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RESUME 

La photosynthèse est le processus par lequel les plantes yertes et les 

algues conYert1ssent l'énerg1e lum1neuse en énerg1e ch1m1Que . Les p1gments 

responsables de l'absorpt1on de J'énerg1e lum1neuse et de la transduct10n 

énergét 1 Que se s1 tuent dans 1 a b1 couche proté1 no-11 p1 d1 Que de 1 a membrane . 

Une des caractér1st1ques de l'état phys1Que de ces p1gments est leur 

or1entat1on 1ntr1nsèque . Ann de s1muler lad1te or1entat1on 1 11 deY1ent 

1ntéressant d'étud1er des systèmes modèles monomolécula1res et de les 

caractér1ser par des études d'absorpt10n et de fluorescence mesurées 

d1rectement 6 1'1nterface a1r-eau . 

Nous ayons réuss1 6 mettre au point un apparel1 1nédtt permettant de 

mesurer directement les propriétés optiques de la chlorophy11e ~ è l'interface 

a1r-eau . A1nsi , la mesure du spectre d'absorpt10n couyrant la rég10n de 400 6 

BOO nm est sui Y1 e de ce 11 e du spectre de f1 uorescence pour la même 

monocouche de chlorophylle ~ . La stabl1tté sur l'absorbance 6 500 nm de la 

dtte monocouche comprtmée 6 20 mN m-1 et laissée en équl1ibre près d'une 

heure est de l'ordre de 1 x 10-4 (u.a.) ; le brutt 6 500 nm est de 1 x 10-5 

(u.a.). Les mesures expér1mentales nous ont permis d'observer un rapport 

signal sur bruit de 0.3 t x 102 dans la régton des longueurs d'onde de 620 â 660 

nm pour la fluorescence • ce Qut en fatt le système le plus préc1s 

actuel1ement selon nos connaissances . 



111 

Nous ayons aussi mesuré les propriétés optiques pour le mélange 

btnotre chlorophylle a. - phosphottdylcholtne d'oeuf 6 1'1nterfoce otr-eou . Ces 

propriétés reprodutsent celles mesurées pour le même mélange binoire en 

ftJms ultro-mtnces sur support solide 1 sott les f1Jms Longmutr-Blodgett . 
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llJIRODUCT 1 ON 

1.1 B10membrane naturelle 

Photosynthèse 

La photosynthèse est le mécanisme par lequel les plantes vertes et les 

algues convertissent l'énergie solaire en énergie chimique utilisable par les 

êtres vivants. Elle représente le phénomène principal par lequel la vie et la 

lum1ère interag1ssent . Sous 1'1nfluence de l'énergie solaire , les plantes 

produisent , ~ parttr de gaz carbonique et d'eau , les hydrates de carbone 

nécessaires ~ leur développement ainsi que l'oxygène moléculaire . 

La photosynthèse peut se résumer de la façon suivante : l'énergie 

lumineuse, absorbée par la chlorophylle (Chl ~, est utl1tsée pour extraire les 

électrons de l'eau et augmenter leur potenttel réducteur ~ un n1veau requis 

pour la réduct10n du dioxyde' de carbone . Dans ce procédé , le phosphate 

inorganique forme un ester avec l'adénosine di phosphate (ADP) pour donner 

l'adénosine triphosphate (ATP) qui sera ut111sée , conjointement au potentiel 

réducteur créé sous forme de NADPH 1 pour la réduction du C02 en sucres via 

le cycle de "Calvfn" (Amon 1 1967) . Grossièrement 1 la réaction globale peut 

s'exprimer afnsf 1 

1.1 
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L'ensemble des réactions chimtques débutant par l'absorptton de l'énergte 

lumineuse et conduisDnt d la ltbérDtion de l'oxygène moléculaire ont lteu dDns 

ID membrDne tnteme du chloroplDste . 

Structure du ch] cropl Dste 

L'DppDreil photosynthétique des plantes vertes et des Dlgues se locDlise 

dDns un orgDne de lD cellule Dppelé chloroplDste . Ce dernier possède 

habituellement une forme globulatre ou discoïde . Sa taille yarte dans un 

intervDlle de un d dix micromètres de diDmètre (Alberts et al. 1983) . Sa 

structure, telle que présentée dans la figure 1.1 , se compose d'une double 

membnme (tnteme et externe) . LD membrane externe forme la pDroi 

cellulDire . PDr contre , ID membrane interne , qui contient les pigments 

photosynthét1ques 1 const1tue un réseDu organisé formé du stromD et de grDnD. 

LD disposition des thylDcoides dDns le réseau membranDire se présente sous 

un ammgement ordonné. On observe l'empilement de thylDcoIdes les uns sur 

les Dutres pour former une structure orgDnisée , le gnmum . Il existe de 

nombreux grDnD pDr chloroplDste , chaque granum est relié d un autre granum 

par une lDmelle intergnmaire . Les grena contiennent tous les pigments et 

enzymes nécessaires aux réactions primaires de la photosynthèse . 



}- Cellule 

Membrone interne ! 
1 

1 

Membrone externe 

Ffgure. 1.1 : Schémo représentont 10 membrone du chloroploste 

(T oz1 1 1991) 
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Structure de Jo membrane du thUJQcolde 

Les thylocoTdes présentent une structure b1en ordonnée à 1'1ntér1eur du 

système membrona1re . Ils cont1ennent des l1pides , des protéines et des 

pigments (C1ayton , 1980 ; Lehninger 1 1970) . Parmi les p1gments 1 on 

retrouve entre outres la ChI .a. 1 la ChI U et les coroténoïdes . Il 8x1ste deux 

types de thylocoldes comme le montre la figure 1.1 , le premier est une 

membrane se refermant sur elle-même et oyant une forme de soc oplot1 

tond1s que l'outre est rel1é à la porot de la membrane 1nteme du chloroplaste 

et n'a pas la forme d'un d1sque . Les premiers sont appelés thylacoïdels 

granaires et les seconds 1 thylocoïdes stromottques . La f1gure 1.2 présente 

par ailleurs la structure d'un thylacoïde . Cette structure est constttuée 

essenttel1ement d'une blcouche liptdtque 1 en accord avec le modèle 

membranolre général1sé de Singer et N1cholson (mosolque fluide) 1 y01r figure 

(1.3) . Ce modèle présente la membrane comme une bicouche dont les l1p1des 

s'orientent de façon à ce que les têtes polaires 1 représentées par des pet1ts 

cercles (partte hydrophile) 1 sotent en contact avec les phases aqueuses 1 

alors que les chotnes grosses (partie hydrophobe) forment une barrière 

hydrophobe au centre de la b1couche . Les proté1nes du thylacoTde peuvent la 

traverser entièrement, port1ellement ou seulement s'y ftxer 1 selon la nature 

de la btcouche . Cette btcouche cont1ent tout le matériel nécessaire pour 

effectuer la tronsductton d'énerg1e lumineuse en énergie chimique . On 

identifie deux types de complexes thylocoldoux où la tronsductton énergéttque 

el Heu 1 soit le PSI et le PSII . 
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Figure. 1.2 : Membrane du thylacolde (Nobel, 1983) 
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Ffgure. 1.3 : Schéma du modèle de la mosaïque flu1de d'une membrane 

(Lehn1 nger 1 1982) 

6 
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Le transfert et la m1gratton~'énerg1e ci travers la membo,"e DhotQsynthétiaye 

