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CONTRIBUTION ii L%I-UDE DE LA POLYMCRISATION DES GELS DE 
POLYACRYLAMIDE DESTINES A ETRE UT~L~S~?S EN ELECTROPHO- 
R&E 

IL ETUDE DE QUELQUES FACTEUR~ AYANT UNE~NFLUENCE SUR 
LE DEGRE DE POLYMERISATION ET SUR LA SENSIBILITi DES GELS 
r\ LA PRESSION OSMOTIQUE 

in order to determine compositions of solutions giving gels suitable for elec- 
trophoresis, we studied the degree of polymerization and the volume changes of gels 

due to osmotic pressure as a function of reactant concentrations_ On the basis of the 
results of this study, it is possible to obtain a more reproducible degree of polymeriza- 
tion and to increase the stability of the polyacrylumide gel. 

INTRODUCTION 

L-etude spectrophotometrique de la reaction de polymerisation des gels de 

polyacrylamide permet de preciser la composition de la solution qui donnera les gels 
les plus aptes ti Otre utilisb en electrophorbe~. Dans ce meme but nous avons cherche 
5 dkterminer l‘influence de quelques facteurs sur le de& de polynCrisatiti,n et sur la 

sensibilite des gels lr la pression osmotique esercCc par le tampon d’electrophorbe. 

ETUDE DE L-INFLUENCE DE QUELQUES FACTEURS SUR LE DEGRE DE P~LYWRI- 
SATION 

La reaction de formation des geis de polyacrylamide n’est jamais totale et la 

quantite de composes non polymerises varie avec les conditions esphimentales. Aussi 
nous avons etudie l’influence de plusieurs facteurs sur le degre de polymerisation. 

Rodbard et Chrambach’ ont donne une methode permettant de determiner la 
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quantiti d‘acrylamide non polymCrisC restant dans le gel_ Elle comporte une &ape 
d’extraction, une &ape de purification, une hydrolyse alcaline et un dosage de l‘am- 
moniaque lib&k dans une cellule de Conway_ Elle prksente I’inconvCnient d’Ctre diffi- 
tile 5 methe en ceuvre lorsqu‘il faut rtkliser un grand nombre d‘essais systkmatiques. 

La mCthode spectrophotomitrique que nous avons employt2e est mains prkcise 
car certains des produits secondaires form& en tours de polymkisation ont une ab- 
sorbance zi la longueur d’onde choisie_ Mais elie permet d’obtenir facilement un nom- 
bre important de mesures et elle est suffisante pour connaitre les variations relatives 
du de@ de polymCrisation en fonction de la composition de la solution initiale- 

Cllaque gel est pr&ar6 en mettani dans dcs tubes cyiindriques en verre de 5 
mm de diam&re interne , 2 ml de solution dont la composition est identique 5 celle 
utilisee pour l-etude de la reaction de polymkisation’. Apr& vingt quatre heures. le 

_Tel est enlevi du tube, son volume est mesur6, puis on l’introduit dans une fiole jaugee 
de 10 ml et l-on compltte avec de l’eau distillke_ On laisst diffuser les substances solu- 
bles huit jours puis on mesure I‘absorbance 5 X0 nm de la solution ainsi obtenue. La 

valeur trouvke est ramenCe au millilitre de gel en tenant comptc de son volume initial 
et de Ia dilution opCree pendant l-&ape de diffusion. 

Nous avons choisi ce mode d-expression parce que le volume du gel form6 
varie suivant les conditions de polym&isation, en parliculier lorsque les concentra- 
tions en catalyseurs sont tres t3evkes ou trb faibles. 

Nous avons track les courbes repksentant l-absorbance par millilitre de gel en 
fonction des concentrations en acrylamide, en bisacrylamide, en N,N.N’,N’-titra- 
methyIethylSnediamine (TEMED) et en persulfate pour deus Mews du pH. et en 
fonction du pH (Figs_ l-7)_ Ces courbes montrent que, aussi bien vers pH 3 que vers 
pH 9, il esiste une zone de concentration en persulfate qui correspond h une polx- 
mCrisation masimum et 5 un minimum de variation du de@ de polym~risation. 

Le de& de polym&isation ne depend de la concentration en TEMED que 
pour les faibles valeurs de celle-ci. 
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Fig_ I_ Variation de Ihbsorbance en fonction de Ia concentration cn persulhtc en milieu xide. 

Fig- 2_ Variation dr lhbsorbrtnce en fonction dc Ia concentmtion en pa-sulfate en milieu almlin. 
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Fig. 3. Variation dc l-absorbance en fonction de la concentration en TEMED en milieu alcrilin. 

Fig. 4. Variation de l-absorbance en fonction de la concentration en TEMED en milieu acide. 
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Fig. 5_ \‘ariation de Imsbsorbance en I-onction de la conccntr;Ition cn acrylmnidc en milieu ahlin 
t __.. : 1 tx en milieu xide (O-0). 
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Fig. 6. Variation de I‘absorbance en tjnction du pourccntnge de hisacr~hmide par rapport 5 I‘ncr~l- 
amide en milieu alcalin ( ._ -. ) et en milieu acidc (e-O)_ 

La polym&isation es1 maximum lorsque la concentration en acrylamide cSt 
situke rntre I2 et 13 ‘:i: et la concentration en bisscrylamide est situ&e autour de 3 v,;_ 

Le deg6 de polym&isation augmente avec la valeur du pH mais il varie peu en 
milieu acide et neutre. 

