5 0.35 a4 15.05 1.437 3.2
Milicu alcalin 15 0.5 007435 0.287 9.0
Concentration
TEMED
Milicu acide is 0.5 335 0.1 2 30 3.25 - 0.05
Milicu alcalin @ 13 (VI 0.175 0.078 23125 9.1 = 0035
Concentrition
acrylamide
Milieu acide 15430 0.5 35 1.437 315 =004
Milicu alealin 4.3 a4 30 0.5 0.175 0.287 9.0 - 0.03
Pourcentage
bisacryviamide
Milicu acide 15 0.1 220 3.3 1.437 3.1 =002
Milicu alcalin 13 01420 0.175 0.287 9.0 002
pH 15 0.325 0.862 3254983

0.5

On prépare 4 mi de solution a polymériser A dont la composition, donnée
dans le Tableau I, dépend des parameétres étudiés et du pH et 4 ml de solution B ayant
la méme composition que A mais ne comprenant ni acrvlamide, ni bisacrylamide.
L opération est faite en deux temps:

(1) On introduit dans deux tubes o essais les réactifs nécessaires a la prépara-
tion de A et de B sauf la solution de persulfate dammonium. On dégaze par un vide
poussé.

(2) On ajoute rapidement la solution de persulfate aux deux autres solutions
en agitant le moins possible.

On met respectivement 3 ml de A et 3 ml de B dans deux cuves en quariz de
I cm de chemin optique et on superpose & la solution A 0.5 ml d’eau distillée pour
éviter le contact de la solution avec "air. L enregistrement de I'absorbance en fonction
du temps pour la solution A est effectué & 280 nm en prenant la solution B comme
rétérence et en utilisant un spectrophotométre Unicam SP 1800 muni d’un porte-cuve
thermostaté et un enregistreur Unicam AR 23, Le pH avant polymérisation est
déterminé sur des solutions de méme composition que A.
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RESULTATS ET CONCLUSION

Nous avons étudié I'influence des concentrations en persulfate, en TEMED, en
acrylamide et en bisacrylamide pour deux valeurs du pH, la séparation par électro-
phorése pouvant avoir lieu aussi bien en milieu acide qu’en milieu alcalin. '

Les courbes ainsi tracées (Figs. 2-16) permettent de connaitre I’'imporiance et
le sens dans lequel varient les caractéristiques de la réaction de polymérisation lorsque
I"on change la valeur de différents paramétres et mettent en évidence leur interdépen-

dance. ;
Les courbes représentant P, et Py; en fonction des concentrations en persulfate

(Figs. 2 et 3), en TEMED (Figs. 4 et 5) et en bisacrylamide (Fig. 6), ont la forme
d’hyperboles asymptotiques aux deux axes et lorsque ces mémes parameétres aug-
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Fig. 2. Variation de P; (min) (= — > } et Pus (min) (@—@) en fonction de la concentration en persul-

fate en milieu alcalin.
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Fig. 3. Variation de P, (min) (< — ) et Pys (min) (@—@) en fonction de Ia concentration en persul-
fate en milieu acide.
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Fig. 4. Variation de Py (min) (  -— ) et Pys (min) (@—@) en fonction de Ia concentratoinen TEMED
en milieu alcalin.
Fig. 3. Variation de P, (min) ( -7 — ) et Py; (min) (@—@) cn fonction de la concentration en TEMED
en milicu acide.
/s €1 bis
5 10 15 20 )
Fig. 6. Variation de P, (min) en milieu acide (< — =) et en milicu alcalin (W—W) et de Pys (min) en
milicu acide (@—@) et en milicu alcalin ( " —:_ ) en fonction du pourcentage de bisacrylamide par

rapport a acrviamide.
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Fig. 7. Variation de ¥, (unité d'absorbance/min) en fonction de la concentration en persulfate en
nmilicu alcalin.
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Fig. 8. Variation de VY, (unité d’absorbance/min) en fonction de la concentration en persulfate en
milieuw acide.