Le r61e principal des pigments photosynthétiques est d'absorber 

l'énergie lumineuse , ceUe dernière étant recueillie par deux antennes 

collectrices est transférée aux centres réactionnels PS 1 et PS Il Yia une 

série de transfert d'énergie (Velthuys , 1980) . Au niveau du PS Il , nous 

retrouvons le centre réactionnel P680 formé d'une paire spéciale de 

chlorophylle ~, site où se produit une séparation de charges. Un électron est 

1nJecté dans la chaine de tran~port d'(flet;lrufls , tandis qu'un autre provient du 

sUe d'oxydation de l'eau par l'action du mécanisme de formatton de l'oxygène 

et comble le trou laissé vacant au P680 . l'électron du PS Il passe par 

différents accepteurs pour arrtyer finalement au centre réactionnel du PS 1 

(P700) . Une séparation de charges se produ1t aussi au niveau du P700 et 

d'autres accepteurs transportent cet électron, qui ya finalement servir pour 

la productton du NADPH . Nous avons donc une démonstration que les pigments 

ont la capacité de conYertfr l'énergie lumineuse captée par les antennes 

collectrices en énergie chimique nécessaire d la réduction du gaz carbonique. 

L'orientation des pigments photosunthétigues 

La structure des membranes du thylacolde pose une difficulté dans la 

compréhension du fonctionnement coordonné des deux photosystèmes . 

Nous sayons que les différents pigments photosynthétlques sont 

organisés en deux ensembles fonctionnels (PSI et PSII) et Que ces deux 
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photosystèmes diffèrent l'un de l'autre par la compos1tlon peptldlQue ; 

cependcmt nous ne connaissons pas l'emplacement exact des chromophores 

(chlorophylles , phéophytlne , caroténoTdes , etc.) dans les complexes 

protélnlques ainsi que l'état sous lequel on les retrouve . La conversion de 

l'énergie lumineuse en énergie chimique dépend étroitement de l'organisation 

moléculaire des membranes photosynthétlQues et plus particulièrement de 

l'architecture des complexes pigments-protéine (Thomber et al.1987) . À 

l'aide de la méthode du dlchroTsme linéaire nous pouvons déterminer la 

position des moments de transition des molécules rattachées aux protéines 

Intrinsèques (Thomber et al. 1979) . Cela nous permet d'obtenir des 

renseignements sur l'orientation des molécules dans la membrane 

photosynthétlQue des thylacoTdes . 

1.2 8iomembnme artificielle 

Systèmes modèl es 

Les résultats des études ln vivo de molécules aussllmportantes Que les 

chlorophylles ou les galactollpldes sont souvent dlfflcl1es 8 Interpréter étant 

donné la complextté du système étudié . Il devient Intéressant de proposer des 

systèmes modèles pour connaître le comportement caractéristique des 

molécules biologiques . Ces modèles utilisent la ChI ~ , molécule la plus 

directement lmpllQuée dans la capture du photon el le transport de l'énergie 

électromagnétique vers le centre réactionnel . D'une façon générale 1 les 

spectroscopies d'absorption et d'émission serviront è examiner les 
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membranes artificielles. La l1ttérature (Picard et al. 1966 ; Stlver 1 1965) 

nous propose plusieurs systèmes modèles pour l'étude des propriétés 

photophyslques de la Chl .0. 1 parmi lesquels citons les solutions 1 les cristaux 

l1quides , les vésicules , les liposomes, les micelles 1 les monocouches et les 

fl1 ms L -B . Ces deux demi ères techni ques rencontrent troi s exl gences de base 

pour modéliser les membranes naturelles : 

1-atteindre une concentration de chlorophylle ~ de 1 H : c'est la concentration 

de pigments dons la membrane naturelle; 

2-ne mettre en présence que des constituants de la membrane 

photosynthét 1 que ; 

3-pouvoi r orl enter 1 es pl gments . 

Donc 1 la technique des monocouches déposées 81a surface de l'eau et celle 

des f11ms L-B ont été sélectionnées en r8ison de ces trois contraintes 

expérimentales. Depuis le développement du bain de Longmuir , les études en 

monocouche se sont multipl1ées et auJourd'hui, plusieurs domaines, dont la 

photosynthèse, bénéficient de ces modèles membr8noires . Les oyontoges de 

l'étude des molécules biologiques par l'entremise de systèmes modèles sont ~ . 

nombreux . Les coroctéristiques physiques des constituants purs sont 

étoblies, puis la complexité du système augmente peu 8 peu en y ajoutant de 

nouyelles composantes membron 01 res , en proportions dés1 rées . A 1 ns1 , le 

système des monocouches ou des fl1ms L-B simule une demi-membrane 

biologique. En plus de caractériser l'organisation lipidique , les études en 

monocouche permettent aussi de déterminer la mobl11té des l1pides et 
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d'identifier les interactions entre les lipides et les substances dissoutes 

dens le sous-phese . Cependent 1 la plus gronde difficulté de la recherche en 

monocouche est le propreté du matériel utl1isé ainsi Que la pureté des 

constituants étudiées . Généralement 1 la présence de contominonts 

tensioect1fs effecte les caractéristiques physiques de le monocouche è un 

po1nt tel Que les résultets sont souvent 1nutil1sables . 

1.3 But du mémotre 

En examinant les mécenismes primaires de la photosynthèse, on note 

Que l'énerg1e lum1neuse absorbée est d1ss1pée sous forme d'énerg1e chimique. 

tependant,l1 existe une fraction de l'énerg1e absorbée Qui est dissipée sous 

forme de fl uorescence (-1~) . Comme 1 es deux processus photophysi Ques 

donnent une 1nd1cet1on sur l'ectivtté photosynthét1Que d'une pert et d'outres 

part, les cond1t1ons de mesure des travaux déjè pUbliées sur des systèmes 

modèles ne reproduisa1ent pes celles des membranes, 11 nous a semblé de 

prem1ère 1mportance de mettre au po1nt un système de mesure opt1Que 

permettant d'étud1er les constituents photosynthét1Ques dans un système 

modèle Qu1 se rapprochait de celu1 1n v1vo , so1t celu1 des f11ms Longmu1r et 

des (11ms Langmu1r-Blodgett et cela avec une me111eur sens1b111té . Af1n 

d'atte1ndre la sens1b111té dés1rée , 11 nous a semblé 1mportant d'orienter notre 

étude dans la concept1on et la mise au point d'un spectromètre inédit Qui 

permettrait la mesure des propriétés opt1Ques en terme de spectres 

d'obsorpt 1 on et de f1 uorescence . Nous verrons dons ce Qu1 sui t Que nous avons 

ette1nt notre objectif dons le codre du présent mém01re . 
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ttEIHOPOL061E EXPERIHEHTAL.E. 

2.1 Produits chimiques utilisés 

Dans cette secUon on décrit les sources d'approvisionnement des 

produits utl1isés tout eu long du présent projet de meitrise . Le méthode de 

préparat10n des monocouches a1nsi que le déposit10n des f11ms Langmu1r

Blodgett demandent qu'un certa1n nombre de paramètres s01ent parfaitement 

contrÔlés. Permi ces paramètres, nous pouvons ctter la. pureté des molécules 

étalées à la surface du batn et les produits servent è préparer la phese 

aqueuse. Il sera donc question dans cette sectton de montrer "importance de 

la pureté des produtts uUl1sés 1 les principales méthodes de puriflcaUon de 

l'eau et le nettoyage des lamelles de quertz Qui serviront de substrat. 

