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CON-l-RIBUTION ii L‘CTUDE DE LA POLYM~RISATION DES GELS DE 
POLYA~RYLAM~DEDESTIN~SAETREUTILIS&EN ELECTROPHORESE 

I_ ETUDE DE QUELQUES FACTEURS AYANT UNE INFLUENCE SUR LA 
CINiTlQUE DE LA REACTION DE POLYM~RISATION 

SUMMARY 

The elkcts of acrylmnide, bisacryltmGde, N,N,N’,N’-tetmr~~eth:leth?iltnedi- 
amine and persulphatc concentrations and of pH on the kinetics of the polymerization 
reaction of polyacrvlamide gels were studied_ From the results obtained. it is possible 
to produce more quickly sels suittlble fhr rlectrophoresis. 

L‘tZlwtrophort;se en gel de polyticr_vlaniide est me ni&hode tr&s utilisCe pour 
rkdisrr la s&mrrttion des protPines et des peptides’-’ m&ne de fitible poids mol0cw 
laire”-’ tant 5 I‘Cchelle microanslytique qu’5 L’Cchelle p&parotive_ 

Le el de polvacrvlamide est form2 par copolvni&isation d‘un niononi&e: 
l‘acrylamide et d-un-a~e~~t de pontase: le bisacrylmkde, au moyen de ditl‘tkents 
systkiies catal~seurs. Le polynike ohtenu prkentant une structure poreuse. on peut 
ajuster 1~ taille de ses rnailles de t*tlCon 2 obtenir LIII rll‘et de tiltration molkulaire en 
t%ant varier la coucentrxion f3i mononitkc. 

Mais la structure du gel v;t depeudre C@ement des conditions dans lesquelles 
a lieu la rEaction de polymCrisation et, en particulier. de la vitessc de cette rktcrion. 
Peu de chercheurs SC sent interessks 5 I‘intluence des diErents kcteurs pouvant pcr- 
mettre de contrfiler cette vitcsse. bien qu‘elle d&ermine en partie la structure du gel. 
conmw l’ont montrk Kingsbury et kksters’. P:wmis les rams travaus ell‘ectub. ces 
skies auteurs ont t3udie l-influence de la Concentration en catalysrur (persulfate) 
sur 1:~ vitesse de polynCrisation tnesurtk par le tcnlps nlis pour voir apparaitre une 
surtkc nette 3 la limite supkrieure du gel. 
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mPtrie, l’acryktmide pr&en~ant une bande d’nbsorbtion 5 200 nm due ti l-amide 
inssturt5e en positions u. [; qui disparait at cotus de la rktcrion. Ces attfetttx n-onl 
pubiik que trtk peu de r&uItats_ 

Le but de ce trauniI est IVtude de I‘influence de plusieurs param&tres: pH. 
concentration en acryktmide, en bisacryktmide et en cttalyscurs SW Ia cinitique de la 
t-ktction de polymCrisution_ Pour cekt, nous itvo~.s utilis& comme Wi.ttkin er Miller. 

une tnEthode specrroscopique bask sur la mesure de la wriation de I’absorbance des 
trek en cows de polymt%s~tion. r‘: ZSO nm, alin d‘obtenir der wleurs compatibles 

zvec IZppareilIage utilisd (zbsorbacce nwsitnaie 2 D-0.). I’ttbsorbtlnce ri 200 ntn &ant 
trap t5lcvf5e. 

Sur les courbes reprksentzint lktbsorbance en f?xtction du tetnps. nous awns 
diterminP trois vttleurs (Fig. 1): 

(I) L:t p&ode d‘induction. F,, qui est &tle au temps pendant lequei Ihhsor- 
bancr de Ia solution reste constante. ElIe correspond en prztique au temps tkessaire 
pour wir apparrritre unt surface new ti la limite suphxtre du sel_ 

(2) La vitesse de rhction, VK, Pvalu& en d&erminant la petite de la parlie 
Iintkire de la courbr lors de la dtkroisssnce de l‘absorbance. 

(3) Le temps P,, pour zlvoir un de@ d‘avanccment de la rtkrion de polymCri- 
srttion fIga1 r‘: 95 !!.,, de ceitti obtenu Iorsque Ia vitesse de la rtktction peut Ztre considCrt2e 
comme nttile. 

i’t et p,,s ront oxprimis en minute et I”;( cn unirP d‘absorbance par minute. 

XfATEKiEL ET METHODES 

Lhctyktmide et Ie bisacryhmide utilisb (Canah, Rockvik. Md., I?_U.) sont 
puriliks par la mCthode de Loenis’_ 

Le systtkie catalyseur que nous 9vons employ6 est Ie s_vsti-me persulkte d‘atn- 
n~c~ni~ttn-N.N,N’,I\!‘-t~tran~~tI~~~~thyl~nedian?ine (TEMED), des essais prPalabics3 
nous aytnt tnontre qu‘il hit celui qui sc prhtit le mieus 3 I~utilisation dans des 
conditions variCes de pH et de concentration des rCttctitls_ 

Le trxk dcs c&trbes 
obtenu de la &on suivante. 

