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CHAPITRE 1

INTRODUCTION

1.1 Objectifs du travail

Dans la.membrane interne du chloroplaste, il existe un &tat parti-
culier de la chl a qui serait 3 l'origine de l'efficacité de la sépara-
tion de charges. Or, les molécules de chl a ont de grandes possibilités
associatives afin de former des structures hautement ordonnées (Gurino-
vich et Strelkova, 1968; Krasnovsky et Bystrova, 1980). Distinctement,
elles peuvent s'associer de trois fagons (Seely, 1977): par les chaines
phytol de la molécule, par des interactions de dispersion des anneaux
conjugés des porphyrines et par l'association de l'atome de magnésium
avec les groupes carbonyles et/ou avec une ou des molécule(s) de solvant
(Seely et Jensen, 1965; Mazurek et al., 1982). Le déplacement vers le
rouge (“"red shift”), que l'on retrouve dans les spectres &lectroniques
de chlorophylle dans différents environnements, a toujours &té attribué
4 différents types d'agrégats de chloréphylle ou 34 diverses interac-—
tions. Il est donc raisonnable de croire que l'interprétation de spec—
tres pour les systémes in vitro contribuerait 3 une meilleure compréhen-
sion de 1'état de la chlorophylle dans les plantes. Ainsi, deé spectres
photoacoustiques et électroniques de chl a dans différentes conditions
ont &té obtenus afin d'étudier les types d'agrégats que 1l'on pourrait
retrouver dans ces systémes. Les systémes modéles &tudiés portent sur

les films solides, les solutions solides et les mono— et multicouches de

chl a.



L'étape sulvante étalt de comparer les résultats spectroscopiques
obtenus pour ces systémes modéles avec ceux retrouvés in vivo afin de
caractériser 1'état de la chl a. Toutefols, notre recherche fut plutét
axée sur une &tude plus originale solt celle de la perte photochimique

en utilisant des feuilles d'Impatiens petersiana. Cette &tude porte

principalement sur la dépendance de cette perte photochimique en fonc-
tion de la varlation de l'intensité des faisceaux modulé et actinique,
de méme qu'en fonction de la fréquence de modulation et de la phase. La
spectroscopie photoacoustique constitue une méthode unique et originale
pour cette &tude, car contrairement 3 la spectroscople optique conven-—

tionnelle, l'opacité du matériel utilisé (feuille) n'affecte pas 1la

mesure expérimentale.

Les mesures optiques constituent une méthode non-destructive trés
importante pour l'investigation des solides. Les techniques les plus
communes pour effectuer de tels types de mesures sont les spectroscoples
électronique, de réflexion et de fluorescence. Toutefols, certains
matériaux organiques et inorganiques tels les poudres, gels, huiles,
composés amorphes, milieux opaques et diffusants ne peuvent &tre étudiés
par les méthodes conventionnelles. Au cours des années, plusieurs
techniques furent développées pour 1l'étude de ces composés, mais la plu-

part comportait d'importants inconvénients.

Les différentes voies de dissipation énergétique des molécules
sulte 4 1l'absorption lumineuse sont les voles radiatives, non-radiatives

et photochimiques. En spectroscopie de fluorescence, on est 1limité aux

substances pour lesquelles l'absorption de lumidre est suivie d'une



émlssion radiative, ce qul n'est pas toujours le cas pour les échantil-
lons solides.” Cependant, dans la plupart des cas, 1'énergie lumineuse
absorbée est transformée en chaleur par des transitions non-radiatives.
Ainsi, 1a spectroscopie photoacoustique, basée sur les mesures des tran-—
sitions non—radiative; des molécules, fut récemment développée afin de
cdmbler aux manques des méthodes optiques conventlonnelles (Rosencwalg,
1973; Rosencwaig, 1975a; Rosencwaig, 1975b). Cette technique permet de
mesurer la production de chaleur d'un &chantillon 1lorsque celui-ci
absorbe les irradiatiﬁns d'un faisceau lumineux modulé. Son principal
avantage réside dans le fait que 1l'on peut examiner des matériaux soli-
des ou semi-solides, et les spectres photoacoustiqueé de ces échantil-
lons apportent des données complémentalres 3 celles obtenues en spec-
troscopie &lectronique. De plus, la diffusion de lumiére qui constitue
un sérieux probléme dans les méthodes optiques conventionnelles repré-
sente .peu de difficultés.en spectroscopie'photoacoustique (Helander et
al., 1980). Cette méthode spectroscopique constitue un outil supplémen-
talre trés 1lmportant pour l'investigation des solides et on compte déji
de nombreuses applications non seulement en chimie et physique, mais

également dans le domaine de la biologie et de la médecine.

En spectroscopile ﬁhotoacoustique des solides, 1'échantillon est
placé dans une cellule contenant un gaz et un microphone sensible.
L'échantillon est alors 1illuminé avec un faisceau lumineux moaulé- Si
1'échantillon absorbe une partie de cette énergle incidente, certains
niveaux énergétiques des molécules seront excités. Le mode le plus
commun de dissipation é&nergétique &tant le mode mnon-radiatif, alors

l'excitation optique périodique de 1'é&chantillon résulte en un débit de



chaleur périodique de 1'échantillon au gaz énvironnant dans la cellule
photoaéoustique- Ceci a pour effet de produire des oscillations de
pression dans la cellule qui sont détectées par le microphoge. Si on
omet les phé&noménes de saturation, l'intensité& du signal acoustiqué est
proportionnelle 3 la quantité de lumiére ébsorbée par l'échantillon, car
seule la lumidre absorbée peut produire un signal; d'od la correspon-
dance entre un spectre photoacoustique et un spectre électronique con-
ventionnel. Il est 3 noter que, dans la spectroscopie é&lectronique,
certaines des radiations du faisceau lumineux incident sont absorbées et
manquent dans la composition spectrale de la lumiére aprés avolr traver-
sé la cellule de mesure. Cependant, dans la technique photoacoustique,
les radiations caractéristiques sont déterminées, non pas par leurs
absences, mais en quelque sorte par les variations de pression auxquel-—
les 1leur absorption donne naissance. L'étude photoacoustique ne
requiert que de faibles quantités de substance, ce qui en fait une tech-
nique favorable pour les &tudes de surfaces et de couches minces
(Rosencwaig et Hall, 1975; Castleden et al., 1979; Fishman et Bard,
1981; Lloyd et al., 1982). De plus, cette technique peut &tre treés
utile dans l'investigation des propriétés optiques de divers &chantil-
lons. Certaines &tudes ont démontré que l'effet photoacoustique peut
8tre utilisé& pour la détermination de coefficient d'absorption optique
(Hordvik et Schlossberg, 1977; Wetsel et McDonald, 1977; McDonald, 1979;
Carpentier et al., 1983a). Une étude plus approfondie de 1'effet photo-
acoustique est présentée ultérieurement dans la section traitant de

1'aspect théorique.



1.2 Relation entre la chlorophylle a et la photosynthése

La photosynthése est le processus par lequel les plantes, les
algues et certaines bactéries absorbent 1'é&nergie solaire et la conver-
tissent efficacement sous forme d'énergie chimique. Le processus de
base de la photosynthése est relié 3 1l'extraction d'électrons et de pro-
tons 3 partir d'un donneur, en particulier la molécule d'eau (Barber,
1978). En fait, une série de transfert de charge a lieu et l'accepteur
final de 1'électron est le bioxyde de carbone. Cet &change &lectron/
proton donne lieu 3 la formation de bioxyde de carbonme réduit, lequel
constituant sert de molécule de base 3 la synthése d'hydrates de car-
bone. Ces hydrates de carbone constituent la source d'énergie qui con-
duit aux différentes réactions chimiques favorisant la croissance et le

développement des plantes.

En 1905, Blackman démontra que la photosynthé&se pouvait &tre divi-

sée en deux (2) types de réactions, soit

1) celles survenant dans la phase lumineuse qui consiste en
l'absorption de 1'énergie lumineuse couplée 3 la migration jusqu'au
piége d'excitons, suivie d'une série de transfert de charge menant 3 la
formation d'oxygéne moléculaire et de produits chimiques hautement &ner-

gétiques (ATP et NADPH), ainsi que

2) celles qui ont lieu en phase sombre ol les produits énergé-
tiques formés sont utilis&s pour réduire le bioxyde de carbone en hydra-
tes de carbone via des séries couplées de réactions biochimiques connues

sous le nom de cycle de Calvin (Gregory, 1971).



Dans les plantes 'vertes, le processus de la photosynthése prend
place dans une organelle spécialisée, le ch;oroplaste- Cette organelle
comporte une membrane externe et une membrane interne avec un espace
intermembranaire intermédiaire (figure l1). La membrane interne entoure
une matrice (stroma) qui contient des enzymes solubles et des structures
membranaires sous forme de sacs aplatis, les thylacoIdes. L'empilement
des ces sacs lamellaires forment les grana. Dans les chloroplastes, les
réactions lumineuses ont lieu dans les thylacoIdes tandis que les réac-

tions sombres se présentent dans le stroma.

La chlorophylle a (chl a) est 1l'un des pigments les plus importants
de la photosynthése. Sa structure moléculaire est représentée 3 la
figure 2. Sa structure est composée d'une porphyrine constituée de qua-
tre unités pyrroles substituées (Mauzerall, 1977). Les doubles liaisons
conjugées formant le systéme d'électroms de la molécule serait 1l'unité
importante favorisant une forte absorption de la lumiére. La chl a
absorbe principalement la lumiére dans la région bleue (420-440 nm) et
dans la région rouge (660-680 nm) du spectre visible. La chlorophylle
n'agit pas seulement comme antenne réceptrice de 1l'énergie lumineuse,
mals également comme donneur primaire dans le centre réactionnel. D'au-
tres pigments se retrouvent dans les organismes photosynthétiques, on
les appelle pigments accessoires. Les principales classes sont les

caroténolIdes et les phycobilines.

L'efficacité de la photosynthése est uniforme dans la plus grande
partie du spectre, mais diminue significativement dans le rouge, soit 3

des longueurs d'onde supérieures 3 680 nm (Radmer et Kok, 1977).
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Toutefois, Emerson a démontré que si on ajoute 3 la lumidre de longueur
d'onde 710 nm celle d'une lumiére de plus courte longueur d'onde, 1l'ef-
ficacité quantique de la photosynthése dans le rouge redevient normale
(Emerson, 1958). Ces découvertes suggérent que deux réactions lumineu-
ses différentes sont nécessaires pour obtenir une efficacité photochimi-
que maximale. En 1961, Duysens a &tabli que 1'activité photosynthétique
en présence d'une lumiére de longueur d'onde élevée, attribuée au photo—
systéme I, est associée 3 la chl a et n'est pas accompagnée d'une 1libé-
ration d'oxygéne (Duysens et al, 1961). Le photosystéme II, qui est
activé par des longueurs d'onde plus courtes, est nécessaire 3 la 1libé-

ration d'oxygéne.

Ainsi, chez les plantes vertes, 1l existe deux centres réactionnels
différents ayant de la chlorophylle qui montre des changements caracté-
ristiques d'absorption lumineuse. Les maxima de ces changements d'ab-
sorptioﬁ, dans la région rouge du spectre, sont environ & 680 nm pour
une forme appelée P680 et 3 700 nm pour l'autre forme connue comme étant
le P700. La conversion de la lumiére en énergie chimique est accomplie
via une série de transfert d'électron entre ces deux centres réaction-—

nels (Velthuys, 1980).

1.3 Spectroscople photoacoustique

1.3.1 Historique

Bien que 1'effet photoacoustique repose sur des concepts

relativement anciens, ce n'est que depuis 1973 que cet effet fut
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développé en un outlil spectroscoplique maintenant largement utilisé.
L'effet photoacoustique fut découvert par Bell en 1880 lors de ses tra-
vaux sur le photophone, appareil perﬁettant la transmission des sons a
distance au moyen de rayons lumineux (Bell, 1881). Bell observa que
lorsqu'un faisceau lumineux modulé &tait focalisé sur un solide placé
dans une cellule close, un son audible pouvailt &tre entendu d 1'aide
d'un tube-&couteur rattaché 5 la cellule. Suite 3 une série d'expérien-
ces, Bell démoentra que la nature des rayons produlsant l'effet sonore
dans diverses substances dépendait de la nature des substances exposées
au faisceau lumineux, et que pour chaque substance, les sons détectés
étaient dus 3 1'absorption de 1l'énergle &lectromagnétique. Il nota que
les signaux les plus intenses provenaient de substances poreuses, som—
bres et spongieuses. Bell a attribué la provenance du signal acoustique
d'un solide spongleux 3 un processus cyclique par lequel des pulses
d'alr étaient expulsés et réabsorbés par les pores du solide en réponse
au cycle de chauffage et de refroidissement du solide par le faisceau
lumineux modulé. Motivés par.la découverte de Bell, Roentgen et Tyndall
ont découvert qu'un signal acoustique peut &galement &tre prodult lors-—
qu'un gaz dans une cellule close est 1lluminé par une lumiére modulée
(Roentgen, 188l; Tyndall, 1881). Dans le cas ol le solide est sous
forme d'une minée membrane ou d'un disque flexible, Bell acceptait la
théorlie basée sur 1l'hypothése que la source primaire du signal acousti-
que soit due 3 la vibration mécanique du disque résultant du‘éhauffage
inégal du disque suite 3 1'absorption de 1'énergie lumineuse. Toute-
fols, Preece suggéra que le signal audible &tait essentiellement d aux

changements de volume dans les gaz ou vapeurs, changements produits par

la dissipation et 1'absorption de la chaleur dans 1l'espace aérifére
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(Preece, 1881). Mercadier qui expérimenta également l'effet photoacous-
tique 3 cette é&poque, proposa que le son provenait du mouvement de
vibration engendré par le chauffage et le refroidissement alternés suite

d l'absorption de la radiation intermittente, principalement dans la

couche gazeuse adhérant 3 la surface solide (Mercadier, 1881).

Suite 3 ces travaux préliminaires, 1l'expérimentation sur
1l'effet photoacoustique a été mise en vellleuse. Ce n'est que cinquante
ans plus tard que cet effet fut réexaminé suite 3 la découverte du
microphone qui permettait de détecge: un signal acoustique. En 1938,
Viengerov utilisa 1l'effet photoacoustique pour étudier 1'absorption de
la lumiére infra-rouge dans les gaz afin d'é&valuer ies concentrations
d'espéces gazeuses d'un mélange (Viengerov, 1938). Une année plus tard,
les expériences de Pfund ont présenté& un intérét additionnel & la tech-
nique photoacoustique. En effet, il observa des changements de pression
dans la cellule gridce 3 l'emploi d'une thermopile pour mesurer directe-
ment les changements correspondants de la température du gaz (Pfund,
1939). En 1946, Gorelik fut le premier 3 proposer qué la mesure de la
phase dans le signal acoustique peut &tre utilisée pour examiner la
vitesse de transfert d'énergie entre les degrés de liberté vibrationnels
et trgnslationnels des molécules gazeuses (Gorelik, 1946). En effet, si
le temps d'irradiation est long comparativement au temps requis pour le
transfert d'énergle, alors essentiellement toute 1'énergie' absorbée
apparafitra sous forme de chaleur et les fluctuations de pression résul-
tantes seront en phase avec la radiation incidente périodique. Toute-
fois, en choislissant une fréquence de modulation du faisceau lumineux

telle que le temps d'irradiation soit moindre que le temps requls pour
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que le transfert d'énergie alt lieu, nous verrons apparaltre une partie
de 1l'énergie absorbée sous forme de chaleur périodique et la phase de la

fluctuation de pression sera différente de la radiation incidente.

L'effet photoacoustique &talt principalement utilisé& pour
‘1'étude du temps de vie vibrationnel et autres aspects de dissipation
énergétique dans les sytémes gazeux. L'avénement du laser dans les
années 1970 produisit un essor majeur pour la spectroscopie photoacous-
tique des gaz &tant donné le fait que le signal acoustique varie propor-
tionnellement 3 la puissance du rayonnement incident. Les lasers de
haute pulssance permettalent ainsi 1l'analyse d'espéces gazeuses en fai-
‘bles concentrations dans un mélange gazeux. A partir d'une série d'ex-
périences, Kreuzer démontra qu'il &tait possible de détecter et d'iden-
tifier des espéces gazeuses en concentration aussi faibles que des par-
ties par billion (ppb) (Kreuzer, 1971; Kreuzer et Patel, 1971; Kreuzer
et al., 1972). L'étude photoacoustique des processus de dissipation
énergétique dans les systémes gazeux a été& poursuivie activement par les
travaux du groupe de Robin (Harshbarger et Robin, 1973a; Harshbarger et
Robin, 1973b; Kaya et al., 1974; Robin et Kuebler, 1975; Kaya et al.,
1975). Ce groupe a utilisé les nouvelles techniques optiques et &lec-
troniques pour étudier les effets cinétiques et photochimiques dans les

gaz.