Fig. 9. Varimtion de Py (unité dabsorbance/min) en fonction de la concentration en TEMED en
milieu alcalin. - - - .
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Fig_ 10. Variation de V, (unité dabsorbance/min) en fonction de la concentration en TEMED en
milieu acide. i
Fiz. 11. Variation de ¥y (unité dabsorbance;min) en milieu acide (@--@) et en milieu alcalin (- — =)
en fonction du pourcentage de bisacrylamide par rapport & acrylamide.

mentent, I tend vers un maximum (Figs. 7-11). L opucité des gels dont le pourcen-
tage de bisacryvlamide est supérieur & 3%, ne permet pas, dans ce cas, de déterminer
Vg et Pys.

Par contre, dans le domaine des concentrations en acrylamide étudiées, on ne
trouve pas les mémes formes de courbes (Figs. 12-14) et 'on peut noter des diffé-
rerces en milieu acide et en milieu alcalin.

L augmentation de Vg (Fig. 15), la diminution de P, et de Pys (Fig. 16), lorsque
Pon fait varier le pH de 3.253 a 7.5 sont dues au fait que le TEMED ne joue un réle
de catalyseur que sous forme libre, mais les caractéristiques de la réaction indiquent
que lorsque 'on passe d’un milieu neutre a un milieu alcalin, P'influence du pH est
plus complexe.

La connaissance des trois valeurs: Py, Vy et Pys a un intérét direct pour la déter-
mination des conditions optimales de polymérisation d’un gel de polyacrylamide en
vue de son utilisation pour I'électrophorése. En effet, I'expérience montre que pour
obtenir de bonnes séparations, le temps P, nécessaire pour voir apparaitre une surface
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Fie. 12, Variation de¢ P, (min) en fonction de la concentration en acrylamide en milicu acide (@—@)
et en milieu alcalin (- —--). '
Fig. 13. Variation de Pys {(min) en fonction de la concentration en acrvlamide en milicu acide (@—@)

et en milicu alcalin (= —--).
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Fig. 14 Variation de Fy (unité d'absorbance/min) en fonction de la concentration en acryvlamide en
milicu acide (@—@) ct en milicu alcalin (<— ).

nette a la limite supérieure du gel doit étre comprise entre 3 et 20 min®. De méme, la
réaction de polymérisation étant exothermique, 1’élévation de tempérauire du gel
augmente avec Vi et peut provoquer des déformations irréversibles du polymére.
D autre part, Pys permet de connaitre le moment ot le gel est utilisable pour ['électro-
phorése. .

Pour que P, et ¢ se trouvent dans des limites données, il taut ajuster entre
elles les concentrations en acrvlamide, en bisacrylamide, en TEMED, en persulfate,
ainsi que le pH, puisque ces deux valeurs sont fonctions des six paramétres. Lorsque
I"on veut mettre au point une formule de gel, le pH et les concentrations en acrvlamide
et en bisacrylamide sont le plus souvent imposés par la nature de la séparation a
effectuer et 'on pourra faire varier les concentrations en catalyvseurs pour se trouver
dans les conditions optimales de polymérisation. Si l"utilisation en électrophorése du
polymére oblige & modifier I'un des paramétres, comme par exemple la concentration
en acrylamide lors d’essais de séparation de composés de poids moléculaire inconnu,
les courbes ci-dessus permettent de déterminer la correction a apporter  'un des
autres parameétres pour maintenir des conditions de polymérisation équivalentes,
évitant ainsi la multiplication des expériences.
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Fig_ 16 Variation de P; (min) { X — ) et de P.; (min) (@—@) en fonction du pH.

RESUME

Nous avons étudié 'influence du pH et des concentrations en acrvlamide, en
bisacrylamide, en persulfate et-en N,N,N" N'-tétraméthyléthylénediamine du milieu-
sur la cinétique de Ia réaction de polymérisation des gels de polvacrylamide. Les
résultats de cette étude peuvent permettre d’obtenir plus rapidement des gels possé-
dant des caractéristiques données nécessaires & leur emploi en électrophorése.
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