. 

reprkenrant l-absorbance en fonction drt temps est 
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TABLEAU I 

COMPOSITION DES SOLUTIONS A UTILIS&S POUR TRACER LES COURBES REPRiSENTANT 
L-ABSORBANCE EN FONCTION DU TEMPS PENDANT LA Rl?ACTION DE POLYMiRISATION 

En milieu alcalin Ic tampon utilist5 est un tampon Tris-HCI 0.0615 A\‘, pH S.9 et en milieu acide Ie tampon “t&e 
CZSL un tampon acide acktique-KOH 0.015 X_ pH Z-3_ Dans le c&s de I-&etude de I‘intluence du pH. celui-ci est obteuu 
&ke r;. une solution p&par& en m&m~eant en proportion variable UIIC solution tampon Tris 4 Af-HCI. pH 10 et 
unc solution tampon KOH 0.1 W-ncide nci-tique, pH 1.3. TcmpC-rature: 25’_ 

Concenttxtion 
persulhte 
hlilicu acidc 
Milieu alcalin 

Concentration 
TEhlED 

Xlilieu acidc is 
hlilicu akilin 15 

Conccntmtinn 
;:cr> laniidc 

Milieu acidc 
Milieu alcslin 

Pourcentrtge 
bisrtcrylamide 

Milieu acidc 15 
hlilisu alcalin 15 

0.5 
0.5 

05 
05 

0.5 

0.5 

PH 15 0.5 

3.5 
0.175 

3.3 
0. I75 

j-5 
0.175 

0.525 

On prCpare 1 ml de solution 5 polynGriser A dont Is composition. dorm2 
dans le Tableau I. depend des parametrcs &udi& et du pH et 4 ml de solution I3 aynt 
la mkne composition clue A mair nc comprenant ni acrylamide, ni bisacrylamide. 
L’opkation est 13ite en deus tcmps: 

(1) On introduit dans deus tubes 1‘1 essais les rCactifs nCcess:Gres h la prkpara- 
tion de A et de B saufla solution de persulhte d‘ammonium. On dt?@ze par un vide 
poussc 

(2) On rtjoute rapidement la solution de persulhre aus deus autres solutions 
en @ant le mains possible_ 

On met respectivemetx 3 ml de A et 3 ml de B dans deus an-es en quartz de 
I cm de chemin optique et on superpose h la solution A 0.5 ml d‘eau distillee pour 
kiter le contact de la solution avec l-air_ L‘enregistrement de l-absorbance en fonction 
du temps pour la solution A est efEctuC 3 230 run en prenant la solution B comme 
rEf&ence et en utilisant un spectrophotometre Unicam SP lSO0 muni d‘un Porte-cuve 
thermostatC et un enregisrreur Unicam AR 25. Le pH avant polymCrisation est 
dkterminC sur des solutions de mEme composition que A. 
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RiSULTATS ET CONCLUSION 

Y. PEGON. Cl. QUINCY 

Now avons &tudiC l’infiuence des concentrations en persulfate, en TEMED, en 
acrylamide et en bisacrylamide pour dew vaIeurs du pH, la &par&on par klectro- 
phorke pouvant avoir lieu aussi bien en milieu acide qu’en milieu alcalin- 

Les courbes ainsi tracies (Figs_ 2-16) permettent de connaitre l’imporrance et 
ie sens dans Iequel varient les caractkristiques de la rtkction de polymerisation lorsque 
I’on change Ia valeur de diffirents parametres et mettent en evidence leur interdepen- 

dance. 
Les courbes reprksentant P, et P,, en fonction des concentrations en persulhte 

(F&s_ 2 et 3), en TEMED (Figs. 4 et 5) et en bisacrylamide (Fig. 6), ont la forme 
d-hyperboles asymptotiques aus deus axes et lorsque ces mCmes paramhres aug- 
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fig- 1. Variation de F’, (min) ( :-’ - :; ) et Pq5 (min) (&-a) en fonction de !tt concentration en persul- 
fate en milieu nlcalin. 

fig_ 3_ Variation de PI (min) (x-x ) et P*s (min) (0-O) en 
fate en miiku acide. 

fonction de la concentration en persul- 



POLYMERISATION DES GELS DE POLYACRYLAMIDE. 1. 15 

TEMED (mlrl) 
* TEMED (ml I t 1 

I I 1 t c 

1 2 3 i0 20 30 

Fig_ 4. Variation de P, (min) ( % - :-:) et Pgs (min) (e-0) en fonction de Ia concentmtoin en TEMED 
en milieu aldin. 

Fig. 5. Variation de P, (mid ( :-: - :.’ ) et P.,; (min) (.0-e) en fonction de la concentration en TEMED 
en milieu a&k_ 

-;c. en sis 
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Fig. 6. Variation de P, (min) en milieu acidc ( :-: - :-: ) et en milieu alc~lin (V-V) et de Py5 (min) en 
milieu xi& (0-e) et en milieu alcalin ( . - : ) en fonction &.I pourcentage de bisac~lsmide par 
rapport ri Ihcr_vlamide_ 
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Fig. 7. Variation de I’, (unite d‘absorbance;min) en fonction de 
milieu aldin. 