Contrairement 3 l'application de 1la spectroscopie photo-
acoustique dans 1les gaz qul compte plusieurs années d'expertise; la
technique photoacoustique appliquée aux solides fut mise.d part depuis

les premidres expériences de Bell et ce n'est qu'environ quatre-vingt—
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dix ans plus tard qu'elle réappéraissait. Pendant ce temps, aucun déve-—
loppement mathématique de l'effet photoacoustique n'a &té &laboré et il
semble que la premiére tentative 3 ce chapitre fut effectuée par Parker
en 1973 (Parker, 1973). Suite 3 ses travaux, Parker proposa que le type
de gaz employé dans la cellule photoacoustique ne jouait pas un rdle
important.

Depuis la derniére décennie, l'effet photoacoustique des
solides a fortement progressé pour devenir une technique spectroscopique
moderne, extrémement utile pour 1l'investigation des matériaux non-

gazeux.

1.3.2 Théorie de l'effet photoacoustique dans les solides

La théorie de l'effet photoacoustique appliquée aux solides
fut développée par Allan Rosencwalg et Allen Gersho (Rosencwailg et Ger-—
sho, 1976; Rosencwaig, 1978a; Rosencwailg, 1978b). Cette théorie est
basée sur l'hypothése que la source primaire du signal acoustique pro-

vient du débit périodique de chaleur du solide au gaz environnant.

i) Equations du flux de chaleur Il est connu que toute lumidre

absorbée par un solide est convertie en partie ou entiérement en chaleur
par un processus de dissipation &nergétique non-radiatif dans le solide.
Rosencwaig et Gersho formulérent un modé&le unidimensionnel dé flux de
chaleur dans la cellule résultant de l'énergie lumineuse absorbée. Con-
slidérons une cellule photoacoustique cylindrique (figure 3)'de diamétre
D et de longueur L. On suppose que la longueur L est petite comparée 2

la longueur d'onde du signal acoustique. L'échantillon est considéré
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comme ayant la forme d'un disque de diamétre D et d'épaisseur L. Le
matériel de support constitue un conducteur thermique pauvre d'épaisseur
Y et 1la longueur de la colonne de gaz dans la cellule est représen-

tée par Qg dont l'expression est la suivante:

fg =L = L -y

Définissons les paramétres suivants:
3t conductivité thermique du matériel j (cal cm_1 sec_l OC_l)

P35t densité du matériel j (g cm'3)

Cj: chaleur spécifique du matériel j (cal gm~l oc~l)

4= (Kj/ijj): diffusivité thermique du matériel j (cm—zsec—l)

aj= (w/Zaj)é: coefficient de diffusion thermique du matériel
j (em™h)

uy= l/aj: longueur de diffusion thermique du matériel j (cm)

ol j peut &tre remplacé respectivement par la lettre s, g ou b pour
le solide, le gaz et le matériel de support; ) dénote la fréquence de

modulation du faisceau lumineux incident en radians par seconde.

Supposons une source lumineuse modulée sinusoldalement avec une
longueur d'onde incidente A sur le solide, l'intensité est alors expri-

mée par la relation

I =4I, (1 + cos wt)’ (L)
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oi I, correspond au flux lumineux incident (W cm'z).

Soit B, le coefficient d'absorption optique (cm_l) de 1'échan—
tillon solide pour la longueur d'onde A, alors la densité de chaleur

produite 3 n'importe quel point x dd 3 la lumiére absorbée 3 ce point

est donnée par la relation suivante:
iBIoeBx (1 + cos wt) (2)

L'étape suivante dans l'approche de Rosencwalg et Gersho est d'éta-
blir les &quations de diffusion thermique. Tenant compte de la distri-
bution de la source de chaleur, l'équation pour le solide peut &tre

écrite sous la forme

9% 1 3¢

— = —— —Ae

5 Bx (1 + eiwt)
ox OLS ot

pour -% < x<0 (3)

ol ¢ correspond 3 la température, i 2 V-_l et A A BIon/ZKj. n
est 1'efficacité de la conversion de la lumidre absorbde en chaleur par
les processus de dissipation &nergétique non-radiatifs 3 la longueur
d'onde A. Pour le matériel de support et le gaz, les &quations de

diffusion thermique sont respectivement les suivantes:

3% 1 3¢

—5 = — pour—(Q,+Q,b)SxS-»Q (4

ox OLb ot
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2
3% 1 96

5 _—— pour 0<x< & (5
2x°  ag Bt g

Le second terme dans l'équation (3) est absent pour les &quations
relatives au matériel de support et au gaz, car on les assume optique-
ment transparents. La partie réelle de la solution du terme complexe de
.¢(x,t) représente la température dans la cellule relativement 3 la tem-
pérature ambiante en fonction de la position et du temps. Ainsi, 1la
température réelle dans 1la cellule photoacoustique est donnée par

l'expression
T(x,t) = Re[$(x,t)] + ¢

ol Re dénote "la partie réelle de"” et ¢ est la température

ambiante.

La solution des &quations (3-5) est obtenue en appliquant les con-
ditions limites appropriées. Ces conditions limites doivent satisfaire
lgs exigences de température et de continuité du flux de chaleur aux
frontidres de 1'échantillon (i.e., 3 x = 0 et x = —2) aussi bien qu'aux
frontiéres des parois de la cellule {(i.e., 3 x = lg et x = —(2'+ Qb))qui

sont considérées 3 température ambiante.
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ii) Distribution de la température dans la cellule L'intérét

du traltement porte sur la connaissance de la variation de la tempé&ratu-—
re, $ (x,t), dans la cellule en fonction Ae la position et du temps. La
solution générale pour ¢ (x,t) peut &tre écrité comme sult:
(6)
1/ (x + 2 + )W, + Welop(x¥+2) + dut] pour —( &+ ;) <xs-L
¢ (x,t) ={e; + esx + deBX + [UeTsX + Ve~ 0sX- EeBXjelWt  pour -g<x<0
(1 - x/Q,g)e0 + fe(-0Ogx + dwt)  ,our OSXSQg
ol W, U, V, E et O sont des constantes de valeurs complexes;
e;, ez, d, W, et 90 sont des <constantes de valeurs réel-
les et oy = (1 + i)aj avec aj = (w/2aj)%. I1 est a
noter que § et W représentent respectivement les amplitudes complexes
des températures périodiques 3 la frontiére gaz—&chantillon (x = 0) et 3
la frontiére é&chantillon-matériel de support (x = —-%) tandis que les
quantités W, et O, dénotent respectivement les composantes dc de
la température aux frontiéres x = -2 et x = 0. Les quantités E et d
déterminées par la fonction en (3) sont données par les expressions sui-

vantes:

d = -a/8? | (7
E = a/(8% -0d) = BI /2K, (B - 02) (8)

avec N =1

Ainsi, la distribution de température dépendante du temps dans la
cellule comporte une composante ac et dc de méme qu'une composante expo-—

nentielle croissante. Toutefois, ce dernier terme n'est pas présent
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dans la solution généréle (6) pour 1e.gaz et le matériel de support, car
pour toutes les fré&quences w d’intérét,’la longueur de diffusion thermi-
que (uj) est petite comparativement &8 la longueur du matériel dans le
gaz (lg) et dans le matériel de support (Ly). Ainsi, les composan-
tes s8inusoIdales de ces solutions sont suffisamment att&nuées pour

qu'aux parois de la cellule, elles soient effectivement nulles.

En &tablissant les conditions fronti@res aux surfaces gaz-&chantil-
lon et matériel de support-&chantillon et en effectuant les opérations
obtenues sur les composantes dc de 1'&quation (6), il est possible de
déterminer les coefficients ey, ep, d, W, et 85. De la méme
fagon, en appliquant les opfrations sur les composantes ac de 1l'é&quation
(6), les coefficients E, U, V, W et 8§ pourront &tre d&terminés. Ces
solutions (voir Annexe A) permettent d'é&valuer la distribution de tempé-
rature dans la cellule en terme de paramétres optiques, thermiques et
géométriques du systéme. Il est 3 mentionner que seulement la partie ac
est importante pour la production du signal acoustique. Ainsi, la solu-
tion explicite de 6, qui correspond 3 l'amplitude complexe de la tempé-

rature 3 la frontidre gaz-&chantillon (x = 0), est donnée par 1'expres-

sion
(9)
. B F} S 1) +1)e% T = (r + 1)(b - 1)e- %% + 2(b - r)e‘BQ]
TR - =N (5 + Db+ %" = (5 - Db - Det |
ol b = Kpap/Kgag
g = Kgag/Kgag
r = (1 - 1)8/2a4
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L'Equation (9) est &valufe pour des valeurs de paramétres spécifi-
ques donnant un nombre complexe comportant les parties réelle et imagi-
naire 91 et 02 qui déterminent respectivement 1les composantes en
phase et en quadrature pour la variation de température périodique 3 1la
surface x = 0. Spécifiquement, la température actuelle 3 x = 0 est don-
née par la relation

T(0,T) = ¢ + 60 + 8, cos wt - 92 sin wt (10)

1

ol ¢ est la température ambiante et 6, est 1'augmentation de 1la
température due 3 la composante de 1'&tat stationnaire de la chaleur

absorbée.

iii) Production du signal acoustique La variation de tempéra-

ture pé&riodique dans le gaz est donnée par la composante sinusoldale

(ac) de la solution (6)
8 (x,t) =86 exp(-0 x + iwt) (11)
ac g
En prenant la partie réelle de (l1l), on obtient la variation de
température physique actuelle dans le gaz qui est donnée .par 1l'expres-

sion

Tac(x,t) = ¢ X [elcos(mt - agx) —62 sin(wt - ggx)] (12)
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La variation de la température dépendante du tempé dans la phase
gazeuse en fonction de>la distance de la surface de 1'échantillon est
présentée 3 la figure 4. On remarque que la variation de température
s'atténue rapidement de zé&ro jusqu'a la distance 2nug. La couche
d'épaisseur 2nug de la surface du solide est alors définie comme la cou-
che pouvant répondre thermiquement 3 la température périodique. Le gaz
dans cette couché s'expand et se contracte périodiquement et agit comme

un piston sur le reste de la colonne de gaz.

En mesure de déterminer le déplacement §x(t) de cette limite, il
est nécessaire de connaftre la température moyenne $(t) dans cette cou-

che, c'est—-3-dire

2mu
_ 1 &
¢(E) = Cbac (x,t)dx
2T
(6]
l .
b (L) = gel(wt = m/4) (13)

ZHVE

A partir de la loi des gaz parfaits, le déplacement de ce piston

gazeux est exprimé par la relation

6x(t)_ 2nug
F(r)y T,
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Figure 4. Répartition de la température dans la couche
gazeuse adjacente a@ 1'interface solide-gaz pour différentes

valeurs de wt.
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O_ug ei(wt - n/4) (14)

TV

d'od 6x(t) =

ol T, est la somme de la température ambiante et de la compo-
sante de la température 3 la surface 301ide. En assumant que la colonne
de gaz répoﬁd 3 1l'action du piston de fagon adiabatique (sans &change de
chaleur) et en utilisant la variation de pression actuelle A p(t), on
obtient une forgule explicite correspondant 3 la variation de pression

sinusofdale (voir Annexe B)
(15)

2 L

BIOYPO (r-l)(b+1)e°s2 - (r+l)(b—1)ef°s + 2(b—r)e—8

21<S.ngalgjro(e2 - VZ (g+1) (b+1)e%s® - (g-1) (b-1)e s*

Aux températures les plus courantes, T, =%, les composantes dc
de la distribution de température n'ont pas besoin d'@tre &valuées.
Ainsi, le dé&veloppement de Rosencwalg et Gersho permet de déterminer
l'amplitude et la phase de l'onde de pression acoustique produite dans

la cellule par effet photoacoustique.

iv) Cas spéciaux L'expression de §P(t) est difficile d'inter-

prétation due 3 la formule complexe de Q. Toutefols, en cpnsidérant
certains cas spéciaux, l'expression de Q peut devenir relativement sim-
ple; c'est le but que se sont fixé&s Rosencwaig et Gersho en groupant ces
différents cas selon l'opacité optique des solides. Pour chaque catégo-

rie d'opacité optique, trois cas ont &té considérés en fonction de
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l'amplitude relative de la longueur de diffusion thermique (pg), de
l1'épaisseur de 1l'échantillon (%) et de la longueur d'absorption optique
(UB). Dans tous les cas considérés, on suppose que g< b et b=1;
c'est—-d-dire que Kgag< Kbab et Kbab: Ksas. Pour les six cas illustrés a

la figure 5, on dé&finit

YP,I,

Y = ——
29,T\2

un terme constant apparaissant dans l'expression de Q.

1) Solides optiquement transparents (u8>l) Dans ce cas,

la lumiére est absorbée sur toute la longueur de 1l'échantillon et une

partie de la lumiére est transmise 3 travers le solide.

A) Solides thermiquement minces (ng>>%; us>u8)

Dans ce cas, on pose comme approximation que
- +
e BL ~ 1-8%, e %= 1 et |zl >1

En remplagant ces termes dans 1'8quation (15), on

obtient comme expression:

LY (1-1)RY (Ub)
Q= —— (8- 2ab - i8) =

Zagabe zag (Kb)

(16)
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Le signal acoustique est donc proportionnel 3 BR{ et
varie selon. w-l. De plus, les propriétés thermiques du matériel de

support sont considérées dans 1l'expression de Q.

B) Solides thermiquement minces (Mg>%; us<§u8)

Ici, on pose

-B L

+
e ~ 1 - B4, e_GQ

s = 10 fet lrl <1

Le signal acoustique devient alors

BLY
Q= ———— [(g2 + 2a2) + 1(BZ - 2a2))]
3 S S
4Ksagasb
(1-1)82 (up)
o - bp) (17)
2a, (Kp)

Le signal est proportionmnel 2 B% et varle selon w
De plus, 1l'expression de Q dépend des propriétés thermiques du matériel

de support.

C) Solides thermiquement &pais (us<2; us<<UB)

En appliquant pour ce cas les approximations

e—Bi': 1 - BY, e‘osg = 0 et |r| <<1
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dans 1'équation (15), nous obtiendrons 1l'expression sulvante du signal

acoustique,

-1Bu (us) y (18)

Q =
2ag (KS)

Le signal est donc proportionnel 3 Bug, ainsi,
seulement la lumiére absorbée dans les premiéres couches de 1'é&chantil-
lon contribue au signal en dépit du fait que la lumiére est absorbée sur
toute la longueur de 1'échantillon. De plus, &tant donné que Hg<§,

les propriétés thermiques du matériel de support sont remplacées par

celles du solide et l'expression de Q varie selon w=3/2,

2) Solides optiquement opaques QJB<Q) Dans ce cas, la

plupart de la lumiére est absorbée sur une faible distance comparative-
ment 3 la longueur de l'échantillon et essentiellement aucune lumildre

n'est transmise.

A) Solides thermiquement minces (u g>>%4; us>>u8)

Ici, on pose que
e Bl 0, ef9%% L 1 et || >>1
et on obtient pour l'expression de Q la relation

Q = (1-1) ~ (uy) v . (19)

2ag (Kb)
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Dans ce cas, on est en pré&sence d'un phé&noméne de
saturation optique dans le sens que le signal acoustique est indé&pendant
de B. L'expression de Q dépend des propri&tés thermiques du matériel de

support et varie selon w L.

B) Solides thermiquement &pais (ug<%, us>u8)

On pose que

e Bl =0, e"0sd = 0 et |r|>1

et on obtient

Y (1-1)  (ug)
Q= ————(B - 2a, - 18)=

ZagaSKSB Zag (KS)

(20)

L'équation (20) est analogue a 1l'é&quation (19), sauf
que les param@tres thermiques du matériel de support sont remplacés par

ceux du solide.

C) Solides thermiquement &pais (US<<1; US<UB)

Ici, on pose que

e Bl= g, e 0%~ 0et|r| <l
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et en remplacant ces expressions dans 1'équation (15) on obtient

-1BY —-18ug (ug)
Q = ——— (2a, - B + iB) =

3
.4agaSKS Zag (Ks)

(21)

Y

Optiqueﬁent, nous sommes en présence d'un solide trés
opaque (Bl>>1).' Toutefols, 11 ‘est 3 noter que pour Bug<l (i.e.,
Mg < UB), le solide n'est pas en saturation optique et tout comme le
cas C du point‘D, seulement la lumiére absorbée dans les premidres cou-
ches contribuera au signal acoustique. Ainsi, méme sl le solide est
optiquement opaque, le signal acoustique est proportionnel 23 BUS-
De plus, le signal est d&pendant des propriéfés thermiques du solide et

varie selon ur3/2.