ChI oroghUJ le .a. 

La ChI .a. est extratte de feuilles d'épinard et pUrifiée dans les 

laboratoires du Centre de recherche en photobtophysiQue sutY~mt deux 

méthodes complémentaires déjà décrites par Omata et Murata (1960) ainsi 

qu'lnyama et 'foshtura (t 979) . On matnttent les cnstaux de Chl ~ sous vtde ou 

dans une atmosphère d'argon d une température de -20 oc aftn d'éviter leur 

oxydation ou leur phéophyttntsaUon . La vérification de leur pureté par HPLC 

(chromatographte ltquide G haute performance) précède leur utl1isatton . Les 

mélanges Qui contiennent de la ChI .a. sont conservés G sec, sous atmosphère 
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d'ergon 1 dons un thermos contenant de l'azote liquide. Ces procédures sont 

nécessaires cor la solution de la ChI A ne se conserve que deux ou trois 

heures. Au delà de cette période, il Y a apparition de produits de dégradation 

très d1ff1cl1es 6 séparer (Robert, 1967) . 

Structure molécula1re de Jo ChI A 

Avant d'aborder les propriétés optiques de la ChI A, 11 est important de 

connaître les caractérist1ques structurales de cette molécule (f1gure 2.1). 

Elle comprend deu)( parties principales: la partie hydrophl1e 1 le mocrocycle , 

et la partie hydrophobe 1 la chaine al1phoUQue . Une fois cette molécule étalée 

6 l'interface air-eau , le groupement polaire est retenu sur la surface du 

substrat par la formation de l1aisons hydrogènes tandis Que la partie 

hydrophobe occupe J'espace ou-dessus de Jo phase aqueuse ( Co111é et Argen, 

1975 ) . Dons le macrocycle 1 on identifie les quotres anneau)( pyrrol1ques , 

notés 1,1I,1I1,IV centrés sur un atome de magnésium, typiques de la famille 

des porphyrines. L'atome centrale du magnésium se situe ou-dessus du plon 

du macrocycle . Ce dernier porterait d'ailleurs une charge fractionnelle 

posiUve éQuil1brée par une charge négative équivalente répartie sur les 

quatres atomes d'azote . Attachés à ces anneau)( , on retrouve un groupement 

vinyle ( -CH=CH2 ) , un groupement éthyle ( -CH2-CH3 ) et les groupements 

méthyles (-CH3) . Un cinquième anneau, unique 6 la famille des chlorophylles 1 

complète le macrocycle . Sur ce dernier anneau se trouve un groupement 

cétonique ( C=O ) et un groupement ester 
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où R représente Je groupement (-CH3 ) . La seconde partie pnnctpaJe de Ja 

chJorophyne .a. 1 Ja chaine aUphatiQue 1 

- CH2 - CH2 - C - 0 - phytyJe 
1\ 

o 

se rattache au macrocycJe par l'anneau IV . On reconnalt un autre groupement 

ester dans cette chaine. 

La molécule de chlorophyne .Q possède les propnétés de donneur et 

d'accepteur d'électron. Parmt l'ensemble des groupements ident1ftés sur 18 

molécule , certains se déf1n1ssent comme des groupements foncttonnels 

d'oxygène (donneurs d1électron) . L1anneau V comprend un groupement 

cétonique ( C=O ) et un groupement ester et 1 la chaine altphetiQue inclut un 

autre groupement ester. Pour sa part 1 l'atome central de magnésium établtt 

le rOle d'accepteur de la molécule de chlorophylle .Q • L'ensemble qui forme ce 

que l'on appelle parfois la tête de la molécuJe a enY1ron 1.5 nm de côté et son 

épa1sseur est de peu inféneure è 0.4 nm (Vernon et Seely, 1966) . La partie 

hydrophobe qui porte le nom de phytol 1 souvent appelée queue de la molécule, 

correspond è la deuxième partie de la molécule. Le phytol qui a une longueur 

de 2 nm peut interegir avec des entités moléculaires qui lut ressemblent 1 par 

exemple les chaines d'acide gres ( Chauvet et Pattersonl 1966). 
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·R=-CH2 
CH3 CH3 CH3 

Figure. 2. t : Structure de 18 molécule de Chl ~ (Breton et al , 1972) • 
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pureté de l'eau; 

Les l1pides ou mélanges de l1pide sont déposés sur une sous-phase 

constituée d'un tampon phosphate décrit è la page 18 . L'eau uttllsée dott 

correspondre è des cri tères de pureté absolue , et ce pour trot s rat sons : 

-les impuretés peuvent deyentr des noyeux de cristallisation; 

-elles peuvent ételndre la fluorescence; 

-elles réagissent aux composants du film mtnce . 

L'eau filtrée provient d'un système -NANO pure- è trots cartouches ( Sybron

Barnstead , Boston, MA) , Qui él1mlne les matières organtQues , minérales, 

ioniques dont le diamètre dépasse 0.2 pm. L'eau ainsi ftltrée a une réslstlYlté 

spéCifique de l'ordre de 2 è 3 MO-cm. Un autre système de fl1tn~tlon è heute 

pureté ( Syborn-Barnstead , Boston ,MA) constitué de Quatre cartouches 

disposées en série produit l'eau déminérellsée. Cette dernière è sa sortte du 

système possède une résistlYité spéCifique de 18 m-cm . L'eau démlnéra11sée 

conttent toujours d'autres types d'impuretés, on 1'1ntrodult dans un système 

de distillation en QuertZ (Heraeus-Querzschmelze, modèle Bile, Hamu , 

Allemagne ) . L'eau dlsttllée est recueillte dans une bouteille propre et 

utl1iser pour les rtnçages finaux lors du lavage de la verrerie et pour la 

préparation de dlyerses solutions tampon. 
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fQrt des gants 

Tout ce Qu1 entre en contact, de près ou de 101n avec les 11p1des , les 

p1gments ou l'eau util1sée pour le bain de monocouche est man1pulé en mettant 

des gants. Ceci a pour but d'éviter de contaminer te bain ou tes produits par 

tes gr8isses naturel1es présentes sur ta peau . Il faut aussi év1ter toute 

poussière et donc manipuler si posstble en flacons bouchés. 

frocédures de .nettoyage des .lmnille.i de Quartz 

La pureté de la surface des lames de quartz est d'une importance 

majeure .La moindre tr8ce d'acide, de gr8isse ou de tout autre contaminant 

pourrait avoir des conséquences désastreuses sur nos résultats . On a ut111sé 

ta méthode de nettoyage de Hunger et al. (t 987) . Le nettoyage commence en 

froUant les lames avec un pap1er absorbant imbtbé d'éthanol. Les lames sont 

ensuite placées sur un porte-lame de Téflon et nncées avec un jet d'éthanol. 

Le porte lame est 1mmergé dans une solution de détergent. La solut10n est 

portée 8 ébu1l1tion pendant cinq minutes, par la sutte les lames sont nncées 

8 l'eau du robinet et 8 l'eau distillée . Après cette étape, elles sont trempées 

dans l'acide sulfochromique deux 8 trots heures, puis elles sont par la suite 

nncées abondamment 8 l'eau du robinet, puis 8 l'eau déminéral1sée . Après 

une immersion de cinq minutes dans une solution de NaOH ( t 0-2 H) , elles sont 

nncées 8 l'eau démtnéraHsée et ~ l'eau dtstillée . Un second trempage de 

quinze minutes dans le batn ultrasonique et dans l'eau distillée termine le 
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nettoyage. Enfin, on sèche les lames de quartz avec un jet d'azote juste 

avant 1 a dépos1 t i on des monocouches . 