In concentration en persulfate en 
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Fig_ S_ Vztriation dr I/= (unit6 dhbsorbancc_~min) en fonction dc la concentration en persulfate en 
milieu acidr. 
Fig-P. Variaion ric C;, (unit6 dhbsorbancr:‘min) m fonction de h concentration en TEMED en 
milieu aIca1it-t. 
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Fig_ IO_ Variarion de I/, (unite d‘absorbancejmin) en fonction de 13 concentration en TEhlED en 
:n3icu xi&_ 
Fig_ I I_ Varinrion de L’-, (uniti- clhbsorbanrw~min) cn milieuacidr(~---.)a cn milieualc;tIin ( -- --; ) 
en foncrion du pourccntage de bisacryhmide par rapport ri I-xt+midr_ 

0.4L vii 

:... 6 

0.2 

mentent, Ik tend vers un maximum (Figs_ 7-i I)_ L-opaciti des gels dont le pourcen- 
trtge de bisacrylamidc est supkrieur 5 5 y: ne permet pas, dans ce cas, de determiner 
VR et Ps,-_ 

Par contre, darts le domaine des concentrafions en acr_vlamide etudikes, on ne 
trouve pas les m&es formes de courbes (Figs_ l-1-14) et 1‘011 peut noter des dill& 
rexes en milieu xide et en milieu alcalin_ 

L-augmentation de V, (Fig_ IS), la diminution de P, et de Pq5 (Fig. 16). lorsque 
!-on fait varier le pH de 325 5 7-5 sonr dues au fait que Ie TEMED ne joue un rdle 
de atalyseur que sous forme Iibre, mais les caractCristiques de Ia r&Son indiquent 
qur lorsque I-on passe d‘un milieu neutre ri un milieu alcalin, i-influence du pH est 
plus compIese_ 

La connaissance des trois valeurs: P,, VR et Pg5 a un intkret direct pour la deter- 
mination des conditions oprimaIes de polymerisation d’un gel de polyzicryhmide en 
we de son utilization pour I‘~Iectrophor&se_ En eRet, I’espkrience montre que pour 
obtenir de bonnes Gparations, Ie temps P, nkessaire pour voir apparaitre une surface 
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Fig. 12’. Varirtrion de f, (min) en hncrion de la concentraion en ncrylamide en milieu acide (0-a) 
c’t cn milieu alcalin ( -i -----I_ 
Fig. l3_ Variation de P,, (min) cn function de la concentration en xrylamidr en milieu ncidc (O-01 
et en milieu alcAin (-i--f)_ 
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Fig. 1-l. Variation de rM tunirS_ dhbsorbanceIe.‘min) m function de la conaxttration en acr~lamidr cn 
rnilicu acids (*--a) et m milieu aldin ( ;.:- :-: )_ 

nerte 5 la limite supkrieure du gel doit etre comprise entre 5 et 20 min’. De mSme, Ia 
rhction de polym&isotion &ant esothermique, 1’PlCvation de tempirature du gel 
augmente avec L/R et peut provoquer des dCformations irkversibles du polymtke. 
Dhutre part, Pq5 permet de connaitre le moment oti le gel est utilisnble pour 1‘6lectro- 
phorbe. 

Pour qur P, et ITR se trouvent dans des limites donnkes, il faut ajuster entre 
elks les concentrations en acrylnmide, en bisacrylamide, en TEMED, en persulfate, 
ainsi que le pH, puisque ces dews valeurs sont fonctions des sis param&es_ Lorsque 
l’on veut mettre au point une formule de gel, le pH et les concentrations en acrylamide 
et en bisacrylamide sont le plus souvent imposCs par la nature de la Gparation 5 
elkctuer et I‘on pourra faire varier les concentrations en catalyseurs pour se trouser 
dans les conditions optimales de polym&isation. Si I-utilisation en Clectrophorke du 
polymke oblige 5 modifier l’un des paramkres, comme par exemple la concentration 
en acryhmide lors d’essais de sCparation de composCs de poids mol&xhire inconnu, 
les courbes ci-dessus permettent de determiner la correction it apporter r‘t l’un des 
autres parametres pour maintenir des conditions de polymkisation Cquiwlentes. 
Cvitant ainsi la multiplication des exptriences. 
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Fig_ 15. Vzu-ktion de VK (unite d’absorbancc~min) en fonction du pH. 

3 4 5 6 7 8 9 10 

Fig_ I& Variation de P, (min) ( X- X) et de P.:; (min) (0-e) en Function du pH. 

Rl%_JMl? 

Notts avons 6tudi6 l-influence du pH et des concentrations en acryktmidc, en 
bisacrylamide, en persulfate et en N,N,N’,N’-t~tram~thyl~tl~pl~nediamine du milieu 
sur Ia cirktique de Ia reaction de poIymCrisation des gels de polyacrylamide. Les 
rbultats de cette Ctude peuvent permettre d’obtenir plus rapidement des gels possC- 
dant des caractkristiques donnees nCcessaircs h Ieur emploi en tlectrophorke_ 
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