L'effet photoacoustique repose donc sur une théorle
qui est fonction des trois paramé@tres sulvants: 1'&paisseur de 1'éEchan-
tillon (&), la longueur d'absorption optique (uB) et la Jlongueur de
diffusion thermique (ug). Dans certalnes situations ol les caracté-
ristiques de ces param@tres ne sont pas comprises dans les cas spéciaux
décrits ci-haut, 11 est nécessaire d'utiliser l'expression exacte déve-
loppée par Rosencwaig et Gersho (15) pour déterminer le signal acousti-
que. Cependant, il est 3 noter que l'épaisseur de 1'&chantillon et la
longueur de diffusion thermique sont ajustables; le premier lors de la
préparation de 1'échantillon, le second par 1l'intermédiaire de 1la

fréquence de modulation. Il est donc possible de fixer les conditions
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expérimentales, de sorte que nous puissions apporter une interptétation
de nos données expérimentales sur une base satisfaisant les principes

théoriques.



CHAPITRE 2

MATERIEL ET METHODES

2.1 Produits utilisés

La pureté des produits utilisé&s joue un r8le déterminant dans cette
&tude, particuliérement lors des expériences sur les mono- et multicou-
ches de chl a. En effet, la réussite des manipulations entourant cette
technique dépend fortement de la qualité des produits employés. La pro-
venance des produits de méme que leurs propriété&s et/ou puretés sont

indiqués dans le tableau 1.

2.2 Extraction et purification de la chlorophylle a

L'extraction et la purification de la chl a, provenant de feuilles
d'épinards, furent effectufes selon la méthode d'Omata et Murata (Omata
et Murata, 1980). La premidre &tape de cette méthode consiste 2
extraire partiellement la chl a par précipitation au dioxane et dans une
seconde partie, la chl a est s&par&e des autres pigments par chromato-
graphie sur colonne. Dans cette dernidre &tape, deux types de colonnes
sont utilisées pour isoler et pour purifier la chl a: dans un premier
temps, le DEAE-sé&pharose CL-6B est utilisé dans la colonne pour &liminer
les caroténofdes et certains lipides, puis une seconde colonne contenant

le sépharose CL-6B permet de sé€parer la chl a de la chl b.
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CARACTERISTIQUES DES PRODUITS UTILISES

Produit

Provenance

Propriété et/ou

pureté

acide arachidique
acide sulfochromique
benzéne

chloroforme
chlorophylle a

chlorure de cadmium

eau

éthanol

éther &thylique
feuilles (plante)
hydroxyde de sodium
lécithine bovine

méthanol

paraffine
tampon trizma HC1

tampon trizma base

Applied Science Lab Inc.

Fisher Sci. Co.
Anachemia Chem. Ltd
J.T. Baker

Extraction (voir sec-
.tion 2.2)

J.T. Baker

Lab. U.Q.T.R.

BDH Chemicals Ltd-
BDH Chemicals Ltd

Impatiens petersiana

Fisher Sci. Co.

Applied Science Lab. Inc.

Anachemia Chem Ltd

Fisher Sci. Co.
Sigma
Sigma

2 997

99.5% - distillé*
réactif A.C.S.
99.5% ~ distilléx*

99.27% - anhydre
distillée*-déminéralisée
résistivité: 18 meg-
ohms.cm

tension superficielle:

2 70 £ 1 dynes cm™ L
95.0%

99.7%

réactif A.C.S.
réactif A.C.S.

99.87 - distillée*
point de fusion: 57-62°C

* produit distillé dans nos laboratoires.
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- Plusieurs méthodes expérimentales sont utilisées poﬁr vérifier 1la
pureté de la chl E& Les principales techniques sont les suivantes: 1la
chromatographie sur couche mince, la chromatographie liquide 3 haute-
performance (HPLC) et les isothermes de pression de surface. Cette der-
niére technlque consiste 3 mesufer l'aire moléculairé d'une monocouche

de chl a déposée a l'interface air-eau sous une pression de surface

déterminée.
La technique d'extraction de la chl a développée par Omata et Mu-
rata a l'avantage de séparer la chl a des autres pigments photosynthéti-

ques avec un trés bon rendement et un haut niveau de pureté.

2.3 Spectrométre photoacoustique

-

Un spectrométre photoacoustique 3 simple falsceau avec une lampe au |,
Xénon de 1000 W (Schoeffel Inst. Corp.) est utilisé dans cette &tude.
Le diagramme schématique du spectromé@tre photoacoustique est représenté
d la figure 6. Le falsceau lumineux provenant de la lampe passe 3 tra-

-

vers un monochromateur 3 réseau (Schoeffel Inst. Corp. GMA250) de dis-

tance focale 25 cm et d'une dispersion de 3.6 nm mm~l. Le faisceau

monochromatique est modulé a une fréquence variant de 25 3 1000 Hz 4
1'aide d'un disque rotatif mécanique relié 3@ un contrdleur de fréquence
(Bentham 218F). Le faisceau lumineux est ensuite focalisé et féfléchi 3
1'aide d'un miroir (distance focale 15 cm) sur la cellule photoacousti-

que qui contient 1l'échantillon. Le signal acoustique détecté& par le

microphone est préamplifié avant d'@tre acheminé 3 un amplificateur
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synchrone (Ithaco/Dynatrac modéle 393) qui est directement relié au con-
trdleur de fréquence. Le signal provenant de l'amplificateur peut alors

-

étre traité 3 1l'aide d'un micro-ordinateur (Challenger II).

Pour les spectres photoacoustiques, le signal mesuré& correspond au
signal acoustique provenant de 1'échantillon divisé par le signal acous-
tique provenant du noir de charbon, utilisé comme référence. Le noir de
charbon est un milieu entiérement absorbant qui dissipe sous forme de
chaleur toute absorption lumineuse. De cette fagon, les variations dans
1'intensité lumineuse de la lampe au Xe en fonction du temps 3 différen-—

tes longueurs d'onde sont considérées dans la mesure du signal acousti-

que. Dans certalnes mesures, la phase du signal est ajustée afin
d'obtenir le signal maximum provenant de 1'échantillon. En utlilisant
2

une intensité lumineuse de 1 mW cm™“ 3 100 Hz avec le noir de char-
bon comme référence, nous obtenons un rapport signal/bruit se situant 3
2500 comparativement 3 la valeur déterminée ultérieurement, solt de 3600
(Ducharme et al., 1979). Les spectres photoacoustiques de la chl a dans
différents systé@mes modéles ont &té déterminés en faisant varier, dans
certains cas, les paramétres suivants: vitesse de balayage, ouverture

des fentes et le temps de réponse. Le cholx des paramétres employés

sera justifié& dans la partie Résultats et discussion.

2.4 Spectrométre UV-visible

Les spectres électroniques pour chacun des &chantillons des systé-

mes &tudiés ont été déterminés en utilisant un spectrophotométre a
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double faisceau Cary 17D. Dans la plupart des cas, ces spectres furent
enregistrés avant et aprds les mesures photoacoustiques afin de vérifier

1'éventuelle possibilité d'une dégradation de la chl a.

2.5 Description des méthodes

2.5.1 Préparation des films solides de chlorophylle a En pre-

mier lieu, la chl a est mise en solution dans différents solvants a des
concentrations variant de 1.2 3 6.2 X 1074 M, afin d'&tudier les
interactions entre la chl a et les molécules de solvants. Les solvants
utilisés dans cette &tude sont le benzéne, 1'éther &thylique et le chlo-
roforme. Par la suite, de 15 3 50 ul de la solution est déposée sur des
lamelles de verre ou de quartz préalablement rendues hydrophiles, par un
lavage 3 1'éthanol bouillant et immersion dans de 1l'acide sulfochro-
mique, ou hydrophobes, par un lavage 3 1l'&thanol. Les films solides se
forment sur les lamelles en laissant &vaporer le solvant sous diffé-
rentes conditions: soit 3 1l'air libre, sous un jet d'azote ou sur une

plaque chauffante.

Lors de 1l'étude des interactions eau-chlorophylle, les films
solides de chl a furent placés dans un contenant en verre clos dans
lequel un bé&cher d'eau fut placé afin d'obtenir un milieu humide 3 tem
pérature ambiante qui favoriserait les interactions entre les-molécules
de chl a et d'eau. La pression de vapeur d'eau dans le contenant se
situe 3 17.54 mm de Hg 3 la température ambiante (20°C) (CRC Handbook of

chemistry and physics, 66 ed., 1985-1986, p. D-190). Pour assécher
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le méme é&chantillon, ce dernier est placé dans un dessicateur contenant
du P905 pendant environ vingt-quatre heures. Cette procédure
n'élimine toutefois pas la totalité des molécules d'eau présentes dans

les films solides de chl a.

2.5.2 Préparation des solutions solides de chlorophylle a Sem

blable & la technique des films solides de chl a, les solutions solides
sont formées sur lamelles de quartz hydrophiles en déposant un volume,
variant de 75 d 200 ul, d'un mélange chl a:phosphatidylcholine (bovine)
dans des proportions molaires 1:25 et 1:206. ~Le solvant employé& pour
les solutions de chl a et de lécithine bovine est le chloroforme et les
solutions solides de chl a sont fbrmées en évaporant le solvant avec un

jet d'azote. Ce jet est dirigé directement vers 1l'é&chantillon 3 1l'aide

d'un entonnoir inversé.

2.5.3 Préparation des films monomoléculaires de chlorophylle a

Les mono- et multicouches de chl a furent déposées sur des lamelles de
quartz de forme circulaire (diamétre 2.5 cm) en suivant la technique de
Langmuir-Blodgett (Langmuir, 1917). Les diverses caractéristiques
entourant l'utilisation du systéme, pour 1'étude des monocouches 3 1'in-
terface air-eau ainsi que de la déposition des films monomoléculaires
sur un support solide, ont &té expliquées antérieurement (Munger, 1979).
Les lamelles de quartz, préalablement rendues hydrophiles par.un lavage
dans de 1'éthanol bouillant puis par immersion dans de l'acide sulfo-
chromique, furent assemblées 2 x 2 4 1'aide de paraffine afin d'obtenir

une mono- et une multicouche de chl a sur un seul c6té de la lamelle-.
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. Les monocouches de chl a ont &té déposées sur des lamelles de quartz
hydrophiles et dans certains cas, ces dernid&res furent neutralisées avec
une solution NaOH, 0.0lN, pour éviter la dégradation possible de 1la éhl
a en phéophytine au contact des lamelles acides. Pour ce qui a trait
aux multicouches de chl a, celles-ci ont &t& dépos€es sur une base.
hydrophobe qui est constituée de cinq (5) monocouches d'arachidate de
cadmium. La déposition de la monocouche du sel de 1l'acide gras fut
effectuée 3 une pression de surface de 30 mN n~l en utilisant un
tampon Tris—-HC1 1073 M (pH 8.5) comme sous—phése, tandis que les
mono~ et multicouches de chl a ont &té déposées 3 une pression de sur-
face de 20 mN m~! avec 1'utilisation du méme tampon comme Sous-
phase. _Seulement les lamelles ayant des rapports de déposition de

1.0 0.1 ont é&té utilisées pour les &tudes spectroscopiques.

Toutes les expériences ont &té men&es en prenant soin de conserver
les mémes conditions expérimentales (température ambiante, tempé&rature
de la sous-phase, pourcentage d'humidité&, vitesse de déposition ...)
afin d'assurer une reproductibilité dans les ré&sultats expérimentaux.
Finalement, la normalisation de certains spectres &lectroniques a &té
effectuée 3 1l'aide d'un traitement informatique afin de comparer les

résultats spectroscopiques entre &chantillons poss&dant différents nom-—

bres de monocouches de chl a.

2.5.4 Systémes in vivo Pour les expériences mettant en jeu des

mesures photoacoustiques de feuilles provenant d'Impatiens petersiana,

un cercle de 1.8 cm de diamétre fut découpé dans la feuille. Cet
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échantillon a &té directement introduit dans la cellule photoacoustique.

Pour la crolssance de l'lmpatiens petersiana, quatre lampes au néon de
35 W chacune, placées 3 une distance d'environ uﬁ métre de la plante,
furent utilisées en prenant soin de régler le temps d'exposition 3 huit
heures/ jour. Dans quelques expériences, un faisceau actinique d'une
lampe tungsténe—quartz halogéne &tailt ajouté au faisceau modulé afin de
saturer l'effet photochimique de la feullle. Les raisons de ce phé&no-
méne seront expliquées ultérieurement. Le faisceau actinique, directe-
ment focalisé sur 1'&chantillon, a une intensité& lumineuse maximale de
32 W m™2 et son spectre posséde un maximum 3 680 nm. A l'occasion,
des filtres sont employés pour diminuer l'intensité du faisceau actini-
que. Afin de maintenir 1l'intensit& lumineuse constante au cours des
expériences, une plaquette d'aluminlium a &té insérée dans le parcours du
faisceau actinique afin d'éviter d'éteindre et d'allumer constamment la

lampe.



CHAPITRE 3

RESULTATS ET DISCUSSION

3.1 Films solides de chlorophylle a

La chl a en état solide constitue une &tude particuliérement impor-
tante, car la chl a dans cette forme simule plgsieurs des propriétés de
la chlorophylle in vivo. Dans les films solides, les mouvements molé&cu-
laires sont restreints et en général, si une orientation spécifique des
molécules est requise pour qu'une interaction particulidre sur?ienne,
celle-ci aura lieu seulement si ces molé&cules sont correctement orien-
tées l'une par rapport 3 l'autre ou si seulement de faibles changements
dans l'orientation des molécules sont requis. Les phénoménes dans les
films sont donc tré&s sensibles aux conditions auxquelles ils sont for-
més, et spécialement dans le cas de la chlorophylle, ceci devrait reflé-
ter 1'état de la chl a dans les solvants auquel le film solidé fut
formé. C'est pourquoi dans cette &tude on portera une attention parti-
culiére sur les conditions expérimentales lors de la formation du film

solide de la chl a.

L'état de la chl a est largement déterminé par les propriétés de
coordination de 1l'atome central de magnésium. Dans la structure molé&cu-
laire de la chl a, l'atome de magnésium est 1i& aux quatre atomes

d'azote des anneaux pyrroles de la molécule 3 l'aide de quatre liens de



41

coordination (figure 2 ). Toutefols, des &tudes par spectroscopie &lec-
tronique (Fong et al., 1977a; Brace et al., 1978; Cotton et al., 1978;
Warshel, 1979), infra-rouge (Katz et al., 1963; Ballschmiter et Katz,
1969; Shipman et al., 1976) et résonnance magnétique nucléaire (Closs et
al., 1963; Katz et al., 1972; Katz et Janson, 1972; Trifunac et Katz,
1974; Ag;ahaﬁ et Smith, 1983) ont montré que dans la plupart des systé-
mes &tudiés, l'atome central de magnésium possédait un nombre de coordi-
nation supérieur 3 quatre. La spectroscople photoacoustique fut utili-
sée afin de vérifier si, par des mesures de dissipation thermique de 1la
molécule suite 3 l1l'absorption de 1l'é&nergie lumineuse, des informations
supplémentalres ne pourralent &tre tirfes sur les types d'agrégats for-

més dans les films solides de chl a.

De nombreuses E&tudes furent effectuées sur les &tats d'agrégation
de la chl a en films solides (Ballschmiter et al., 1969; Ballschmiter et
Katz, 1972; Fong et Koester, 1975) de méme que sur les interactions eau-
chlorophylle (Strouse, 1973; Fong et Koester, 1976; Fong et al., 1977b;
Fong et al., 1978). Le mo&éle le plus fréquemment proposé& pour les
agrégats de chl a hydratés est une interaction entre une molécule de
chl a et une molécule d'eau résultant d'une part, de la coordination de
1'oxygé&ne d'une molé&cule d'eau avec l'atome de magnésium d'une molé&cule
de chl a et d'autre part, des liens entre les atomes d'hydrogéne de
cette méme molécule d'eau et les fonctions ester (C-10) et cé&tone (C-9)

d'une autre molécule de chl a.
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Le groupe de Katz a démontré que ces types d'interactions peuvent
former des agrégats de grandes dimensions qul montre un fort déplacement
vers le rouge dans le spectre &lectronique (Katz et al., 1968). Pour ce
qui est des agrégats anhydres de chl a, le mod&le couramment accepté est
une interaction chl a-chl a mettant en jeu une liaison intermoléculaire

de la fonction cétone avec l'atome de magnésium.

3.1.1 Paramétres expérimentaux Un des nombreux avantages de la

spectroscopie photoacoustique est la possibilité d'obtenir des spectres
d'émission de chaleur d'un &chantillon & différentes profondeurs en
variant la fréquence de modulation du faisceau lumineux incident. En
effet, la longueur de diffusion thermique de 1'é&chantillon (ug) aug-
mente lorsqu'on diminue la fréquence de modulation (w ) comme le dé&mon-

tre la formule suivante:

od ag correspond 3 la diffusivité thermique de 1'échantillon.