Nettoyage des lameIles après leur ut1J1sat1on 

On nettoie les lames de quartz après leur utilisation comme suit: 

-dissoudre les pigments et les l1pides avec un solvant tel que l'acétone, 

-frotter les lames avec un papier absorbant 1mbibé d'éthanol, 

-rincer à l'eau chaude, 

-frotter les lames avec un papier sec, 

-par la suite, on a recours à la procédure de nettoyage habituelle décrite à la 

sect i on précédente pour ut 111 ser à nouveau 1 es 1 ames . 

2.2 T echn1 que des monocouches 

L'histoire des monocouches a commencé avec Irving Langmuir en 1917 

lorsqu'il a transféré une monocouche de molécules d'une surface d'eau sur un 

substrat so11de . Dès lors, de nombreuses molécules ont été étudiées sous 

forme de film déposé à l'1nterface air-eau. Une revue complète des propriétés 

des couches monomoléculaires à été écrite par Gaines (1966) . Lorsque des 

molécules amphfphtles sont étalées à l'interface air-eau, elles forment une 

monocouche insoluble . Il est possible de la caractériser en mesurant ses 

propriétés mécaniques ( pression de surface) , électriques ( potentiel de 

surface ) , et opt1ques ( ell1psometrie , absorption et fluorescence, 

etc.)(Andelman et al. 1987 ; Lamarche, 1988) . En faft , les monocouches de 
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constituants membrana1res sont souvent employées comme systèmes modèles 

pour la reconstitution membranaire btologtque , car elles se comportent d'une 

façon analogue à des demi-membranes. 

2.2. 1 Préparation d·une monocouche 

Avant de rempl1r le triple bain d'eau , on procède au nettoyage des 

parties venant à son contact, comme la barrière mobl1e et le flotteur '. Ces 

derniers sont soigneusement dégraissés avec du chloroforme, de J'éthanol, de 

l'éther et rincés plusieurs fois à l'eau dist111ée . La sous-phase utilisée pour 

nos monocouches est un tampon de phosphate de sodium dibasique 10-3 M (Na2 

HP04) , (ACP Chem. Inc.; Montréal, aC) ajusté à un PH de B.O :t 0.2 à l'aide de 

phosphate de sodium monobastque (NaH2P04-H20) , (Stgma Chem., Co; St.Louts 1 

MO ) , saturé d'azote avec un barbottement de quelques mtnutes . Le tampon 

est versé dans 1 e bai n et on 1 e 1 ai sse reposer durant une péri ode d'attente de 3 

à 4 minutes 1 aftn de permettre aux molécules tensioactives et impuretés 

présentes dans la sous-phase de s'adsorber à la surface. On comprime ensuite 

la surface du bain avec une barrière mobl1e , puis on procède avec une pipette 

Pasteur rel1ée au vide d'un robinet au nettoyage de la surface . Il est 

nécessaire de nettoyer la partie arrière du flotteur afin que la tension 

superfiCielle soit identique de part et d'autre du flotteur . Comme le bain est 

recouvert d'un matériel hydrophobe, 11 est possible de le rempl1r de telle 

sorte qu'un ménisque excède le rebord supérieur. Après plusieurs nettoyages 

de la surface, on place la barrière 0 l'extrémité opposée du flotteur pour que 

la J.lr ~~~iun ~ur le noll~ur ~ui l Jlull~ . Un ~lal~ la ~uLu:ilarn;~ ~lulli~t:l ~ l'tl ide 
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d'une seringe micrométrique ( Unfmetrics Corp.; modèle TP 5100 , Analyticel 

Inatm. SC . 1 MUton 1 ON ) contenant 100 JlI de 10 solution de Chi a. de 

cOllCentnstfon connue. Le pigment est dissout dans un solvant approprié 1 le 

benzène, qui est un solvant tdéal pour sa dépositton car il le solubilise bien, 

sittale et s'évapore rapidement et est très peu miscible dens l'eau. l'aigutlle 

de la seringue étant placée à envfron 1-2 mm de la surfece , on dépose 

qu.lques gouttes cl dtfférents points de la surface de l'eau. Une attente de t 5 

mtnutes est nécessatre pour permettre au solvant de s'évaporer . les 

molécules sont étendues à la surface de l'eau . On comprime le film 

monomoléculaire à l'eide de la barrière mobl1e tel que schématisé el la figure 

2.2. Les molécules se rapprochent les unes des autres et s'orientent; pendant 

ce processus, l'afre occupée par les molécules dfmlnue . Elles ne peuvent pas 

quitter la surfece de l'eau à cause du ceractère hydroph111que de leur tête 

polatre et ne peuvent pas se dissoudre dans l'eeu el cause de leur longue 

chaine al1phatique . Ainsi 1 lorsque l'aire occupée par les molécules est 

minimale, ces dernières forment un film compact et stable el 1'1nterface a1r

eau. Suite aux mesures des spectres d'absorptton et de fluorescence , le 

monocouche est enlevée de la surface par aspiretion au moyen d'une pipette 

Pesteur. 
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Figure. 2.2: Représentation schématique de l'orientation des molécules 

en mono couches av~nt (1) et après (2) compression 
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2.2.2 Pr6pereUon des fUms de lengmutr-Blodgett 

Les fflms Longmufr-Blodgett ( L -B ) sont des fflms ultromfnces de 

molécules orgen1Ques déposées sous forme de couches monomoléculetres sur 

un substrat sol1de. Depuis leur découverte per Irving Lengmuir , 11s sont 

restés pendent de nombreuses ennées de sfmples curiosftés de leboretoire . 

Les fl1ms L-B conneissent ectuellement un essor rap1de en raison de leur haut 

degré d'orgenfsetion et de le gronde veriété des molécules Qui sont employées, 

ce quf leur ouvre de nombreux domaines d'oppl1cotions tel que t'électronique 

moléculaire, l'optique linéaire et non l1néoire , la m1crol1thographie , les 

senseurs et blosenseurs , la bfologfe , la catalyse, etc . (Borraud , 1967 ; 

Botey et 01. 1983 ; Chan et al. 1967 ; Hong et Rubner , 1988 ; N1sh1kota et 01. 

1988 ; Ogewe et el. 1987 ; Sugaworo et 01. 1989 ; Uek1to et 01. 1989) ete . Le 

majorité de le l1ttérature 1ssue du groupe de recherche du professeur Leblanc 

concerne 10 techn1 que de L -B et son ut 111 sot 1 on dons des do moi nes très voM és. 

Pour nos mesures opt1Ques , les fl1ms monomolécul01res furent transférés sur 

des lames de, Quartz non fluorescentes . La première étape dons le 

construct1on d'un fHm monomoléculoire consiste en l'étalement d'un volume 

de 100 Ji1 de le solution, par exemple la Chl A , ~ le surfece d'un tampon 

phosphete contenu dens le beln. Après Que le solvent se soit évaporé, on 

comprime à l'01de de la barrière mobile les molécules jusqu'à une pression de 

surfeee de 20 mN m- I (Picerd , 1989) pour former un film compoct et stable D 

1'1nterfoce efr-eou ( vofr pour plus de détol1s 10 préporotion d'une monocouche 

D la section 2.2 ) . Pour minfmiser les vibrations D la surface lors de le 

dépos1tion , des pneumotiQues supportent le bain de Langmuir. De plus lors de 
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la manipulation du fHm le système de yentl1at1on de la chambre de trayal1 est 

tnterrompu ( tout en s'assurent de garder une tempéreture entre '8 et 20 oC ) . 