Dans la plupart des cas il n-cst pus utile de connaitre le de@ exact de pal:- 
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fig. 7. \‘ati~iion de l’absorbancc en function du pH_ 

merisation. 11 n‘est pas non plus nkcessaire d‘avoir une polymerisation complete car si 
la reticulation du gel est insuffisante on peut augmenter la concentration en acryl- 
amide_ Mais il est indispensable d-assurer le m&mum de reproductibilite car Ia taille 
des mailles du gel conditionne la valeur de la separation par t3ectrophorbe. Pour cela 
i1 taut choisir, pour les paramttres Ctudies une valeur correspondant 5 la partie de la 
courbe oh la pente est minimum afin qu-une fGble variation de composition du milieu 
rkactionnel n’entnine pas une forte variation du de+ de polymerisation. Chacune 
des courbes presente une telle zone. 

~~~DED~L-~~~L~E~~EDEQUELQUE~~ACTE~R~SURLASENSIBILIT~DESGELS 
A LAPRESSIONOSMOTIQUE 

Le gel de polyacrylamide n-a pas une structure r&de_ 11 est for-me de macro- 
molecules de polymtre reliees entre elks de l+on plus ou mains lliche selon la quan- 
tittde bisacrylamideajoutee avant polymCrisation_ Lorsqu’il se trouve dans le tampon 
ci’&-ctrophor~e, le gel est soumis 5 une pression osmotique qui est fonction de Ia 
constitution du tampon et de sa concentration en polymere, l‘elfet Donnan &ant 
negh~eable. 

De ce fait il tend 5 occuper un volume tel qu’il y ait iquilibre entre la pression 
osmotique et les forces de coh&sion_ Le changement de volume du gel en tours d’elec- 
trophorese est prejudiciable 5 la qualitt de la separation. Aussi est-il important de 
connaitre les facteurs susceptibles d‘inthtencer 1a sensibilite des sels 5 la pression 
osmotique- 

Pour etudier ce phenomene nous avons mesure les variations de volume des 
sels lorsqu’ils sont mis en contact jusqu’h equilibre avec une solution aqueuse et les 
tampons d’ttectrophorese qui sont le plus souvent employ% &ant fdiblement concen- 
tress, nous avons choisi l’eau distillee_ 

Les gels sont prepares dans les mktes conditions et avec la meme composition 
que dans l-etude prkedente. Apres polymerisation, on mesure le volume de gel, V,, 
on le met en contact avec 100 ml d-eau distillie pendant huit jours, on mesure le 
nouveau volume du gel, I/z, et on fait le rapport R = (V,- V,)/V,. 
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Fig_ S_ Variation de R en fonction de Irt concentration en persulfate en milieu aldin. 
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Fig. 9. Variation de R rn fmction dc la concentration cn persuIfarc cn nriliru acidc. 
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Fig_ IO. Variation de R en fonction de !a concentration en TEMED en milieu alcalim 
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Fig. Il. Variation de R en fonction de la concentration en TEiklED en milieu acide. 



1: Y_ PEGON, CL QUINCY 

Acrykmic!e i g f 7OOml) 
f , I 

10 20 35 

fig_ I? Variation de R en fonction de la concentration en acrylamide en milieu alcaiin (.C;-_C:) et 
en milieu acide (O--O)_ 

Fig. IS_ Variation de R en fonction du pourcentage de bisacrylamidc par xpport 5 l~acrylamide en 
mi!ieu rihIin ( <:.-:I ) et en milieu acidc (0-O). 
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Fig_ 14. L’ariation de R en fonction du pH_ 

Nous avons track les courbes reprkentant Ie rapport R en fonction des con- 
centrations en acrylamide, en bisacrylamide, en TEMED et en persuI&te pour deus 
valeurs du pH et en fonction du pH (Figs_ S-141. 

Ces courbes montrent qu’aussi bien en milieu acide qu’en milieu alcalin, R est 
abaisse pour les faibles concentrations en persulfate, ceci pouvant s’espliquer par le 
hit que la poIym&isation &ant alois incompltte, la concentration en polymhe est 
infkieure_ 
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R varie de f&on continue en fouction du TEMED. 
R augmente aiec le pourcentage de bisacrylamide puisque le pontage et done 

la rigiditk du gel augmente. 
R diminue avec le pH jusqu’h pH 7 puis augmente alors que le taux de poly- 

mkisation augmente de facon continue avec le pH_ Ceci est B rapprocher de l-etude 
de la vitesse de la reaction de polymkrisationl et indique que la structure du gel doit 
ttre diffkrente selon que la reaction a lieu en milieu neutre ou en milieu alcalin. 

L’itude que nous avons entreprise permet de prt55ser les conditions assurant 
une meilleure reproductibilitP de l’Clectropllort%e_ 

Elle montre qu*il faut utiliser un pourcentzlge de bisacrylamide Clew! et qu’il 
faut l-augmenter avec la concentrxion en acrylamide. Ceci n‘est pas toujours possible 
car les proprietis mkaniques et la transparence du polymere dependent de ce pour- 
centage. Mais it I-Cchelle preparative oh les dkformations sont particulikement im- 
portantes du fait du volume du gel et de la duke de l‘espkience, on peut avec la plu- 
part des techniques employer un polymtre dont le taut de pontage soit tel qu‘il Cvite 
ce phhomhe. 

Pour prkiser quelle doit Ztre la composition de la solution permettant d’ob- 
tenir par polymCrisation les gels de polyacrylamide pour Electrophorhe, nous avons 
CtudiC l’intluence de la composition du milieu rkactionnel sur le degrC de polgnCrisa- 
tion et sur les variations de volume du gel dues 3 la pression osmotique_ En utilisant 
les risultats obtenus, on peut amkliorer la reproductibilitk du de@ de polymhisation 
et la stabilitk des gels de polyacrylamide. 
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