Basé sur cette propriété&, plusieurs &tudes du profil de
profondeurs furent publiées sur divers &chantillons (Adams et Kirk-
bright, 1977; Carpentier et al., 1983b; Yun et Seo, 1983; Cesar et al.,
1983). Une faible fréquence de modulation entraine donc une augmenta-
tion du signal acoustique. Ainsi, afin d'obtenir une bonne intensité du

signal, tous les spectres ont &té enregistrés 3 une fréquence de modula-

tion relativement faible, soit celle de 85 Hz. L'ouverture des fentes a



43

&té fixée 3 1.5 ou 2.0 mm selon le cas, pour combiner la résolution de
la bande passante et 1l'intensité de 1'énergie lumineuse. La vitesse de
balayage et le temps de réponse étant des paramé@tres qul sont directe-
ment reliés 1l'un par rapport 3 l'autre, ces dernlers furent dé&terminés

afin d'obtenir les conditions spectroscopiques optimums.

3.1.2 Propriétés spectrales La figure 7 montre un spectre pho-

toacoustique et &lectronique d'un film solide de chl E_formé a partir de
1'évaporation de 20 U1l d'une solution 4.86 X 10™4 M de chl a dans le
benzé&ne. On remarque sur le spectre photoacoustique qu'en plus des ban-
des principales situfes vers 440 et 678 nm pour les r&gions bleue et
rouge du spectre visiblé, quelques &paulements sont pré&sents dont les
amplitudes varient selon 1'é&chantillon &tudié. On ne retrouve pas tou-
jours d'&paulements sur les spectres photoacoustiques des films solides
de chl a, toutefois, lors de la présence de ces derniers, leurs posi-
tions sont sensiblement les mémes d'un spectre 3 l'autre. Il est 3 men-
tionner que dans certains cas, une moyenne variant de trols & dix spec-
tres a &t8 effectufe pour le méme &chantilllon afin de bilen différencier
ces &paulements de 1'éventuelle possibilité qu'il ne s'agisse que de

bruit de fond.

Les tableaux 2 et 3 présentent la position des bandes prin-
cipales et de leurs &paulements, s'il y a lieu, respectivement pour les
spectres photoacoustiques et €&lectroniques des films solides de chl a
déterminés sous différentes conditions. Il est & noter que les spectres
‘photoacoustiques ont &té enregistrés seulement pour la région rouge du

spectre afin de diminuer la possibilité& d'une dé&gradation de la chl a
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PARAMETRES EXPERIMENTAUX ET PROPRIETES DES SPECTRES PHOTOACOUSTIQUES DE

Tableau 2

FILMS SOLIDES DE CHLOROPHYLLE A

Solvant Concentration Ouverture Vitesse Temps de Position Epaulements
chl a de de réponse du
fentes balayage maximum
(mm) (nm min 1) (s) (nm) (nm)
benzéne 20 pl 3.7 X 1074 M 2.0 25 4.00 676 694,716
benzéne 10 il 3.7 X 1074 M 2.0 25 1.25 677 ——
benzéne 10 pl 3.7 X 1074 M 2.0 25 1.25 678 -
benzéne 20 pl 3.7 X 1074 M 2.0 25 4.00 678 692,720
benzéne 20 ul 3.7 X 1074 M 2.0 25 4.00 679 694,720
benzéne 20 pl 3.7 X 1074 M 1.5 5 12.50 679 694,721
benzane 20 ul 3.7 X 1074 M 1.5 25 4.00 679 —
benzéne 20 pl 3.7 X 1074 M 1.5 5 12.50 676 694,720
benzéne 20 pl 3.7 X 1074 M 1.5 5 12.50 678 694,718
benzé&ne 20 ul 3.9 X 1074 M 1.5 5 12.50 678 -—

(4)*

(6)

(7)
(3)
(10)

(3)

Sy



Tableau 2 (suite)

Solvant Concentration Ouverture Vitesse Temps de Position Epaulements
chl a de de réponse du
fentes balayage maximum
(um) (om min™1) (s) (nm) (nm)
benzéne 20 ul 3.9 X 1074 1.5 5 12.50 676 — (3)
benzéne 20 ul 4.4 X 1074 1.5 5 12.50 675 -— (3)
benzdne 20 w1 4.3 X 1074 1.5 5 12.50 677 694,718  (10)
benzane 20 pl 6.0 X 1074 1.5 5 12.50 675 -
benzéne 20 pl 6.0 X 1074 1.5 5 12.50 676 _—
benzéne 20 ul 3.3 X 1074 1.5 5 12.50 678 694,718
benzéne 20 pl 3.3 X 1074 1.5 5 12.50 678 694,718 (3)
benzane 20 ul 3.3 X 1074 1.5 5 12.50 678 694,718 (6)
benzéne 25 ul 4.4 X 1074 1.5 5 12.50 675 _—
benzéne 20 1l 4.1 X 1074 1.5 10 4.00 675 —_—
benzéne 25 ul 6.2 X 1074 1.5 25 4.00 675 _—

9%



Tableau 2 (suite)

Solvant Concentration Ouverture Vitesse Temps de Position Epaulements
chl a de de réponse du
fentes balayage maximum
(mm) (nm min 1) (s) (nm) . (om)

benzéne 20 ul 3.9 X 1074 M 1.5 5 12.50 678 694,719 (10)
benzéne 18 ul 6.2 X 1074 M 1.5 25 4.00 675 —_—
éther

éthylique 10 ul 3.7 X 1074 M 2.0 5 4.00 676 _—
éther

éthylique 10 pl 3.7 X 1074 M 2.0 25 4.00 677 694,716
éther

éthylique 10 ul 3.7 X 1074 M 2.0 25 1.25 676 -—
éther

éthylique 20 ul 6.0 X 1074 M 1.5 5 12.50 679 ——
éther

éthylique 5 ul 3.7 X 1074 M 2.0 25 4.00 676 720
&ther :

dthylique 20 Ul 4.9 X 1074 M 1.5 5 12.50 ' 675 -

Ly



Tableau

2 (sulte)

Solvant Concentration Ouverture Vitesse Temps de Position Epaulements
chl a de de réponse du
fentes balayage maximum
(mm) (nm min_l) (s) (nm) (nm)

éther

éthylique 20 Ul 4.9 X 1074 1.5 5 12.50 675 —
éther

éthylique 20 ul 4.9 X 1074 1.5 5 12.50 676 _—
éther

éthylique 20 ul 4.9 X 1074 1.5 5 12.50 676 —
éther

éthylique 10 ul 8.0 X 1074 2.0 25 4.00 677 716 nm
éther

gthylique 20 M1 4.9 X 1074 1.5 5 12.50 676 —
éther

&thylique 20 pl 4.9 X 1074 1.5 5 12.50 677 —
éther ‘

éthylique 20 pl 4.9 X 1074 1.5 25 4.00 675 695,716 nm
éther

éthylique 20 pl 4.9 X 1074 1.5 5 12.50 675 -_—

(3)

8%



Tableau 2 (suite

)

Solvant Concentration Ouverture Vitesse Temps de Position fpaulements
chl a de de réponse du
fentes balayage maximum
(mm) . (nm min_l) (s) (nm) (nm)
éther
éthylique 20 pl 4.9 X 1074 M 1.5 25 4.00 675 -— (3)
éther
&thylique 15l 4.9 X 1074 M 1.5 10 4.00 675 —
éther
&thylique 25 u1 1.6 X 1074 M 1.5 25 4.00 675 —
* indique le nombre de spectre d'un méme &chantillon. La position des &paulements représente

une valeur moyenne.

6%



Tableau 3

PARAMETRES EXPERIMENTAUX ET PROPRIETES DES SPECTRES ELECTRONIQUES

DE FILMS SOLIDES DE CHLOROPHYLLE A

Solvant Concentration Bandes Rapport
chl a principales bleu/rouge
(nm)
benzane 10 ul 3.7 X 1074 436-677 1.24
benzane 10 pl 3.7 X 1074 437-678 1.27
benzane 10 pl 3.7 X 1074 437-678 1.21
benzane 25 ul 4.4 X 1074 437-678 1.26
benzane 25 ul 4.4 X 1074 436-677 1.20
benzane 25 ul 6.2 X 1074 435-675 1.27
benzane 25 ul 6.2 X 1074 436-678 1.21
benzane 18 ul 6.2 X 1074 437-678 1.24
benzane 18 ul 6.2 X 1074 435-676 1.36
benzane 20 Ul 6.0 X 1074 437-678 1.29
benzane 10 ul 3.7 X 1074 437-678 1.21
&ther &thylique 20 Ul 4.9 X 104 436-677 1.18
&ther &thylique 20 pl 4.9 X 104 436-676 1.12
&ther &thylique 20 pl 4.9 X 1074 435-675 1.17
&ther &thylique 20 ul 4.9 X 10~% 435-676 1.10
éther &thylique 20 ul 4.9 X 1074 436-677 1.24
é;her Ethylique 20 pl 4.9 X 1074 438-678 1.21

50



Tableau 3 (suite)

51

Solvant Concentration Bandes Rapport
chl a principales bleu/rouge
(nm)

&ther &thylique 20 ul 4.9 X 1074 436-675 1.18
éther &thylique 20 ul 4.9 X 1074 435-676 1.23
&ther &thylique 20 ul 4.9 X 10™% 434-676 1.14
&ther &thylique 20 ul 4.9 X 1074 434-676 1.24
&ther &thylique 20 ul 4.9 X 1074 435-676 1.20
&ther &thylique 20 ul 4.9 X 1074 436-677 1.23
&ther &thylique 20 Ul 4.9 X 1074 435-676 1.19
&ther &thylique 15 ul 4.9 X 1074 436-677 1.17
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suite 3 une longue irradiation lumineuse. Si on &tablit une comparaison
3 partir de 1l'ensemble des résultats présentés dans ces tableaux, on
remarque dque peu Iimporte 1la méthode spectroscopique wutilisée, on
retrouve toujours une méme variation de la position de la longueur
d'onde de la bande principale dans le rouge et ce, quelque soit le sol-
vant d'é&vaporation employé&. Cette position se situe, selon les condi-
tions utilisées, 3 677 2 nm pour les spectres photoacoustiques et entre
675 et 678 nm pour les spectres €lectroniques. La position des é&paule-
ments dans les spectres photoacoustiques pour la partie rouge du spectre
visible se situe principalement 3 694 et 718 nm ce qui dénote un é&tat
d'agrégation particulier de la chl a en films solides. Cette présence
d'épaulements, qu'on ne retrouve pas en spectroscopie &lectronique, con-
fére 3 la technique photoacoustique une méthode spectroscopique impor-
tante pour l'investigation de 1'&tat d'agrégation de pigments biologi-

ques.

Les agrégats de chlorophylle se retrouvent dans une large
variété de formes spectrales. I1 fut proposé que les différents types
de chlorophylle.présents in vi?o sont caractérisés par la position des
bandes &lectroniques dans le rouge 3 673, 683, 695 et 705 nm. Certaines
observations suggérent que certains de ces maximas &lectroniques ne
viendrait pas d'un couplage de la chlorophylle 3 un lipide ou une pro-
téine (Kreutz, 1970). De plus, parmi ces formes, seulement la bande 2
695 nm montre un fort dichroisme et cette forme devait &tre orientée en
ma jeure partie parallélement au plan lamellaire. Ainsi, il demeure pos-—
sible que les &paulements observés en spectroscopie photoacoustique

soient reliés 3 différents E&tats d'agrégation de la chl a in vivo.
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3.1.3 Interactions eau-chlorophylle a Dans les spectres é&lec-

troniques des films solides de chl a, le rapport des bandes principales
bleu/rouge varie de 1.10 a3 1.36. De plus, aucune bande ou &paulement
&vident(e) ne fut détecté(e) aux 1onguéurs d'onde supérieures 2 680 nm,
sauf dans le cas oll la présence de fines gouttelettes d'eau fut observée
sur un &chantillon formé& 3 partir de 1'&vaporation de 20 Hl d'une solu-
tion 4.8 X 1074 M de chl a dans 1l'&ther &thylique. Le spectre cor-
reséondant (figure 8) montre clairement une bande d'absorption 3 743 nm
qui correspond 2 une interaction eau-chlorophylle comme le démontre le
mod2le de chl a hydraté proposé par d'autres chercheurs (Sherman et
Wang, 1966;’Sherman et L;nschitz, 1967; Katz et al., 1976; Krasnovsky et
Bystrova, 1980). En effet, dans le cas ol les films solides de chl a
furent traités en présence de vapeurs d'eau, ils ont not& une apparition
de bandes dans la région spectrale de 715 3 720 nm ainsi qu'a 740 nm.
De plus, lorsque la concentration de vapeurs d'eau &tait moins intense,
des bandes 3 722 et 736 nm ont &t& observées (Sherman et Linschitz,
1967). Or, le déplacement vers le rouge ne semble pas encore &tabli et
il semblerait que selon les différentes conditions de pression de
vapeur, de temp&rature et de temps auxquels les films solides sont expo;
sés aux vapeurs d'eau, un dé&placement continu dans le spectre visible
entre les limites extr@mes d'un film solide de chl a anhydre (672 nm) et

humide (743 nm) peut &tre obtenu.

Afin de vérifier cette possibilité d'interactions eau-chl a,
nous avons déterminé les spectres photoacoustiques et &lectroniques de

films solides de chl a sous différentes conditions d'humidité. Dans un
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premier temps, les films solides de chl a furent placés dans un conte-
nant clos avec un b&cher d'eau 3 1'intérieur afin d'augmenter le taux
d'humidité du syst@me. Ces derniers €taient formés 3 partir de 1l'E&vapo-
ration de 20 ul d'une solution 5.4 X 10~% M de chl a dans le ben-
zéne. Les &chantillons ont &t& placés dans le milieu humide pendant
quelques heures. En considérant le systé&me & 1'Equilibre, la pression
de vapeur d'eau dans l'enceinte close se situe 3 17.54 mm de Hé a 1la
température ambiante (20°C). Par la suite, les films solides de chl a
furent déposés dans un dessicateur contenant du PZOS durant
vingt—-quatre heures. La figure 9 regroupe les spectres photoacoustiques
et &électroniques de la région rouge du spectre visible pour les films
solides de chl a enregistrés sous ces différentes conditions. Dans les
spectres &lectroniques, on peut remarquer que la bande principale dans
le rouge est plus large pour le film traité dans les conditions humides.
Or, étant‘donné que la largeur de bande 3 mi-hauteur est directement
relié 3 la dimension des agrégats des molécules, on doit s'attendre 3 un
plus fort pourcentage d'agrégation pour ce qui est des films traités
dans des conditions humides. Le spectre &lectronique de 1'&chantillon
placé au dessicateur montre une largeur de bande 3 mi-hauteur plus fai-
ble que le film humide. Il est 3 noter que ce ph&noméne d'&largissement
de la bande en milieu humide et l'amincissement dans un milieu plus sec
est réversible. De plus, le film traité au Py0g montre une
bande moins large que le film original dénotant une présence d'humidité
dans le film solide original, film n'ayant subi aucun traitement. Tl
est 3 noter que pour les trois spectres &lectroniques, la longueur

d'onde du maximum d'absorption dans le rouge (677 nm) ne varie pas.
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Pour ce qui est des spectres photoacoustiques de ces mémes
8chantillons, on observe que parallélement_a la spectroscopie &lectroni-
que, le film solide de chl a enregistré dans les conditions humides mon-
tre une plus grande largeur de bande 2 mi—héuteur que 1'é&chantillon
n'ayant subi aucun traitement. fgalement, le spectre du-film solide de
chl a asséch& au dessicateur a une largeur de bande plus faible que le
film original. Etant donné que seulement la présence ou non d'humidité
dans les films cause les variations des spectres obtenus, il semble &vi-
dent qu'il existe dans les films solides de chl a n'ayént subi aucun
traitement, outre 1l'&vaporation du solvant 3 partir des solutions origi-
nales, une présence d'eau interstitielle ou des interactions eau~chloro-
phylle qui peuvent &tre plus ou moins importantes selon les conditions

expérimentales (solvant d'évaporation, humidité de la pié&ce, etc.).

La présence d'humidité sur .les films solides. originaux
serait due &8 un phénom@ne physique. En effet, les solvants utilisés
&tant trés volatiles, ces derniers utilisent un apport calorifique pro-
venant de la lamelle afin de faciliter leurs &vaporations. Or, 1l'Evapo-
ration du solvant a pour effet d'abaisser la température de la lamelle,
et ainsi, 1l'humidité de 1l'air ambiant a tendance 3 se déposer sur cette
lamelle pour augmenter la temp&rature jusqu'd celle ambiante. Donc, il
est raisonnable de croire qu'il existe toujours un certain pourcentage

d'humidité dans les films solides de chl a.