Aftn d'év1ter toute dégredat10n de la ChIA, toutes les man1pulations se sont 

déroulées sous un éclatrage vert. On suspend deux lames à un support, lu1-

même rel1é à un système hydraul1que dont on retrouve les caractérist1ques 

dans J'arttcle de Hunger et al. (1967) . Ce système assure une descente et une 

remontée régul1ère de la lame à une Y1tesse choiste et constante. Durant 

toute la phase de déposit10n , la barrière mobile se déplace continuellement 

vers le substrat pour matntenir toujours la même press10n superftctelle. A 

la premtère plongée, due à sa surface hydrophile, la lamelle de quartz ne 

ret1endra pas les molécules de ChI ~ , mats à la remontée, elle rencontre les 

groupements polatres 'des molécules qut peuvent s'y fixer grâce aux 

1 nteract 1 ons de ponts hydrogènes et 11 y a adhérence d'une monocouche sur 

chaque face de la lamelle A1nst les deux faces étant hydrophobes, à Chaque 

plongée et remontée ultérieure 1 11 Y a une monocouche qui s'ajoute 1 on peut 

ainsi déposer plusieurs dtzaines de couches. Après plusteurs déposittons 1 on 

obttent un super réseau ortenté suivant un axe . Suite au transfert des 

molécules de ChI Q. sur le quartz 1 on latsse la monocouche sécher quelques 

mtnutes 1 pufs raptdement , on l'ajuste au porte lame . Cette mesure de 

sécurtté vise 6 prévenfr le danger de phéophyttntsatton. Enfin 1 on se dtrige 

aux apparel1s pouvant enregistrer les proprtétés opttques (absorptton et 

fluorescence) , la descriptton du système de fluorescence pour les ftlms L-B 

est decrite en détatl par Gallant (1990) . Le principe de la méthode de 

dépos1t1on est illustré à la figure (2.3) . 
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A- Descente , 
Substrot soli da hydrophi 1 a 

· .................. . · ............... .. . . · ................... . · ......... ......... . · ..................... .. .. ....................... . · .................. . · ... " . ..... .. .. ... . · ................. .. · .................. . · , ................... . .. ..... , ............ . 
.. . .. . . . .. . . . . . .. . .. . . . · .................... . 

• 1 •• 1 ................ , · ................. . 
• ............ o · ....... . · ................. . 

· .... .. ................ . .. ........ ........... . · . ...... . ...... ......... .... ................ .. ..... . · .......................................... . · ......................... , ..................... . 

B- Remontée 

Monocouche 

· ................. . .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ................ . · ................. . . .............. .. . · ..... , ........... . . ................ . · ......................................... . · .......................................... . 
:::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: :S~~~~~~~~::::::::::: · ............ ........ ......... ... .. .... ... . · ... .. ............. ... ....... ........ ...... . · ......................................... . 

Figure. 2.3: Déposition d'une monocouche sur un solide hydrophlle 
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SYSIEME DE MESURE DES PROPRIETES OPTIQUES A L"'NTERFACE AIR

EAU 

3.1 Conceptton et mtse au potnt du système 

Le présent chapitre contient toute la documentation nécessaire sur 

l'expértmentation réal1sée tel1e que 1 le batn , la bamère mobf1e , le flotteur, 

le balancier, le transducteur magnétique l1néa1re, J'étalonnage, la déscript10n 

du système de mesure et les caractéristiques du système. 

3.1. 1 S6néral1t6s 

L'appareil utilisé a été adapté pour nos propres expériences et fabrtqué 

dens nos etelters . Une brève description est nécessetre pour comprendre le 

fonctionnement. Les pnnctpales composantes du triple batn sont illustrées 

aux ftgures 3.1 et 3.2 qui présentent respecttyement le schéma général du 

batn et le schéma détatllé de la balance de torston . En fatt , la conception 

originale de cet appareil est de Langmuir (1917) , par la suite plusieurs 

auteurs tels que Guastalla (1939) , Anderson et Evett (t 952) , Tumit et Lauer 

(1959) 1 Mann et Hansen (1960) , Vromen et al. (1966) 1 Fromherz (1975) ont 

apporté différentes modiftcattons permettant à la fots de facl1iter les 

méthodes de mesures et d'augmenter leurs précisions . 

.e.mn : Le bain utilisé est constttué de plaques d'aluminium matntenues 

ensemble pour former ce QU'on appelle le triple bain (yoir figure. 3.1) . Il 

mesure 64.0 t 0.1 cm de long par 47.0 :t O. t cm de large et a une profondeur 
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Flgure. 3.1 : Schéma du triple bein 
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Figure. 3.2: Schéme détaillé de la balence de Langmuir 
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de 1.0 t 0.1 cm . Afin d'éviter le contact de l'eau avec l'aluminium qui peut 

produire un oxyde d'aluminium -nocif- pour le traval1 en monocouche , la 

surface interne du bain a été recouverte avec du Téflon par Canadian Coating 

Indusries ,Montréal . Ce dernier assume un bon contact entre la sous-phase, 

la barrière et le flotteur. On nettoie périodiquement le Téflon avec un papier 

absorbant imbibé d'éthanol pour éviter toute contamination de la sous-phase. 

Barrière moblIe : La barr1ère mobile permet de comprimer les molécules 

déposées 6 1 a surf ace de 1 a sous-phase . Cet te compression produi tune 

augumentation de la pressfon exercée sur le flotteur. Elle est constituée 

d'une pièce de métal (15.0 ± 0.1 x 4.0 ± 0.1 x 2.0 ± 0.1) cm dans laquelle est 

insérée une pièce de Téflon (14.1 t 0.1 x 1.0 t 0.1 x O.O~ t 0.01) cm qui vient 

en contact avec la sous phase et la mono couche . La barr1ère se déplace 6 

l'intérieur d'un cadre de Téflon rigide qui permet de maintenir un contact 

constant et einsi éviter les fuites de le mono couche . Le mouvement de le 

barrière e été ectionné manuellement. Le position de départ de le barrière 

mobile ne doit produire aucune pression de surface en présence de la 

monocouche . 

Elotteur : À 10.0 ± 0.1 cm d'une des extrémi tés du bei n se trouve un 

flotteur de Mylar ( Dupont of Canada Ltd , Montréal) de dimensions (12.0 :t 0.1 

x 1.0 :t 0.1 x 0.075 ± 0.005) cm, qui est rel1é aux parois du bain par deux 

feuilles minces de Téflon de dimensions (4.0 :t 0.1 x 0.6 :t 0.1 x 0.0075 :t 

0.005) cm . Ces feuilles sont fixées à l'aide de la cire (notons que cette cire 

n'affecte nullement la ChI .a) et sont placées en demi-cercles, l'un convexe, 
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l'autre concave 1 aux extrémttés du flotteur de façon à empêcher le maténel 

déposé à l'tnterface d'attetndre le compartiment propre à l'amère du flotteur 

et de permettre atnsi un certain mouvement honzontal de ce dernier. Un 

déphscement du flotteur produit une torsion du f11 de torsion dont l'angle de 

torsion est mesuré par un transducteur magnéttque 1tnéatre (à une pression de 

surface de 20 mN m- I l'angle de torsion est de 7.70 ± 0.1 0 • Il possède deux 

trous (1 mm de ' diamètre ) pouvant recevoir les dents de la fourchette 

terminant la partie verticale du balancier. La caracténstique importante du 

f1 ot teur est qu'il soi t hydrophobe et inerte. 