Les spectres &lectroniques et photoacoustiques sont donc

caractéristiques des différentes formes de chlorophylle présentes dans
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le systéme. L'hydratatién.de films, o1l ia mobilité est restreinte, doit.
refléter l'orientation des molécules de chiorophylle dans un film parti-
culier et celle-ci sera affectée par le solvant d'&vaporation, 1la
vitesse d'&vaporation et autres conditions expérimentales difficiles a
contr8ler. Les &paulements obtenus en spectroscople photoacoustique
vers 694 et 718 nm peuvent reflé&ter un &tat d'agrégation spé&cifique de
la chl a. Or, 11 est proposé que la production de formes de chloro-
phylle absorbant 3 de longues longueurs d'onde requiert l'interaction de
deux ou plusieurs molé&cules de chlorophylle (Ballschmiter et. Katz,
1972). Ces formes résultent d'une interaction coop&rative par inter-
action directe de mol&cules de chlorophylle ou par une interaction met-

tant en jeu un ligand bifonctionnel tel 1l'eau (Kreutz, 1970).

L'interprétation des bandes &lectroniques de chlorophylle
dans les syst@mes in vivo en termes d'agrégation entres molécules de
chlorophylle ou avec des molécules d'eau est fortement &tudi&é. Malgré
les mod@les. proposés, les r&sultats disponibles sur 1'état de la chloro-
phylle sont insuffisants pour d€montrer la spécificité d'un modéle.
Toutefois, on suggdre que plusieurs bandes &lectroniques peuvent &tre
attribuBes aux dimé@res et aux oligomé@res de chlorophylle ainsi qu'aux
interactions entre.la chlorophylle et les ligands bifonctionnels (Brown,

1972).
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3.2 Solutions solides de chlorophylle a

Suite 3 de nombreuses &tudes sur les propriétés spectrales de la
chl a en solgtion et dans les films solides, les couches monomoléculai-
res constituent le principal mod@le pour reproduire les conditions des
syst@mes in vivo. Les résultats entourant les mono— et multicouches de
chl a seront analysés dans la prochaine section. Une &tude préalable 2
celle des propriétés monomoléculaires se situe au niveau de l'examen des
solutions solides de chl a dans une matrice de 1lé&cithine. Ce systéme
mod&le, tiré des travaux du groupe de Porter (Port;r et Strauss, 1966;
Kelly et Porter, 1970; Beddard et al., 1975), consiste 3 dissoudre dans
le chloroforme des quantit&s appropriées de deux constituants, en
l'occurrence la chl a et la lécithine de boeuf, puis une certaine quan-
tité€ de cette solution est déposée sur une lamelle de quartz. ie sol-
vant est alors &vaporé en présence d'un faible jet d'azote. La 1léci-
thine est utilisée dans ce syst@me, car en plus de sa présence dans les
syst@mes in vivo, elle a pour effet de solvater les molécules de chl a
et ainsi emp&cher la formation d'agrégats. Ainsi, 1l'emploi de solutions
solides permet l'analyse des caractéristiques spectrales de la chl a 3

1'état monomére lorsque les conditions expérimentales sont appropriées.

3.2.1 Param@tres expérimentaux Les spectres photoacoustiques

des solutions solides ont tous &té& déterminés 3 une fréquence de modula-
tion du faisceau lumineux de 85 Hz et une ouverture de fentes de 1.5 mm.
De plus, toutes les solutions solides ont &té examinfes en utilisant le-

chloroforme comme solvant. Les mesures spectroscopiques des



60

échantillons furent effectuées avec deux proportions molaires de chl a-
lécithine, solit 1:25 ou 1:200. L'homogénéité des Echantillons a &té
vérifiée en notant 1l'absorption des solutlons solides 2 différents

endroits de la lamelle de quartz.

3.2.2 Propriétés spectrales La figure 10 montre les spectres

photoacoustique et €lectronique de la chl a dans une solution solide de
l&cithine dans des proportions molaires de 1:200. On note que les spec—
tres photoacoustique et &lectronique montrent des caractéristiques spec—
trales sensliblement 1dentiques en considérant la position des bandes
principales situes 3 435 et 667 nm. Il y a donc un déplacement de la
longueur d'onde de la bande principale dans le rouge de plus de 10 nm
vers le bleu comparativement aux films solides de chl a. De plus, la
largeur de bande 2 mi-hauteur principale dans le rouge est particuliére-

ment &troite, et ce, pour les deux méthodes spectroscopiques.

Les tableaux 4 et 5 donnent respectivement les caractéristi-
ques des spectres photoacoustiques et &lectroniques pour les solutions
solides de chl a déterminées sous différentes conditions. On remarque
que la position des bandes principales pour les spectres photoacoustl-
ques varle de 435 3 438 nm pour la bande de Soret, tandis que la bande
dans le rouge se situe principalement a3 668 nm. Pour ce qui est des
spectres &lectroniques, on note une tré&s bonne reproductibilité des
résultats; la position des bandes principales se situant 3 434-435 nm et
667-668 nm pour les ré€gions bleue et rouge du spectre visible. De plus,

pour les deux méthodes spectroscopiques, le rapport des bandes principa-
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Tableau 4

PARAMETRES EXPERIMENTAUX ET PROPRIETES DES SPECTRES PHOTOACOUSTIQUES DE SOLUTIONS SOLIDES DE CHLOROPHYLLE A

Solution Vitesse Temps de Bandes Laréeur Rapport
Quantité chl a:lécithine* de réponse principales mi-hauteur bleu/rouge
(ul) balayage (s) (nm) (nm)
(nm min_l)
200 1:25 5 12.5 436,667 —_—- 0.96
200 1:25 25 4.0 436,668 39.37 1.05
200 1:25 25 4.0 438,668 -—= 1.06
175 1:25 25 4.0 436,668 _—_ 1.10
175 1:25 5 12.5 435,668 —- 1.02
200 1:200 25 4.0 436,668 32.09 1.06
130 1:200 25 4.0 437,668 33.86 1.09
75 : 1:200 10 4.0 435,666 29.92 1.02
175 ©1:25 25 4.0 436,668 _— 1.09
150 1:25 25 4.0 437,668 39.76 1.05

* = proportions molaires

[4°)



Tableau 5

PARAMETRES EXPERIMENTAUX ET PROPRIETES DES SPECTRES ELECTRONIQUES

DE SOLUTIONS SOLIDES DE CHLOROPHYLLE A

Solution Bandes Rapport
Quantité chl a:lécithine* principales bleu/rouge

(ul) (nm)
200 1:25 435,668 1.04
175 1:25 _ 435,668 1.07
175 1:25 434,667 1.05
200 1:200 434,667 1.03
75 1:200 434,668 1.12
175 1:25 435,668 1.07
150 1:25 435,668 1.08

* = proportions molaires
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les bleu/rouge sont similaires, ce rapport varie de 0.96 3 1.12. Dans
les spectres photoacoustiques, il est 3 mentionner que pour certains
échantillons, l'absorbance au niveau de la bande satellite dans le spec-—
tre de la chl a pré@s de 625 nm &tant trds €levé, il &tait impossible de
déterminer la largeur de bande 3 mi-hauteur. - Toutefois, en se basant
sur les résultats obtenus, on a noté une largeur de bande 3 mi-hauteur
pour la bande principale dans le rouge, beaucoup plus faible que celles
dans les films solides de chl a (voir section précédente). Ainsi, &tant
donné que la largeur de bande & mi-hauteur est reliée 3 la nature de
l1'état d'agrégation de la chlorophylle, la chl a serait 3 1'état mono-
mdre dans les solutions solides diluées. I1 est normal d'obtenir de
tels résultats, car dans les solutions solides, la 1lécithine a pour
effet de solvater les molécules de chl a pour ainsi minimiser la possi-
bilité d'une formation d'agrégats de chl a. Toutefois, les résultats
expérimentaux montrent une largeur de bande & mi-hauteur plus faible
pour les solutions solides contenant une plus forte proportion molaire
en lécithine. Ainsi, en augmentant le nombre de mol&cules de lécithine,
dans les solutions solides, il est possible que les molécules de chl a
soient plus solvat@es pour ainsi augmenter le nombre de molé&cules mono-

méres.

Les solutions solides constituent donc un autre systdme
modéle important pour l'investigation des &tats d'agrégation ae diffé-
rentes molécules. Dans notre €&tude, l'état monomérique de la chl a est
caractérisé par un fort déplacement de la bande principale du rouge vers
le bleu et par une largeur de bande 3 mi-hauteur fort ré&duite par rap-

port aux donnéfes expérimentales sur les films solides.
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3.3 Films monomolé&culaires de chlorophylle a

La chl a sous forme de couches monomoléculaires constitue une &tude
particuli@rement importante, car dans ce type de syst@me, le pigment est
disposé en &tat ordonné comme dans les modales de membranes biologiques
artificielles. Dans la présente &tude, nous analyserons dans un premier
temps les résultats obtenus sur les monocouches de chl a, puis dans une
seconde étape les résultats portant sur les multicouches de chl a, soit

de deux 3 cinquante couches monomoléculaires.

3.3.1. Monocouches de chlorophylle a Le premier travail publié

sur les films monomoléculaires a &té effectué en 1917 par Irving Lang-
muir (Langmuir, 1917). A partir de ses travaux, Langmuir concluait que
les molécules, &talées 3 1l'interface ailr/eau, &talent orientées avec les
groupements fonctionnels polaires immergés dans 1l'eau et les longues
chaines non-polaires dirig€es 3 peu pr&s de fagon verticale par rapport

3 la surface aqueuse.

Depuis le développement de la technique des couches monomo-
léculaires, les propriétés des films monomoléculaires de chl a furent
étudiées de fagon sporadique. Plusieurs travaux ont été& publiés sur des
mélanges de pigments photosynthétiques en monocouches afin de mieux
reproduire les conditions retrouvées dans les syté&mes in vivo (Colmano,
1962; Trosper et Sauer, 1968; Aghion et Leblanc, 1978). Jusqu'd mainte-
nant, la spectroscopie électronique constitue la principale méthode

spectroscopique pour étudier les propriétés des monocouches de chl a.
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Par ce travail, nous verrons que la technique photoacoustique constitue
une méthode sensible qui permet de déterminer des spectres d'émission de
chaleur provenant de monocouches, et de plus, les résultats obtenus sont

comparables 3 ceux observés en spectroscopie &lectronique.

L'état et les propriétéé des couches monomolé&culaires dé&po-
sées 3 l'interface air/eau sont principalement reliés 3 la structure
moléculaire du composé& formant le film monomol&culaire, la température,
la composition de la sous—-phase ainsi que la pression de surface. Par
exemple, Jacobs et al. (Jacobs et al., 1954) ont démontré que la pré-
sence d'ions Catt dans la sous-phase résultait en la formation d'une
monocouche de chl a dont le spectre-&lectronique montrait une absorption
de plus du double par rapport 2 celui d'une couche du méme pigment formé
sur une surface d'eau distillée. De plus, Sperling et Ke (Sperling et
Ke, 1966a) ont montré que l'absorbance par monocouche de chl a augmen-
tait en fonction de l'accroissement de la pression de surface de déposi-
tion de la chl a. Ainsi, pour caractériser un tel systéme par les pro-
priétés spectroscopiques, il est important de porter'une attention par-
ticuli@re sur les conditions expérimentales utilis€es afin d'assurer une
reproductibilité dans nos résultats. Pour une meilleure compr&hension
des principes et des applications entourant la technique des mono- et
multicouches, le livre de G.L. Gaines Jr. constitue une bonne revue

(Gaines, 1966).
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i) Paramé@tres expérimentaux Tous les spectres photoa-

coustiques des monocouches de chl a ont &té déterminés avec une ouver-
ture de fentes fixée 3 1.5 mm et une fréquence de modulation de 85 Hz.
En suivant la méme procédure due celle des films solides, on a effectué
une moyenne de deux 2 douze spectres pour quelques &chantillons afin

d'obtenir un spectre résultant exempt de bruit de fond.

ii) Propriétés spectrales Les spectres photoacoustique

et €lectronique d'un monocouche de chl a sont présentés 3 la figure 11.
On note sur le spectre photoacoustique qu'en plus des bandes principales
3 440 et 678 nm, quelques Epaulements sont présents. Ces &paulements ne
sont toutefois pas reproductible d'un &chantillon 3 1'autre et il est
encore difficile d'interpréter ces résultats &tant donné 1le faible
signal acoustique provenant d'une monocouche de chl a. En considérant
l'emploi d'un méme Echantillon lors de la mesure successive de plusieurs
spectres, il est possible que cela puisse produire une certaine dégrada-
tion de la chl a sous l'influence d'un longue irradiaton lumineuse. Or,
cette éventuelle possibilité de dégradation de la chl a en ph&ophytine a
peut causer des changements dans le rapport des bandes bleu/rouge et le
signal 2 508 nm peut &tre augmenté dans les spectres photoacoustiques.
Toutefois, en se basant sur les caractéristiques spectrales des &chan-
tillons &tudiés, il ne semble pas y avoir de dégradation de la chl a en
phéophytine a. De plus, les spectres &lectroniques enregistrés avant et
aprds les mesures photoacoustiques n'ont dé&montré aucune différence

significative. Pour ce qui est du spectre &lectronique de la monocouche
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de chl a correspondant, les positions des maximas sont l&gd@rement dépla-

c8s vers le bleu, soit 3 439 et 678 nm.

Les tableaux 6 et 7 montrent respectivement les carac-
téristiques spectrales des spectres photoacoustiques et &lectroniques &e
monocouches de chl a. A partir des ré&sultats présentés dans ces ta-
bleaux, on observe une tr&s forte reproduétisilité des résultats expéri-
mentaux, et ce, pour les deux techniques spectroscopiques. En effet, les
positions des bandes principales pour les spectres photoacoustiques sont
respectivement localis€es 3 440-441 et 678-680 nm, tandis que dans les
spectres &lectroniques, les positions de ces maximas sont situfes 3 436-
439 et 675-678 nm. En ce qui concerne la largeur de bande 2 mi- hauteur
de la bande principale dans le rouge, les valeurs trouv8es sont sensi-
blement les mémes pour les deux méthodes spectroscopiques, soit entre 32
et 37 nm. De la méme fagon, le rapport des bandes bleu/rouge varie de

fagon similaire pour les deux techniques.

Dans nos expériences, les lamelles de quartz sont ren-
dues hydrophiles par un lavage dans l'éthanol bouillant, puis par immer-
sion dans de l'acide sulfochromique durant quelques joﬁrs, Or, il est
possible que suite 3 ce traitement, l'acidit& des lamelles puisse inter-
agir avec le magnésium central des molécules de chl a pour causer une
dégradation en ph&ophytine a. Afin de vérifier cette possibilité&, on a
procédé 2 des mesures expérimentales pour ‘des monocouches de chl a dépo-
sées sur des lamelles de quartz neutralisées avec une solution de NaOH

0.01 N. On remarque que les résultats identifi&s par un double
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PARAMETRES EXPERIMENTAUX ET PROPRIETES DES SPECTRES PHOTOACOUSTIQUES DE

MONOCOUCHES DE CHLOROPHYLLE A

Vitesse de Temps de Bandes Largeur bande Rapport
balayage réponse principales mi-hauteur bleu/rouge
(nm min™t) (s) (nm) (nm)
(rouge)
5 12.5 441,678 31.89 1.37
5 12.5 440,678 35.79 1.30
5 12.5 441,680 34.55 1.31
5 . 12.5 441,680 37.38 1.35
5 12.5 440,678 35.43 1.38
5 12.5 441,679 35.43 1.37
5 12.5 440,679 32.78 1.37
5 12.5 440,680 35.83 1.44
25 4.0 440,679 35.43 1.49
25 4.0 440,678 "37.40 1.52
25 4.0 440,679 37.79 1.30
*% 25 4.0 440,679 35.04 1.42
*% 5 12.5 440,678 35.63 1.50
*% 5 12.5 441,678 33.86 '1.32
** 25 4.0 441,678 33.07 1.40

*

*k

indique le nombre de spectre d'un méme échantillon.
des bandes principales représente une valeur moyenne.

lamelles de quartz neutralisées.

La position

(3)*
(3
(8)
(10)
(12)
(6)
(2)
(2)
(6)



Tableau 7

PROPRIETES DES SPECTRES ELECTRONIQUES DE MONOCOUCHES DE CHLOROPHYLLE A

Bandes Absorbance Largeur bande Rapport

principales : ' mi-hauteur bleu/rouge
Bleu Rouge Sateliite (nm)
(rouge)
438,677 .0155 .0107 .0032 35.43 1.45
438,678 .0138 .0104 .0026 33.07 1.33
437,677 .0146 .0107 .0029 35.43 1.36
436,675 0134 .0101 .0027 34.48 1.33
437,677 .0143  .0102 .0025 34.25 ' 1.40
436,677 .0149 .0109 .0039 37.41 1.37
439,678 .0157 .0115 .0033 33.31 1.37
* 438,678 0147 .0107 .0031 35.00 1.37
* 439,677 .0157 .0115 .0039 ' 32.13 1.37

* 438,677 .0139 .0100 .0032 34.00 1.39

* lamelles de quartz neutralisées
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astérisque dans les tableaux 6 et 7 ne montrent aucune différence dans
les caractéristiques spectrales comparativement aux spectres de monocou-

ches de chl a enregistrés avec des lamelles non-neutralisées.

L'absorbance moyenne pour les monocouches de chl a aux
bandes principales, dans les régions bleue et rouge et 3 la bande satel-
lite située 3 625 nm, sont respectivement de .0146, .0110 et .0030. A
partir de ces valeurs moyennes et en appliquant la loi de Beer pour les
films monomoléculaires (volr Annexe C), on @&value 1le coefficlent
d'extinction molaire (g¢) et le coefficient d'absorption optique (B) pour
les monocouches de chl a 3@ ces différentes longueurs d'onde. En prenant
comme approximation que 1'épaisseur d'une monocouche de chl a est de

e
15 A, les valeurs déterminées sont les suivantes:

(max. bleu) ¢ = 8.17 X 104 1 mole™} cm~!
B=9.73 X 10% cu”l, Mg = .103 um

6.00 X lO4 1 mole~! cm~!

(max. rouge)e

g=17.13 X 104 cm_l, UB = ,140 Um

(bande sat.) €= 1.74 X 10% 1 mole~l cm™!

8 =2.07 X 10* col, Ug = 483 um
ou UB = 1/B est la longueur d'absorption optique.

La longueur d'absorption optique (UB) est donc supé-
rleure 3 1'épaisseur d'une monocouche de chl a pour les trois longueurs

d'onde analysées, et comme le prédit la théorie photoacoustique pour les

solides optiquement transparents (UB>Z), le signal acoustique dépend du
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coefficient d'absorption optique de 1'échantillon, de 1'&paisseur de
1*'échantillon et des propriétés thermiques du matériel de support uti-

lisé (i.e. lamelles de quartz).

La spectroscopie photoacoustique constitue donc une
méthode trd@s sensible permettant d'examiner les monocouches de pigments
photosynthétiques. De plus, nous avons démontré que les caractéristi-
ques spectrales des monocouches de chl a étgient similaires 3 celles
obtenues par la spectroscopie §lectronique. Il est toutefois difficile
de comparer nos résultats 3 ceux obtenus dans des &tudes antérieures,
car tel que souligné& préc&demment, les propriétés des couches monomolé-
culaires dépendent de divers paramétres. Ainsi, les conditions expéri-
mentales doivent &tre identiques afin de comparer les résultats expéri-
mentaux. On peut tout de méme mentionner que dans les &tudes anté&rieu-
res, ol les conditions expérimentales différaient des n6tres (pression
de surface, nature de l'interface, composition de la sous—-phase), les
positions des bandes principales des monocouches de chl a varient entre
435 et 440 nm ainsi qu'entre 675 et 680 nm (Trurnit et Colmano, 1959;
Bellamy et al., 1963; Sperling et Ke, 1966b; Costa et al., 1972). Nos

résultats se comparent relativement bien 3 ces données publiées.

3.3.2 Multicouches de chlorophylle a

i) Paramétres expérimentaux Toutes les multicouches de

chl a sont déposées sur lamelles de quartz préalablement rendues hydro-
phobes par la déposition de cinq monocouches d'arachidate de cadmium.

Les couches d'arachidate de cadmium ont &t& déposées 3 une pression de
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surface de 30 mN m~! en utilisant comme sous—phase, un tampon Tris-
HCl 1073 M (pH = 8.5) pour 1lequel 3 X 1074 mole 1" de chlo-
rure de cadmium &tait ajouté&. Seulement les lamelles ayant un rapport
de déposition de 1.0 # 0.1 ont &té employées.. La chl a fut déposée &
une pression de surface de 20 mN m~l en utilisant le méme tampon
comme sous—phase. Les propriétés spectroscopiques enregistrées pour
chacun des &chantillons furent dé&terminées en soustrayant du spectre
original, le spectre d'une lamelle de quartz en présence de la base.
hydrophobe. Les spectres photoacoustiques des multicouches de chl a ont
tous été enregistrés dans les mémes conditions expérimentales, c'est-a-
dire 3 une fréquence de modulation de 85 Hz et 3 une ouverture de fentes
de 1.5 mm. La vitesse de balayage et le temps de réponse furent ajustés

afin d'obtenir les conditions optimales pour chacun des échantillons.

1i) Propriétés spectrales Afin de représenter le type

de spectres obtenus pour les multicouches, la figure 12 montre les spec-
tres photoacoustique et &lectronique de douze monocouches de chl a. Ces
spectres furent normalisés 3 680 nm afin de mieux relever les différen-
ces spectrales entre les deux techniques spectroscopiques. On remarque
que les caractéristiques spectrales sont sensiblement les mémes, soit
une position des bandes principales localisée 3 438 nm et 678 nm pour
les deux spectres. On note toutefois une différence en ce qui a trait
au rapport de ces bandes. En effet, ce rapport est plus &levé dans le
spectre électronique. Il est 3 noter que, contrairement aux films soli-

des de chl a, on ne retrouve dans aucun cas une présence d'épaulements

dans la région rouge du domaine spectral.
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De fagon plus gén€rale, les tableaux 8 et 9 montrent
les caractéristiques des spectres photoacoustiques et &lectroniques pour
les multicouches de chl a comprenant de deux 3 cinquante couches monomo-
léculaires. On note que la position des bandes principales varie de
fagon similaire pour les deux techniques spectroscopiques,Asoit entre
436-439 nm et 676-680 nm. De plus, dans la plupart des cas, les posi-
tions de ces bandes sont relativement identiques pour les deux techni-
ques si on consid@re un m&me &chantillon. Dans les spectres &lectroni-
ques, les rapports entre les intensités des bandes principales dans les
régions bleue et rouge, ainsi qu'avec la bande satellite 3 625 nm ne
semblent pas varier en fonction du nombre de monocouches. Ces rapports
de bandes varient toutefois considé?ablement dans le cas des spectres
photoacoustiques. En effet, bien que le rapport des intensités des ban-
des bleu/rouge ne varie pas beaucoup, ceux des bandes bleu/satellite et
rouge/satellite diminuent fortement en fonction du nombre de monocou-

ches. Ce phénoméne sera analysé& ultérieurement dans ce chapitre.

La figure 13 montre la variation des spectres &lectro-
niques en fonction du nombre de monocouches. Ces spectres furent norma-
lisés par rapport au spectre d'une monocouche de chl a, d&pos&e sur une
lamelle hydrophile, afin de mieux noter les diffé&rences spectrales pour
les différentes multicouches considérées. On observe tr@s bien sur
cette figure, un &largissement de la bande principale dans ia région
rouge qui a tendance 3 augmenter avec le nombre de monocouches. Des
résultats similaires sont observés dans les spectres photoacoustiques.
La largeur de bande 3 mi-hauteur &tant reliée 3 la nature des agrégats

formés, l'élargissement de bande laisse présager un &tat d'agrégation
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Tableau 8

DE MULTICOUCHES DE CHLOROPHYLLE A
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Nombre de Bandes Largeur Rapport de bandes
monocouches principales bande Bleu/ Bleu/ Rouge/
(nm) mi-hauteur rouge satellite satellite
(rouge)
(nm)
2 438,678 38.98 1.34 4.52 3.37
2 438,678 42.32 1.42 4.93 3.47
2 438,677 41.73 1.33 3.94 2.94
4 438,677 45.28 1.46 3.99 2.73
4 438,678 43.31 1.41 4.37 3.11
4 438,678 47.63 1.40 4.39 3.12
6 439,678 49.21 1.30 3.87 2.97
6 438.678 47.24 1.43 4.54 3.17
6 437,677 45.67 1.37 3.73 2.73
8 438,679 42.32 1.43 4.32 2.97
8 439,678 46.85 l.44 3.75 2.60
8 438.678 50.39 1.37 4.10 2.99
8 438,678 50.39 1.36 3.96 2.92
10 438,678 46.65 1.35 bo.24 3.15
10 438,679 46.26 1.35 4.10 3.03
10 439,678 48.82 1.38 4.06 2.94



Tableau 8 (suite)
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Nombre de Bandes Largeur Rapport de bandes
monocouches  principales bande Bleu/ Bleu/ Rouge/
(nm) mi-hauteur rouge satellite satellite
(nm)
(rouge)

10 437,677 | 47.83 1.33 3.78 2.84
12 438,679 47 .64 1.28 3.65 2.85
12 438,680 49.21 1.30 3.63 2.78
12 437,678 49.21 1.33 3.66 2.76
12 436,677 48.82 1.29 3.68 2.86
16 439,678 54.33 1.36 3.77 2.77
16 439,678 51.18 1.36 3.75 2.76
16 437,677 49.80 1.30 3.56 2.73
20 438,679 61.81 1.32 3.62 2.73
20 437,680 57.48 1.29 3.32 2.58
20 436,677 53.74 1.25 3.17 2.53
20 438,678 54.13 1.30 3.34 2.58
24 438,678 61.62 1.24 3.18 2.57
24 438,678 54.92 1.28 3.34 2.61
24 436,676 56 .50 1.23 3.03 - 2.46
30 436,677 57.48 1.25 2.85 2.29
30 436,677 54.33 1.22 2.79 2.28
30 437,677 59.06 1.22 2.77 2.28



Tableau 8 (suite)
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Nombre de Bandes Largeur Rapport de bandes
monocouches  principales bande Bleu/ Bleu/ Rouge/
(nm) mi-hauteur rouge satellite satellite
(nm)
(rouge)
36 437,678 59.45 1.19 .61 .20
36 437,678 60.63 1.22 .67 .18
36 438,679 62.01 1.27 .70 .16
44 436,676 64.96 1.30 .75 .11
44 436,676 65.95 1.29 .62 .03
50 439,679 65.35 1.27 «56 .01
50 438,679 61.02 1.27 .48 .96




Tableau 9

PROPRIETES DES SPECTRES ELECTRONIQUES DE MULTICOUCHES DE CHLOROPHYLLE A

Nombre de Bandes Largeur bande | Absorbénce Rappoft de bandes
monécouches principales mi—-hauteur Bleu Rouge  Satellite  Bleu/ Bleu/ Rouge/
(nm) (nm) rouge satellite satellite
(rouge)

2 438,678 41.34 .0285 .0198 .0058 1.44 4.91 3.41
2 437,678 - 38.98 .0282 .0203 .0053 1.39 5.32 3.83
2 437,676 37.80 .0278 .0192 .0053 1.45 5.25 3.63
4 437,677 44 .29 .0570 .0386 .0113 1.48 5.04 3.42
4 437,677 44.88 .0580 .0392 .0120 1.48 4.83 3.27
4 438,679 52.91 | .0625 .0398 .0117 1.57 5.34 3.40
6 439,680 56.69 .0972 .0594 L0174 1.64 5.59 3.41
6 . 438,679 52.56 .0986 .0600 .0180 1.64 5.47 3.33
6 438,679 46.29 .0962 .0618 .0188 1.56 5.12 3.29
6 438,678 43.46 .0878 .0564 .0152 1.56 5.78 3.71
8 438,679 46.30 .1148 .0752 .0220 1.53 5.22 ' 3.42

8 438,679 47 .48 .1190 0774 .0236 1.54 5.04 3.28

08



Tableau 9 (suite)

Nombre de Bandes Largeur bande Absorbance Rapport de bandes
monocouches principales mi-hauteur Bleu Rouge Satellite Bleu/ Bleu/ Rouge/
(nm) (nm) rouge satellite satellite
(rouge)

8 437,679 52.09 .1196 .0754 .0220 1.59 5.44 3.43
8 437,678 51.97 .1210 .0756 .0230 1.60 5.26 3.29
10 438,679 46.06 .1506 .0998 .0276 1.51 - 5.46 3.62
10 438,680 53.03 .1518 .0974 .0266 1.56 5.71 3.66
10 438,679 49.02 .1494 .0976 .0296 1.53 5.05 3.30
10 438,678 46.30 .1496 . 0992 .0308 1.51 4.86 3.22
12 438,679 50.70 -1698 .1140 .0364 1.49 4.66 3.29
12 439,680 51.38 .1720 -1132 .0344 1.52 5.00 3.29
12 438,678 53.15 .1720 .1100 .0365 1.56 4.71 3.01
12 437,678 49.02 1696 .1100 . 0346 1.54 4.90 3.18
16 438,679 53.15 <2240 <1465 .0450 1.53 4.98 3.26
16 438,679 52.56 .2225 .1450 .0440 1.53 5-66 3.30
16 437,679 60.83 .2370 -1510 | -0445 1.57 5.33 3.39

20 ) 439,680 65.55 .2890 .1765 .0525 1.64 5.50 3.36

I8



Tableau 9 (suite)

Nombre de Bandes Largeur bande Absorbance Rapport de bandes
monocouches principales mi-hauteur Bleu Rouge Satellite Bleu/ - Bleu/ Rouge/
(nm) (nm) rouge satellite satellite
(rouge)

20 438,680 60.24. .2765 .1790 .0520 1.54 5;32 3.44
20 437,678 49.61. <2545 .1715 .0515 1.48 4.94 3.33
20 438,679 50.20 -2490 .1670 .0510 1.49 4.88 3.28
24 438,679 60.24 «3235 .2085 .0575 1.55 5.62 3.63
24 438,679 60.24 .3215 .2085 .0595 1.54 5.40 3.50
24 438,679 57.87 .3125 .2030 .0580 1.54 5.39 3.50
24 438,678 56.46 .3170 <2065 .0570 1.54 5.56 3.62
30 437,679 53.86 -3690 .2475 .0710 1.49 5.20 3.49
30 437,677 50.08 .3380 +2340 .0705 1.44 4.80 3.32
30 437,678 50.32 .3400 .2335 .0705 1.46 4.83 3.31
36 437,679 56.69 +4095 .2770 .0790 1.48 5.18 3.51
36 437,679 56.10 -4100 .2785 .0785 1.47 5.22 3.58
36 438,679 54 .45 .3730 .2595 .0835 1.44 4.47 3.11

36 438,680 56 .46 -4095 +2780 .0760 1.47 5.39 3.66

8



Tableau 9 (suite)

Nombre de Bandes Largeur bande Absorbance Rapport de bandes
monocouches principales mi-hauteur - Bleu Rouge Satellite Bleu/ Bleu/ Rouge/
(nm) (nm) rouge satellite satellite
(rouge)

44 437,677 54.92 <4490 .2990 .0860 1.50 " 5.22 3.48

44 437,677 55.28 4470 . 3005 .0875 1.49 5.11 3.43

44 437,678 63.90 4760 .3180 .0880 1.50 5.41 3.61

50 437,678 . | 52.08 .4950 .3430 .0970 1.44 5.10 3.54

50 437,678 59.06 4660 .3140 .0940 1.48 4.96 3.34

50 437,678 60.24 .5410 .3580 .0950 1.51 5.69 3.77

€8
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Figure 13. Spectres électroniques de la chlorophylle a pour différents nombres de monocou-
ches., (——) 1 monocouche, (----) 4 monocouches, (-+-+) 8 monocouches, (-++-) 30 monocouches et

(¢+e+) 50 monocouches.
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différent de la chl a selon le nombre de couches monomoléculaires. De
plus, on remarque upe forte diminution de 1'absorbance par monocouche
lorsqu'on augmente le nombre de monocouches. Malgré cette forte
yariétion de 1'absorbance, les rapports des bandes demeurent

sensiblement les mémes pour tous les &chantillons considérés.

iii) Variation de l'absorbance et de 1l'intensité du signal

acoustique en fonction du nombre de monocouches Afin de mieux obser-

ver cette diminution générale de l'absorbance, en particulier dans le
cas d'un nombre &levé de monocouches, les figures 14, 15 et 16 montrent
la relation de 1'absorbance et de l'intemnsité& du signal acoustique en
fonction du nombre de monocouches pour trois longueurs d'onde différen-
tes, soit 440, 680 et 625 nm. Dans un premier temps, nous allons consi-
dérer la relation obtenue pour les mesures de 1l'absorbance pour ensuite

. analyser les résultats obtenus pour les mesures photoacoustiques.