Balancier: Il est constitué de tiges de métal soudées les unes aux autres. 

Il est ftxé sur le fl1 de torston au moyen d'une yts et son extrémtté verttcale 

est termtnée par une fourchette qut s'tntrodutt dans le flotteur . Le 

mouvement de ce flotteur est par conséquent communiqué à l'ensemble du 

balancier. Le bras honzontal porte un plateau sur lequel on dépose les poids 

servant à calibrer l'apparetl de mesure . 

Transdycteur magnétlQye ltnéaire : Cet appareil fut conçu par Turntt et 

Lauer (1959) et Mann et Hansen (1960) . Après la mise au potnt du pnnctpe , 

différents groupes de chercheurs comme Frommer et Miller (1965) et 

Fromherz (1975) travai 11 ant en monocouche amenèrent 1 eurs propres 

transformations dans le but d'étudier plus profondément et avec plus de 

rapidité les substances organiques d'intérêt biologique. Lors du mouvements 1 

ce déplacement est transmis à la barre de métal qui se déplace verticalement 

à 1'1nténeur du transducteur. Le schéma fonctionnel du transducteur apparaTt 
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~ la figure 3.3 . Le mouvement d'une barre métalltque ~ l'Intérteur du 

transducteur produit une différence de tension proportionnelle au 

déplacement de la tmrre (voir la ftgure 3.2). Cette tension ClUX bornes du 

transducteur est lue par un multimètre . 

Afin d'éyiter le contact avec la poussière, le bain est isolé dans une 

cage recouverte en papier d'aluminium 1 11 est pOSSible de déposer 

l'échanti11on en ouvrant un couyercle placé au-dessus du bain. 

Note syr J a oress10n de syrface 

Tout l1quide possède une tension superficielle (Yo) qui le caracténse ; 

en particul1er , l'eaus une tension superficielle de 72.66 mN m- I è 20 oC . Une 

fois que l'on a dépposé les molécules amphiphl1es insolubles è l'interface air

eau, la tension superficielle de l'eau est modifiée. Langmuir a développé un 

système qui permet de mesurer la différence de tension superficielle entre 

l'eau pure et celle sur laquelle est déposée la monocouche . Cette différence 

de tens10n superficielle, est è l'ongine de la force mesurée par le système de 

Langmuir, et enregistrée grâce au déplacement d'un flotteur rel1é à un fl1 de 

tors10n: P = '0 -y 

où P est pression de surface, Yo , la tension superficielle de l'eau, Y , la 

tension superficielle de l'eau sur laquel1e est déposée le ftlm 

monomoléculaire . Chacun de ces termes a les unités de mN m- I (Ga1nes , 
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--- - - - - -1+Jaune Rouge ~ 

Entrée ~ Osc111ateur p Démoduloteur Sort1e OC 
et Filtre 

Noir -L ___ _ 
-
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----

Modèle: 24 DCDT-500 (Hewlett-Packard) 

Yoltoge d'entrée : 24.0 :t 0.1 volts OC 

Déplacement: 1.27:t 0.01 cm de part et d'autre 
de la pos1tlon d'êqu111bre 

Lecture maximum : 26.0 ± 0.1 volts 

Figure. 3.3 : Transducteur mognétlque linéaire 
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1966) . En voriont l'oire occupé por le film (ou moyen d'une barrière mobile) , 

on enregistrero les voriotions de 10 force exercée sur le flotteur, Le. les 

variations de pression de surfoce en fonction de la concenl~t1on moléculoire 

(à 1'1nterface) . 

Ëtolonnoge 

Après un nettoyoge . minutieux du boin ovec du chloroforme et de 

l'éthonol, on le rempl1t d'eou distillée jusqu'à ce que 10 foce inférieure de 10 

borrière mobl1e odhère bien à 10 surfoce du l1quide . En procédont por succion, 

on déborrasse la surface de l'eau de toutes particules contomfnontes . Pour 

trouver 10 sensibillté du système du bt'lloncier , on l'étalonne avec des masses 

stondards (pour une masse de 1 à 1000 mg 10 précision est de ± 0.0054 mg , 

CAHN Instrument Company, CA) Que l'on dépose avec précaution sur un crochet 

(voir la figure. 3.2) . Lorsque 1'1ndicoteur de 10 pression de surface indique 

zéro, on peut olors commencer l'étolonnoge . À portir de masses attachées au 

crochet du balancier, on produit une déviation du f11 de torsion 1 donc du point 

zéro sur l'écrt'ln . Les résultats obtenus sont présentés au tableau 3.1 . On 

trt'lce un grt'lphique donnont les mosses en fonction de la dév1ot1on . En 

déterminont 10 pente de 10 droite à l'~ide des moindres carrés, nous pouvons 

trouver 10 sensibl1ité du montoge . Cette dernière est 10 constonte de 

proport1onnol1té rel10nt la déviation (8) à 10 pressfon de surfoce (P). o1nsi 

P-S.8 3.1 
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À l'e1de du greph1Que donnent le courbe d'ètelonnege 1 on peut écnre : 

N = m. 8 3.2 

où m est le pente de le droite obtenue et N le messe déposée sur le crochet 

lors de le cel1bration ; le messe N exerce le moment M.g.L sur le fl1 qui dévie 

d'un engle 9 , donc: 

M. g.L-k.9 3.3 

où 9 est l'eccéléretion gravitetfonnelle ( =9.60629 N/kg , Amencen Instftute 

of Phys1cs Hendbook , 1912) , L représente le dfstence effect1ve du fl1 de 

torsion eu crochet du belancier (voir la figure. 3.2) , k est la constente de 

torsion du fl1 . Lors de la déposition des monocouches , c'est le press10n 

superf1cielle de la monocouche sur le floUeur de Myler qu1 produit le moment 

P.Ll.L2 , donc: 

P . L 1 • L2 = k . 8 3.4 

où L 1 représente le longueur effectfve du floUeur de Mylar , L2 représente le 

d1stance effecUve du fl1 de tors10n au flotteur de Mylar . Pour une même 

dêviaUon 8 , nous avons: 

3.5 

En 1ntrodu1sent M de l'équat10n (3.2) dans l'équat10n (3.5) on aura : 



P 8 g. L 
= m. L L 

l ' 2 
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3.6 

En rempleçent P de l'éQuetton (3.1) dens l'éQuetton (3.6) , on obttent 

l'expresston donnent le senstbtltté (S) de le belence : 

alors S présente des unités de ml111 Newton m- 1 Y-l 

Pour notre bain la senstbl11té est de : 

S = (67.90:t 0.09) . 10-2 N m- 1 y-l 

3.7 

Le fait d'obtenir une reh~t1on l1néaire lors de l'ételonnege ne signifie pes Que 

l'ensemble du bain 1 comprenent la Qual1té de l'eeu , le système de détection 

et autres partlculantés 1 répondent d'une façon ldéele . 