Une relation non-linéaire entre 1'absorbance et le
nombre de monocouches est donc observée, et ce, pour les trois longueurs
d'onde considérées. Ces résultats n'appulent qu'en partie ceux observés
par Sperling et Ke ol une relation linéaire &tait observée entre 1'ab-
sorbance et le noﬁbre de monocouches (jusqu'd vingt couches monomolécu-
laires). Cependant, nous devons préciser que nous observons une telle
dépendance si nous considérons les résultats obtenus pour les &chantil-
lons avec un faible nombre de monocouches. De fagon générale, la non-
linéarité obtenue constitue une déviation de la loi de Beer qui stipule
que l'absorbance d'une espéce est directement proportionnelle 3 sa con-
centration. La loi de Beer.est toutefois effective pour de faibles con-

-

centrations et des déviations 3 cette loi sont fréquemment observées.
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Figure 1l4. Intensité du signal acoustique (-0-0-) et de
1'absorbance (-x-x-) 3 440 nm en fonction du nombre de monocou-
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Ainsi, pour de hautes concentrations, la distance moyenne entre 1e§
espéces responsables de l'absorption detl'énergie lumineuse est diminuée
a4 un point tel que chaque espdce affecte la distribution de charges de
celles environnantes. Ce type d'interaction peut ainsi altérer
1'absorption & une longueur d'onde donnée pour causer une déviation dans
la relation linfaire entre l'absorbance et la concentration. (Skoog et

West, 1980).

Un autre point important, qui pourrait expliquer 1la
déviation obtenue, est la possibilité d'une formation d'agrégats de
chl a, pour les &chantillons ayant un nombre &levé de couches monomolé-
culaires, qui absorberait différemment. Il a &t& proposé&, suite 3 des
études par spectroscopie infra-rouge, que les molécules de chl a dans
les monocouches et dans les multicouches ont différents &tats d'agréga-
tion (Chapados et Leblanc, 1977). Le mod&le proposé& pour 1l'organisation
moléculaire d'une multicouche de chl a consiste en un polymére de molé-
cules de chl a. Ces molécules sont liées entres elles par l'intermé-
diaire de liens de coordination C = 0-—--Mg. De plus, de part et d'autre
du plan de 1'anneau porphyrine, deux molécules d'eau forment un lien de
coordination Mg-—-0 d'un c8té et un lien hydrogé&ne OH-——T de 1l'autre
(Chapados et al., 1980). Cette &tude portait sur des &chantillons com-
portant quarante monocouches de chl a. Pour ce qui est du modéle de
monocouche proposé, celui-ci consiste en deux ensembles de diméres de
molécules d'eau situés de chaque c6té d'une molécule de chl a. Ces
molécules d'eau sont 1lifes & la sous—phase par 1l'entremise de liens

hydrogénes (Chapados et Leblanc, 1983).
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Pour appuyer cette hypothése de 1la formation d'un
agrégat au nombre &levé de monocouches, la figure 17'montre le spectre
de différence pour les spectres &lectroniques d'une monocouche de chl a
déposée sur une lamelle hydrophile et de cinquante monocouches de chl a
déposées sur une lamelle hydrophobe. bn peut noter, suite 3 la sous-
traction de ces spectres, l'apparition d'une bande ayant un maximum aux
environs de 705 nm. Ces différences de spectres furent effectuées pour
plusieurs &chantillons et dans chacun des cas, nous avons retrouvé cette
bande dans la méme ré&gion de longueur d'onde, ce qui indique la forma-
tion d'une nouvelle espé@ce. I1 faut toutefois noter que l'intensité de
cette bande augmente avec le nombre de monocouches. Il est donc possi-

ble qu'un plus fort pourcentage de cette espdce soit formée dans les

€chantillons comportant un grand nombre de couches de chl a.

Si on considére maintenant les spectres photoacousti-
ques des multicouches de chl a, on observe sur les figures 14, 15 et 16
une relation non-linéaire entre 1l'intensit& du signal acoustique et le
nombre de monocouches. Il est 3 noter que la courbe 3 625 nm est beau-
coup moins prononcée que celles observées aux longueurs d'onde 440 et
680 nm. Deux facteurs doivent &tre principalement considérés afin d'ex-
pliquer cette diminution du signal acoustique avec le nombre de monocou-
ches. L'intensité du dégagement thermique en spectroscopie photoacous-
tique é&tant directement reliée &8 la quantité& de photons absﬁrbés par
1'échantillon, la plus faible absorption d'énergie lumineuse notée dans
le cas d'un grand nombre de monocouches impliquerait un plus faible
dégagement thermique. De plus, un effet de saturation optique partielle

qui serait plus ou moins retardée selon le coefficient d'absorption
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optique de la chl a aux longueurs d'onde considérées expliquerait &gale-
‘ment, en partie, la non-linéarité& observée entre l'intensité du signal

acoustique et le nombre de monocouches.

La saturation optique partielle vient du fait que
lorsqu'on augmente le nombre de monocouches, 1l vient un point od le
faisceau lumineux incident est att&nué avant d'atteindre les couches
inférieures de 1'échantillon. Ainsi, aux 1longueurs d'onde 440 et
680 nm, ol le coefficient d'absorption optique est &lev&, le signal -
acoustique provient principalement des premiéres couches de 1l'é&chantil-
lon qui absorbent fortement le faisceau lumineux incident. Les couches
inférieures de 1'&chantillon, qui subissent une plus faible irradiation
lumineuse, contribuent plus faiblement au signal acoustique. Cette
saturation optique partielle survient plus rapidement dans les ré&giomns
ol le coefficient d'absorption optique est &levé et devient plus impor-
tant avec l'augmentation du nombre de monocouches. Péur tenir compte
d'un tel type de saturation, 1l est important de mentionner que pour
toutes les multicouches utilisées dans nos expériences, la longueur de
diffusion thermique est considérée comme &tant plus &lev€e que 1'Epais-

seur de 1l'Echantillon (volr section 1.3.2).

Comparativement aux longueurs d'onde 440 et 680 nm, le
coefficient d'absorption optique de la chl a 3 625 nmlest reiativement
faible, par conséquent, il faut un plus grand nombre de couches de chl a
dans cette ré&gion pour retrouver cet effet de saturation optique par-

tielle. Ceci expliquerait la courbe beaucoup moins prononcée observée
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dans la relation entre l'intensité du signal acoustique et le nombre de
monocouches 3 625 nm, comparativement 3 celles observées aux bandes
principales. En effet, aux longueurs d'onde 440 et 680 nm, la diminu-
tion de 1'absorption d'énergie lumineuse et 1l'effet de saturation opti-
que partielle contribuent principalement 3 1la diminution du signal
acoustique avec 1l'augmentation du nombre de monocouches. On ne retrouve
toutefois pas, ou trés peu, cette saturation optique partielle 3 625 nm,
ce qui a pour effet de réduire la diminution du signal acoustique.
Ainsi, ce phénoméne permettrait d'expliquer la diminution des rapports
de 1l'intensité des bandes bleu/satellite et rouge/satellite en fonction

du nombre de monocouches.

3.4 Systémes in vivo

Suite aux &tudes de la chl a dans différents syst@mes modeles, nous
avons pensé& souhaitable de terminer notre programmation de recherche en
examinant un syst@me in vivo 3 1'aide de la spectroscopie photoacousti-

que, en l'occurrence les feuilles intactes de la plante Impatiens peter-

siana. La spectroscopie photoacoustique peut &tre trés utile dans ce
type d'étude, car l'opacité du matériel utilisé n'affecte pas la mesure
~expérimentale. Ainsi, cette technique permet 1'é&tude des processus pri-

maires de conversion &nergétique dans la photosynthése.

Dans le cas d'un &chantillon photochimiquement actif, le signal
acoustique dépendra de la quantité relative de 1l'énergie des photons qui

sont emmagasinée en terme d'interm&fdiaires photochimiques durant chaque
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cycle de modulation. Il est possible d'&valuer cette emmagasinage &ner-
gétique en comparant le signal d'un échantillon photochimiquement actif
d celul provenant d'un &chantillon inactif. Dans le cas des systlmes
photosynthétiques, une référence idéale est 1l'&chantillon de mesure.
Ainsi, lorsqu'un faisceau actinique de haute intensité (non-modulé) est
ajouté au faisceau modulé, la photochimie de 1'échantillon est saturée
et pratiquement toute la lumiére modulée absorbé&e est convertie en cha-

leur, ce qui résulte en un signal acoustique maximal.

Dans les systé&mes photosynthétiques, le signal acoustique en pré-
sence du faisceau modulé seulement, Qp, est composé de deux contri-
butions différentes: Q¢, la contribution due 3 la dissipation ther-
mique modulée et Q,, 3 la pression modulée directement induite par
le dégagement d'oxygéne provenant de la photosynthése. Toutefois, en
irradiant 1'échantillon avec un faisceau actinique saturant, on ne
retrouve pas le signal Qg . Le signal total, Qp,, contient
alors une participation thermique additionnelle Qp, proportionnelle
a 1'énergie normalement emmagasinée sous formes d'intermé&diaires photo-
chimiques. ' Ces différents paramétres peuvent &tre inter-reliés de la

maniére suivante:

Qm Qt + Qo’

Qma Qt + Qp'

Nous verrons ultérieurement que la fréquence de modulation employée

influencera 1le rapport -entre Q, et Qp pour : ainsi déterminer 1la
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direction de l'effet induit par le faisceau actinique sur 1'intensité du

signal acoustique.

3.4.1 Effet de l'intensité du faisceau actinique sur le signal

acoustique L'effet de l'intensité du faisceau actinique sur le signal
acoustique 3 680 nm et 3 une fréquence de modulation de 100 Hz pour une

feuille d'Impatiens petersiana est démontré 3 la figure 18. A cette

fréquence de modulation, 1l'application du faisceau actinique sur 1la
feuille cause une att&nuation du signal acoustique. On observe que
ltaugmentation de l'intensité du faisceau actinique a pour effet d'aug-
menter le pourcentage de diminution du signal acoustique pour finalement
atteindre un plateau aux environs de 25 W o 2. A cette intensité,
toute la photochimie de la feuille devient saturée par le faisceau acti-
nique. Donc, afin de minimiser les dommages causé&s par les radiatioms
lumineuses sur les feuilles, toutes les expériences subséquentes ont Eté
effectuées au minimum de l'intensité saturante du faisceau actinique. A
cet effet, un filtre permettant de transmettre 70% de 1l'intensité& lumi-
neuse maximale du faisceau actinique a &t& utilisé, ce qui correépond a

une intensité de 22.4 W m~2.

3.4.2 Variation du signal acoustique en fonction de la fréquence

de modulation L'effet du faisceau actinique sur le -signal acoustique

provenant de la feuille (c'est—3-dire: (Qpa — Qp) X 100) & 680
nm en fonction de 1la fréquence de modulation est présenté 3 1la

“figure 19. On remarque pour les fréquences supérieures 3 200 Hz le
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phénoméne attendu au sujet de la perte photochimique, c'est-3-dire que
l'application du faisceau actinique cause une augmentation du signal
acoustique. Toutefois, pour des fréquences inférieures 3 200 Hz, 1'il-
lumination de la feuille par le faisceau actinique cause une diminution
de 1l'intensité du signal acoustique. Ces ré&sultats sont en accord avec
ceux observés sur des feuilles de tabac (Bults et al., 1981; Bults et
al., 1982). Dans notre cas, les valeurs des fréquencesAauxquelles on
observe le maximum d'effet de diminutiqn et d'augmentation du signal
sont respectivement de 140 et 250 Hz. A la fré&quence de 200 Hz, on
observe aucune variation de 1l'intensit& du signal acoustique suite 2

l'application du faisceau actinique.

Cet effet de diminution du signal aux basses fréquences de modula-
tion s'interpréte par le fait que dans cette région de fré&quences, le
signal est principalement d@ au dégagement d'oxygéne qui diffuse rapide-
ment par les espaces aériféres de la feuille. Le dégagement thermique
est pour sa part retardée dans son trajet dG@ 3 la grande capacité calo-
rifique des domaines aqueux de la feuille, lesquels retiennent la cha-
leur avant d'&tre dégagés 3 la surface pour contribuer au signal acous-
tique. Cependant, aux hautes fréquences de modulation, la composanté dq
dégagement d'oxygéne n'est pas assez rapide pour &tre détgctée produi-
sant ainsi un signal thermique qui a pour effet d'augmenter 1l'intensité
du signal acoustique. La composante du dégagement d'oxygéne.est donc
progressivement atténuée en augmentant la fréquence de modulation &tant
donné le temps requis pour la diffusion de 1l'oxygéne des chloroplastes

vers la phase gazeuse.
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Une description plus compld&te de la variation de 1'intensit& du
.signal acoustique en fonction de la fr&quence de modulation a &t& récem
ment proposée. On considé&re que les deux contributions du signal acous-
tique sont prises comme une somme de composantes vectorielles (Poulet et
al., 1983). Cette &tude est principalement bas€e sur des mesures de la
phase de chacune des contributions prises s€parfment. On a montr& que
les vecteurs des signaux, provenant du dégagement d'oxygéne et du déga-
gement thermique, varient en grandeur et en direction avec la fréquence
de modulation. La somme de ces vecteurs va causer l'effet de diminution
ou d'augmentation de 1'intensité& du signal acoustique. Des expériences
ont démontrées que le signal acoustique varie selon la nature de 1la
feuille de méme que du c86té auquel la feuille est placée dans la cellule
photoacoustique (Buschmann- et Prehn, 1981; Buschmann et Prehn, 1983).
Ainsi, il faut noter que la variation du signal, suite 3 l'application
du faisceau actinique en fonction de divers paramé@tres, peut varier

selon le type de feuilles utilisées.

3.4.3 Variation du signal acoustique en fonction du temps Le

‘signal acoustique provenant des feuilles varie également en fonction du
temps. La figure 20 montre la variation du signal acoustique a 680 nm a
une fréquence de modulation de 100 Hz en présence (1) et en absence (V)
du faisceau actinique, en fonction du temps. ftant donné la prédomi-
nance du dégagement d'oxyg@ne 3 basse fréquence, on observe uﬁe diminu-
tion du signal lors de l'ajout du faisceau actinique au faisceau modulé.
De plus, on remarque une augmentation du signal en fongtion du temps, ce
signal croft rapidement dans les trente premi@res minutes pour ensuite

se stabiliser. De fagon générale, pour toutes les feuilles d'Impatiens
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petersiana étudiées, on ne retfouve aucune variation de 1l'intensité des
signaux, en présence et en absenée du faisceau actinique, apré@s quarante
minutes d'illumination. Cette augmentation du signal acoustique en
fonction du temps est indépendante des faisceaux lumineux appliqués sur
la feuille. En effet, que ce soit en présence ou non des faisceaux
actinique et modulé, on observe une méme variation du signal acoustique
en fonction du temps, et l'obtention du plateau se situe toujours dans
le méme ordre de temps. Afin d'avoir l'effet maximum de diminution du
signal suite 3 l'application du faisceau actinique, toutes les expérien-
ces qui suivront ont été effectuées dans des conditions ol la stabilité
de 1'intensité du signal acoustique a été atteinte (soit aprés quarante

minutes).

Il est 3 noter que l'augmentation du signal en fonction du
temps est plus prononcée si on considére seulement le signal obtenu en
absence du faisceau actinique (157%) que celui obtenu en présence du
faisceau actinique (117%). Cette augmentation générale de l'intensité
du signal acoustique en fonction du temps et la plus forte augmentation
notée dans le signal Q, sont expliquées en terme d'une &vaporation
de 1l'eau dans les tissus de la feuille. On a constaté& au moment ou les
feuilles furent retirées de la plante, un pourcentage moyen de diminu-
tion en poids de l'ordre de 3% apré@s quinze minutes et de 97% aprés
quarante-cing minutes. Cette perte serait principalement Aue d une
évaporation de l'eau dans les cellules de la feuille et dans les régions
interstitielles. ‘Ce phénoméne rend la diffusion de 1'oxygéne plus aisée
et réduit la longueur de diffusion de l1l'onde thermique. La participa-

tion du dégagement d'oxygdne sur le signal acoustique en fonction du
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temps est favoris&e &tant donné que la vitesse de diffusion de 1'oxygéne

5 2 -1
cm sec ') (Windrem et Plachy, 1980) est

dans 1l'eau 3 25°C (2.31 X 10~
beaucoup plus lente que la vitesse de diffusion thermique
(1.4 X 1073 cn? sec™!)  (Touloukian et al.,  1973). Ainsi,
étant donné la forte contribution du dégagement d'oxygéne 3 basse fré-
quence, l'é&vaporation d'eau dans la feuille entrafne une plus forte
augmentation du signal en absence du faisceau actinique (signal conte-

nant le dégagement d'oxygéne et le dégagement thermique) que celui

obtenu en présence du faisceau actinique (signal thermique).

Il est 3 noter que le poids des feuilles continue de dimi-
nuer mé@me si nous avons atteint le plateau. L'existence de ce plateau
devrait donc &tre relié 3 une limitation de pénétration optique. Le
plateau devrait &tre obtenu quand la plus grande partie de 1l'eau est
évaporée dans la couche correspondant 3 la longueur de pénétration opti-
que. Le fait qu'une faible perte de poids d'environ 67 entralne une
augmentation du signal acoustique de fagon tré&s considérable (de 100 3

160%) pourrait refléter la situation précédente.

Les spectres photoacoustiques pour une méme feuille d'Impa-

tiens petersiana en présence et en absence du faisceau actinique & une

fréquence de modulation de 50 Hz sont présentés d la figure 21. On
peut observer que l'application du faisceau actinique sur la feuille
induit une diminution de l'intensité du signal acoustique pour la majo-

-~

rité des longueurs d'onde considérées. DG 3 1l'opacité du matériel



103

INTENSITE DU SIGNAL ACOUSTIQUE

0.0 T I | | I
440 520 600 680 760
LONGUEUR D'ONDE (nm)

Figure 21. Spectres photoacoustiques de la feuille d'Impatiens
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utilisé, ce spectre constitue un bon exemple des effets de saturation

d'absorption optique (McClelland et Kniseley, 1976; Lin et Dudek, 1979).

L'effet du faisceau actinique sur le spectre est beaucoup
plus considérable aux longueurs d'onde comprises entre 600 et 680 nm, ce
qui indique un fort rendement photosynthétique dans cette ré&gion du
spectre. Toutefois, nous devons noter que le fait d'observer une plus
faible diminution du signal en présence du faisceau actinique entre 400
et 500 nm, n'implique pas nécessairement une plus faible activité& photo-
synthétique dans ces régions. En effet, plusieurs facteurs doivent &tre
considérés dans les résultats obtenus. Selon l'intensité du faisceau
modulé utilisée, une variation dans le rapport entre les signaux en pré-
sence et en absence du faisceau actinique en fonction de la longueur
d'onde &tait observée (Larue et Leblanc, non-publié&). De plus, la lon-
gueur de diffusion thermique vers la surface de la feuille varie avec la
longueur d'onde et 1la possibilité de ré&flexions multiples dans 1la
feuille peuvent causer des effets importants sur le signal acoustique.
I1 a &té démontré& que la fraction de l'énergie absorb&ée qui est emmaga-
sinée en intermédiaires photochimiques d€pend entres autres des rende-
ments quantiques des processus photochimiques, des niveaux d'é&nergie des
divers intermédiaires et de leur vitesse de dissipation &nergétique
(Malkin et Cahen, 1979; Garty et al., 1980). De plus, la variation de
l'intensité du signal acoustique en présence de différents inhibiteurs
dans un syst@me photochimiquement actif dé&pend de la longueur d'onde.

La perte photochimique sera donc fonction de 1l'activité des
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photosyst@mes I et II (Cahen et al., 1980; Lasser-Ross et al., 1980;

Malkin et al., 1981; Carpentier et al., 1984; Yamagishi et Katoh, 1984).

I1 devient alors &vident que le spectre photoacoustique
d'une feuille ne doit pas étre'conéidéré comme un spectre Electronique
comme-on 1'a déja proposé (Veeranjaneyulu et Das, 1982). ME&me si 1la
photosynth&se est inhib&e par le faisceau actinique, plusieurs parameé-
tres doivent &tre corrigés dans le spectre photoacoustique. Il demeure
difficile d'effectuer des corrections sur les spectres étant donné le
matériel h&té&rogéne utilis&. Toutefois, le spectre de rendement quanti-
que peut &tre &valué 3 partir des effets causés par le faisceau actini-
que sur le signal acoustique enregistré 3 bassesbet 3 hautes fré&quences
de modulation (Bults et al., 1981; Kanstad et al., 1983). Cependant,
cette proc&dure ne permet pas d'&lucider la variation du rapport Qp/QO

en fonction de la longueur d'onde.

3.4.4 Variation du signal acoustique en fonction de la phase

La dernidre E&tape de cette &tude sur les systémes in vivo consiste 3
&tudier la relation entre le signal acoustique, enregistré avec et sans
faisceau actinique, en fonction de la phase. Ces expériences ont &té
effectuées avec une fréquence de modulation de 100 Hz 3 680 nm. Les
expériences mettant en jeu des mesures de phase du signal acoustique
sont considérablement employées &tant donné les nombreuses informations
qui peuvent en &tre tirées (Adams et Kirkbright, 1976; Mandelis et al.,
1979; Helander et Lundstr®Bm, 1981; Moore et al., 1983). On peut obser-

ver sur la figure 22 qu'il existe un dEcalage dans la phase pour le
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Figure 22. Intensité du signal acoustique de la feuille d'Impa-

tiens petersiana en présence ( ) et en absence (----) du faisceau

actinique en fonction de la phase.
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signal acoustique maximum enregistré sans faisceau actinique comparati-
vement 3 celui en présence du faisceau actinique. L'explication de ce
phénoméne serait qu'en présence du faisceau actinique (signal ghermi—
que), la chaleur dégagée est retenue par les cellules aqueuses de la
feuille. Le signal acoustique correspondant est alors déphasé par rap-
port au signal en absence du falisceau actinique qui résulte de la super-~
position des deux ondes acoustiques ayant des angles de phase différen-
tes. Le temps de décalage entre les ondes acoustiques Qp et Qp.
est donné par la différence entre les angles de phase des deux maximas a

laquelle peut s'ajouter un ou plusieurs pulses lumineux.



CHAPITRE 4

CONCLUSION

La chl a constitue le pigment essentiel dans les plantes vertes
pour la conversion de 1'énergie lumineuse en &nergle chimique par le
mécanisme photosynth&tique. De nombreuses &tudes spectroscopiques sur
les syst@mes modéles de chl a ont &t& effectu€es au cours des dernilres
années afin de caractériser 1'état de la chl a responsable de la haute
efficacité de la séparation de charges. L'interprétation de spectres de
chl a dans les systé@mes in vitro permettrait ainsi 1'acquisition de nou-
velles connaissances qui pourrait mener 2 la caractérisation de 1l'é&tat

de la chl a retrouvé dans les plantes.

A partir des méthodes spectroscopiques &lectronique et photoacous-
tique, nous avons observé que les caractéristiques spectrales de 1la
chl a variaient fortement selon le systéme modé&le &tudié. Dans les
films solides de chl a, ce systeme mod&@le est caractérisé& par une "auto-
agrégation” des molécules de chl a. Les spectres des films solides de
chl a sont caractérisés par une largeur de bande 2 mi-hauteur relative-
ment &levée et par une présence d'épaulements sur les spectres photoa-
coustiques de certains &chantillons. Ces phénomé&nes seraient reliés 2
un &tat d'agrégation particulier de la chl a. La spectroscopie photoa-

coustique permet donc de tirer des informations supplémentaires sur les
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types d'agrégats formés dans les films solides de chl a. Les caracté-
ristiques spectrales sont toutefois fortement dépendantes des.conditions
expérimentales utilis&es dans nos exp&riences. Il est ainsi possible
que, selon les conditions expérimentales, divers agrégats de chl a
solent formés avec des propriétés optiques et thermiques différentes.
Pour ce qui est des soiutions solides, 1'état monomérique de la chl a
est caractérisé par un fort déplacement de la bande principale dans le
rouge vers les longueurs d'onde de plus grande énergie et par une lar-
geur de bande 3 mi-hauteur beaucoup plus faible. De plus, les caracté-
ristiques spectrales des solutions solides sont sensiblement les mémes

pour les deux techniques spectroscopiques.

L'é€tude spectroscopique de la chl a en mono- et multicouches cons-
titue une &tude particulidrement importante, car ce systdme modéle
simule 1l'orientation des systémes membranaires. Une relation non-
linéaire est observée entre l'absorbance et l'intensité du signal acous-
tique en fonction du nombre de monocouches. Dans le cas des spectres
€&lectroniques, en plus de la déviation de la'loi de Beer, la possibilité
d'une formation d'agrégats de chl a pour les &chantillons avec un nombre
€levé de monocouches expliquerait la diminution de l'augmentation de
l'absorbance avec le nombre de monocouches. Pour ce qui est des mesures
photoacoustiques, 1la non-linéarité observée peut s'explique; par la
diminution de l'augmentation de l'absorbance avec le nombre de monocou-
ches et par un effet de saturation optique partielle qui serait plus ou
moins retardée selon le coefficient d'absorption optique du pigment ;ux

longueurs d'onde considérées. Le signal acoustique enregistré& peut &tre
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fortement influencé par les processus de dissipations radiatives des
molécules, telle la fluorescence. Nous n'avons toutefois pas considéré
ce phénoméne dans les résultats obtenus &tant donné le faible rendement

quantique de luminescence de la chl a en mono- et multicouches.

La technique de dé&convolution de spectres pourrait s'avérer trés
utile dans la détermination des &tats d'agrégation de la chl g_dans dif-
férents environnements. Les intensités relatives des composantes gaus-
siennes utilisées dans la dé&convolution de spectres peuvent en effet
8tre reliées 3 la dimension et 2 la conformation des agrégats de chl a
(Cotton et al, 1974). De plus, l'utilisation de la spectroscopie photo-
acoustique infra-rouge constituerait une mé&thode importante pour 1l'in-
vestigation des agrégats de chl a. Par cette technique, des informa-
tions sur les transitions vibrationnelles des molécules pourraient é&tre

obtenues.

L'utilisation de la spectroscople photoacoustique est trés avanta-
geuse pour l'étude des propriétés spectroscopiques de matériaux biologi-
ques. Souvent, les techniques spectroscopiques conventionnelles ne
permettent éas 1'étude de tels matériaux &tant limit&es par 1l'opacité du
matériel, les phé&noménes de diffusion, les propriété&s hé&té&rogénes de la
surface, etc. La technique photoacoustique constitue donc une méthode
d'investigation tr@s importante pour 1'é&tude des propriétés op£iques et
thermiques des systémes in vivo. Dans le cas des feuilles intactes, des
informations quantitatives peuvent &tre obtenues sur 1'emmagasinage

d'énergie photochimique et sur le dégagement d'oxygéne provenant de la
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photosynthése. De plus, en comparant le signal acoustique d'une feuille
photochimiquement active avec celul ol différents processus photosynthé-
tiques sont inhibé&s, une é&valuation des rendements quantiques de ces

processus peut &tre obtenue.

A partir des mésures photoacoﬁstiques sur les feuilles d'Impatiens
petersiana, l'effet de la perte photochimique a pu &tre observé en fonc-
tion de la fréquence de modulation. Ainsi, on a constaté aux hautes
fréquences de modulation (>200Hz ), un accroissement du signal acous-
tique en présence du faisceau actinique comme le prédisait la théorie.
Un effet contraire est toutefois observé aux faibles fréquences de modu-
latioﬁ dénotant ainsi la pré&édominance du dégagement d'oxygéne. De plus,
le rapport entre la participation thermique et le dé&gagement d'oxygéne
au signal acoustique est influencé par le degré d'hydratation de la
feuille, l'angle de phase de chacune des contributions et la longueur
d'onde. Tout ces effets devront &tre pris en considération lors de
lfutilisation de la spectroscopie photoacoustique pour 1'&tude de 1l'ac-

tivité photosynthétique dans les feuilles intactes.

La spectroscopie photoacoustique demeure un outil important qui
permet d'é&largir la puissance des analyses spectroscopiques. Cette
technique non-destructive peut &tre efficacement appliqué & 1'Etude des
divers processus de bases impliqués dans la photosynthése des plantes.
Ceci peut inclure entres autres, les comparaisons des effets photosyn—
thétiques obtenus 3 partir de feuilles intactes et de suspensions de

chloroplastes en général, la détermination des rendements quantiques,
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1'étude de la fixation du bioxyde de carbone sur les réactions primaires
et les effets de diverses conditions aabiantes sur l'activité photosyn-
thétique. La technique photoacoustique ouvre la voie 3 la recherche et
au développement de connaissances nouvelles qul ménera 3 ﬁne meilleure

compréhension du mécanisme photosynthé&tique.
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ANNEXE A

Détermination des coefficients pour les composantes ac et dc

de la distribution de la température dans la cellule.

La température 3 la surface gaz—&chantillon est donnée par

l'expression .

64(0,8) = §(0,0) (9a)
. 3, By
——(O)t) = KS_ (O)t) (9b)
& 3x ax :

De méme, la température 3 la surface matériel de support-é&chantil-

lon est exprimée sous la forme

¢b(-2,t) = ¢,(=2,t) (9¢)
¢ ad
Ky —2 (=2,8) = K2 (=2,¢) (94)
09X 00X

ol s, b et g réfdre 3 1l'équation (6) pour la température dans le solide,

le matériel de support et le gaz. En effectuant ces opérations (9a-d)
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sur les composantes dc (valeurs réelles) de la solution générale de

¢ (x,t) 3 l'équation (6), on obtient

eo = e +d (9a')
"
= 1
7 eo Ke, +K_8d (9p")
g
= - _B/er !
WO ey eZQ + de (9c¢'")
K - .
b W -Ke,+K 8de ¥ (9d")
Qb Q s 2 s

Les équations (9a'-d') permettent ainsi de déterminer les coeffi-

cients el, e d, W, et 8, pour les composantes indépendantes du

2)

temps (dc) de la solution. En réappliquant les opérations (9a-d), cette

fois pour les composantes sinusofdales (ac) de la solution, on obtient

8 =U+V -E (9a™)
-K 0 8=K ocU-K oV -KBE (9b™)

g g s s s s s .
W= e 9% + %%y - e_BQE (9¢™)

_ -0 % A -BL : “
Kbobw = Ksose s U Ksose sV Ksee E . (9d™)

A 1'aide de ces é&quations, il est possible de déterminer les coef-

ficients E, U, V, W et 6.
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ANNEXE B

Développement de la formule de la variation de

pression sinusoIdale dans la cellule.

En assumant que le reste du gaz agit de fagon adiabatique, alors 1la
pression acoustique dans la cellule due au déplacement gazeux est déri-
vée de la loi des gaz adlabatique pvY = cte, ou Y constitue le rapport
des chaleurs spécifiﬁues. Ainsi, 1l'incrément de pression est donné par

la relation suivante:

YP YP
§P(t) = —2§V = —2§x(t)
' %

et 3 1'alde de 1'équation (l4), on obtient la relation

YP 6

§P(t) = o ei(wt - 1/4)
T a\[2
cg g
sP(t) = Q ei(mt - 7/4)
YPOG
1q=-—2o
Q= T TG

g 8o
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La variation de pression actuelle, AP(t), est dennée par la partie

réelle de AP(t), d'od -

AP(t) = Qlcos wt -7m/4) - stin wt - m/4)

AP(t) = q cos (wt =y =7/4)

ol Q) et Qo sont respectivement les parties réelles et imaginai-
res de Q avec q et y qui correspondent 2 1l'amplitude et 3 la phase de Q,
c'est-3-dire
- = q o1V
Q=0 +1Q, =qe
En combinant les &quations (9) et (l4b), on obtient la formule
explicite de la variation de pression sinusoidale -

BIoYP, (r—l)(b+l)e062 - (r+l)(b~— l)e'dsﬂ + 2(b—r)e—82

) 2KSSZ.gagTO(82 - cg>\/7 (g+1) (b+1)e’s ¥ - (g-1)(b-1)e~%"
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ANNEXE C

Application de la loi de Beer aux films monomol&culaires

La loi de Beer appliquée aux chromophores dissous dans un milieu

transparent est donnée par la relation suivante:

A =¢€ccl ol A absorbance

e = coefficient d'extinction molaire (1 mole~l cm—l)
¢ = concentration (mole 1~
1 = longueur du parcours optique (cm)

Quant 3 la lol de Beer appliquée aux mono- et multicouches 3 une
longueur d'onde A et & une pression de surface 7w, elle est donnée par

1l'expression

ol n représente le nombre de monocouches, a, l'aire moléculaire de la
molécule (cm2 molécule-l) et N, le nombre d'Avogadro. Le coeffi-
cient d'absorption optique (B) est obtenu en divisant la valeur de
l'absorbance de n monocouches par 1'épaisseur des cogches monomoléculai-

res (1.5 nm pour une monocouche de chl a).
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An,A,n En,k,ﬂ n cm3
B: = 3
d aNd 10 1
n n
ol d, est 1l'épaisseur de n monocouches. Finalement, 1la longueur
d'absorption optique (UB) est donnée par l'inverse du coefficient

d'absorption optique (B):
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