34 

Messe (mg) DéY1et 1 on (mV) 

<t.M - :!: 0.0054) <t.V-:!: 1) 

0 10 

20.0000 30 

100.0000 90 

200.0000 180 

300.0000 260 

400.0000 340 

500.0000 430 

600.0000 500 

700.0000 590 

600.0000 660 

900.0000 750 

1000.0000 830 

Tebleeu. 3.1 : Cel1bretfon du système du belenc1er . 
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Figure. 3.4 Courbe de celibretion du be1n de Lengmu1r 
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3.-1.2 Système de mesura de rabsorpt 1 on 

Le schéma optique du système de mesure de l'obsorptlon est présenté 6 

la ffgure 3.5 . La description de ce système est la suiyonte : 

La radiation de la lumière d'excitotlon proy1ent d'une lompe de 12 yolts et de 

puissance 50 watts (BRL Al /220 1 Allemagne) . Elle est alimentée è l'aide 

d'une source de tension yariable pouvant atteindre 20 volts et refroidie 

naturellement. Une lentille de yerre (L 1) d'une distance focale de 30 mm 

repose sur un cyltndre en aluminium 1 elle sert è la mise ou point sur la fente 

du monochromateur fixé ou bottier Qui tient la lampe et la lent111e . La 

distance entre la lampe et la fente du monochromoteur est de 24 cm . Le 

monochromateur (modèle 1661 , Edfson , NJ) est éqUipé de deux fentes, une è 

l'entrée et une autre 6 la sortfe d'une largeur de 1.50 :t 0.05 mm et 0.80 :t 0.05 

mm respectfyement 1 et est contrôlé par ordinoteur -Spex Datamate-. 

L'ajustement des longueurs d'onde du monochromateur a été occompl1 6 l'aide 

d'un laser He-Ne è 10 pressfon atmosphérique . Le faisceau incident du 

monochromoteur se dirige sur une lame semi-réfléchfssante incltnée è 450 

por rapport è ce dernfer . Une partie du rayon lumineux est réfléchie sur une 

photodiode Pl se trouvant 6 3 cm 6 gauche de la lame. L'utf11sat1on de la 

photodiode Qui est reltée 6 un circuit de stobl1fsotion (yoir ffgure 3.6) nous a 

pennis de contrÔler l'intensité du fafsceou lumineux tout au long du balayage. 

L'outre partte du fotsceau lumineux passe ensutte è troyers une lentille 

convergente (L2) d'une dfstance focale de 20 mm . La lentille L2 repose sur un 

support muni d'un ajusteur Qui peut déplacer cette dernière yertfcalement . 
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U __ Photod1ode P2 U ___ Photod1ode P3 

t ~ Échant1110n 
Bain , 

=r 
Pettt BaIn./' 
Référence M1ro1r M2-~ - Miroir M3 

1 

/ ' 
mOdulate~ 

1--'-___ ~ Fente 
,.--~ 

Monochromateur 

Fente 

__ ...-Lampe 

FIgure. 3.5: Schéma optique du système de mesure de l'absorption 
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Cl = 1 pt + 15 V 

RI = 1.8 k 

-- C2= 11 0 pt 

C3 = 1 pt 

-- -15 V --

Flgure.3.6: CIrcuIt de stabll1satlon de la photod1ode 
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Afin de diviser et moduler en même temps notre fefsceeu lumineux, 

nous evons collé sur 10 pleQue du moduleteur deux morceeux de verre d'une 

certelne forme (vofr ffgure 3.5) . Nous evons déposé per éveporetion sous vide 

de 1'~lum1n1um sur les pl~Ques de verre 1 pour ~volr deux miroirs 

réfléchfssents . Le moduleteur se plece à 45° per rcpport cu rcyon lumineux . 

Lorsque le rcyon lumineux frcppe l'un des miroirs collés sur le moduleteur , 11 

est réfléchi sur le miroir Ml. Il trcverse le petit bein utilisé pour la 

référence (disque creux contenent de l'eau tampon) et amve sur la photodiode 

P2 . Le signal détecté nous servlre de slgn~1 de référence. Lorsque le reyon 

lumineux p~sse à trevers le modul~teur , f1 est réfléchi p~r le miroir M2 sur 

le miroir M3 1 trcverse l'éch~nt111on et se dirige finalement sur 1~ photodiode 

P3 . Il nous tellalt un détecteur très sensible dans le région de l'ultrcvlo1et 

(400 nm) . Pour répondre à cette exigence, nous avons cholsf"une photodiode 

au silfcone de type HUV-4000 de l~ compegnie Optfkon combinée à un 

amplfficeteur opéreUonnel ( Princeton Appl1ed Reseerch Modèle t 28 , 

Princeton 1 NJ 1 domaine de fréquence 0.5 Hz à 100 kHz 1 sensfbillté 1 mV 6 

250 mV ) . On a f ebri qué un conyert Isseur courent tension Qui tredui t en 

tension le courant produft par le détecteur 1 son facteur de conversion étant 

de 10-5 VIA. Le schéma de son circuit électrique est f1lustré sur la figure 3.7 

. Pour él1miner le brutt et 1'1nterférence , un filtre passe-bas est Incorporé 6 

l'intérieur de l'empl1f1ceteur opérationnel. Les données sont trensmlses à un 

ordinateur ·Spex Fluorolog II- et peuvent être emmegeslnées sur disque ou 

imprimées sur pepier à l'ci de d'une table treçente ( Dlgltel Plotter , modèle 

DM 112 ,Houston , TX) . 
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+15V 

+15V 
+15V 

01.=6 v 

RV2=25 kQ 
03=6 v 

--
R7=5.6 kQ 

2=0.1 f 

6 c 
0 - Vcc-.., ., .., 
c 
CD 

2.5 ... 
-4 

Vcc+ 

R8=10MQ 

R1=1 kQ 

C1=160 pt --

Ftgure.3.7: Convarttsseur courent-tenston 
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CoJeuJ de J'obsorbone8 

Quand un royon de rodlatlon d'une longueur d'onde bien déftnle 1 atteint 

une substance, l'énergie associée è ce royon peut varier selon les processus 

suivants: réflexion 1 réfr8ctlon 1 absorption et transmission. La situation la 

plus s1mple est celle pour laquelle le système obéit è la 101 de Beer-Lambert 

(Mtlonni et Eberly , 1966) . Dons ce cos, le est l'intensité de la radiation 

tronsmise par une couche d'épaisseur b et de concentration molaire c . 

L'Intensité du royon transmis est alors exprimée sous la forme: 

-a b c 
le: 10 10 3.6 

où 10 est la lumière incfdente sur l'éëhontlllon 1 a , l'absorptivité molaire 

(1 mol- 1 cm- t) indépendante de c , mais elle est une foncUon de la longueur 

d'onde, de la température et du solvant. Dans notre système. on ut111se deux 

faisceaux d'égale fntensité . Ir est la rodlatlon Incidente de référence (celle 

du fofsceau Qui ne traverse pas l'échantillon) tondfs Que le est 1'1ntens1té de 

radfotlon transmfse . L'équation (3.6) peut s'écrire sous la forme: 

109(::) = A 3.9 

ayec 

A = a·b·c 

où A est l'absorbance de l'échantillon. 



Les valeurs Que l'on obtient avec l'appareil sont : (Ir - le) et (Ir) 

De l'éQuat10n 3.9 on a : 
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(Ir) 1 A = log - = log (_) 3. 10 
le 1- U 

Ir 

procédure expérimentale pour calculer l'absorbance 

Une fots le trtple batn rempl1 d'eau, on mesure le spectre de référence 

(Ir) sur une échelle de 100 mV 1 puis celui de la d1fférence (lr- le) en absence 

de la monpcouche sur une échelle de 1 mV Or-le : représente la différence 

entre le faiceau de référence et celui Qu1 traverse l'échantillon) . À l'aide des 

valeurs Ir et Or-le) a1ns1 que de l'équation 3.9 1 on détermine la l1gne de base. 

Après avoir déposé la monocouche à 1'1nterface air-eau, on la compr1me 

jusqu'à une pression de 20 mN m- 1 , puis on procède à la mesure du spectre de 

différence (Jr- le) sur une échelle de 1 m\' . En ut111sant les spectres de 

référence (Ir), et de différence avec monocouche (lr- le) ainsi que l'équation 

3.10 , on détermine un spectre d'absorption non corr1gé . Pour corr1ger ce 

dern1er, 11 faut le soustratre de la l1gne de base. Il est à noter que le ch01x de 

la press10n de surface de 20 mN m- 1 est régi par l'ortentatton du plan de la 

porphyrine è 1'1nterface air-eau Qui se sttue entre SS et 600 • Cet angle 

correspond è celui Que l'on retrouve pou, la Chl .a. dans la membrane du 

thylacoide. 
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3.1.3 Système de mesure de fluorescence 

Lo figure 3.6 présente le schémo de 1'0pporel1 de mesure da 

fluorescence è l'tnterface air-eau . Nous avons constru1t un système de 

mesure de fluorescence siml10ire d celui qui existe déjd (le 

spectrofluorologue Il) souf que le nôtre est odopté d 1'0quis1tion des données 

in situ. Il est placé yertlcolement por ropport d 10 surfoce du boin . Un tel 

système n'existait pos ouporavont ou Centre de recherche en 

photobiophysfQue. L'a1fgnement des composontes optfQues constftue une phase 

essentfelle dans la mfse en fonctfon de l'appare111age . Le fafsceau de la 

lumfère d'excftatfon provient d'une lompe Hg-Xe ol1mentée par une source de 

tension ( LPS 200 Phonton Technology Internatfonol 1 London 1 Ontarfo) 

vonable 1 pouvant atteindre 30 volts . Elle est refroidie por un débit d'eau 

froide. Une fente de 1.25 :t 0.05 mm de largeur détermine l'lntensfté de la 

lumière incidente . La ' radiation est ensuite dlngée vers un premier 

monochromoteur (modèle 01-001 , Edfson , NJ) ayant une Hm1te de résolution 

de 0.1 nm 1 contrôlé 6 la mofn Quf sélectfonne les longueurs d'onde 

d'excitation. L'étalonnoge des longueurs d'onde des monochromateurs è 

l'excftotlon et 6 l'émission est accompl1e è roide d'un loser He-Ne . Une 

seconde fente de même dlmensfon Que la première 6 la sortie du 

monochromateur permet la résolution du faisceau Incfdent . Ce faisceau 

traverse un 11ltre (' 59820 1 Onel 1 Stratford 1 CT) centré a 400 nm et oyant 

une bonde possonte de 120 nm . Ce fl1tre est ut111sé pour couper toute lumière 

POUy ont nufre è l'émfssion entre 600 nm et plus . L'excitatfon des molécules a 

été effectuée è une longueur d'onde de 440 nm . La lumière Qui troverse le 
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Figure. 3.8 : Schéma optique du système de fluorescence 
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fl1tre d la sortie du monochromateur 1 a deux parcours possibles Qui mènent 

ou détecteur. Le premier parcours: monochromateur l , miroir M2 ,miroir Ml, 

échantillon , miroir M4 , miroir MS , monochromateur 2 , détecteur (voir 

f1gure. 3.6) . Le second parcours: monochromateur l , miroir M3 , échant1110n , 

miroir M4 , mirolr MS , monochromateur 2 , détecteur ( voir figure. 3.6) . Un 

fl1tre passe haut (03 FCG 069 , Melles Griot, Irvine , CA) laisse passer la 

lumière en haut de 570 nm . Une tro1s1ème fente de même dimension Que les 

premières ajustent 1'fntensité de la fluorescence à l'entrée du 

monochromateur 2 (modèle 1661 , Edison ,JU) . Il est contrOlé par un 

ord1nateur -Spex Datamate-. Une dernière fente à la sortie de ce dernier, 

permet d'atte1ndra.- la résolution du fa1sceau fluorescent sur le 

photomu1tipl1cateur contenu dans un tube où existe un vide poussé . Il 

comprend une surface sensible d la lumière , appelée photo cathode Qui 

trensforme le flux de photons en un flux d'électrons , qu1 est par la su1te 

ampl1f1é en un courant électrique gr6ce dune séne de dynodes. Ce courant 

est f1nalement capté sur une anode à 1'1ntérieur du phototube . Un haut Yoltage 

résulte en un nombre accru d'électrons éjectés de Chaque dynode et donc d'une 

amplificaUon supérieure. La photocathode est refroidie par effet Peltier 

(Pacif1c Photometrie Instruments, modèle 3457 , EmeryY111e , CA) jusqu'd -

20 oC ,dans le but d'en augmenter la sensibl1ité de même que le rapport signal 

1 bruit. L'al1menlalion en courant est assurée par une source 1ndépendante 

(Pacifie Photometrie Instruments, modèle 33 , EmeryYille , CA) . Ainsi, les 

spectres de fluorescence peuvent être enregfstrés par un ordinateur et 

emmagasinés sur disque. L'ordinateur est rel1é d une table traçante pour 

l'impression des spectres. Les mesures sont prises d intervalles de deux 
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nanomètres pendant deux secondes . Quant à l'émission 1 elle est balayée dans 

le domaine spectral compris entre 600 et 800 nm . L'apparel1 ut111sé pour 

obtenir les spectres d'émfs~1on de fluorescence est le "Spex Fluorolog Il'' 

simple fal8c~au 1 équiptt U'UJI acc~~l:Iuir e "Daltlrmsle DI'" ~ (~y~l~me d'6quislUun 

des données ) , 

3.2 Caractéristtque du système 

3.2.1 Spéc1f1cations dy système de mesure d'absorot1on 

Dans cette part1e on fdent1f1eles performances du système de mesure . 

Le tableau 3,2 résume les caractérist1ques du système de mesure 

d'absorption . Une fois que le système est stab111sé 1 c'est-à-dire après au 

moins une heure de fonctionnement 1 on mesure les spectres d'absorption , 

L'1nterval1e du spectre balayé se situe entre 400 et 800 nm . Le temps de 

balayage d'un spectre est de 4.50 minutes avec un temps d'intégrat1on de 

l'ampl1f1cateur synchrone de 0.1 seconde et une constante de temps de 0.5 

seconde. La f1gure 3.9 nous montre un spectre de référence avec un laser 

He-Ne comme source d'excttat1on , pris à chaque 0.1 nm avec un temps 

d'intégration de 0.1 seconde. La figure montre une largeur à mt-hauteur de la 

bande spectrale de 2.6 :t 0.1 nm et une préctston sur la longueur d'onde de :t 0.5 

nm . La stabl1ité sur l'absorbance è 500 nm 1 après une heure est de 1 x 10-4 

U.G. (c'est -à-d1 re 1 s1 on mesure une absorbance pour une longueur d'onde 

donnée d 10 = 0 et après une heure on mesure l'absorbance à la même longueur 

d'onde 1 on note Que notre valeur a changé) . La f1gure 3.10 présente une 
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mesure d'absorbance en fonction du temps 1 c'est-d-d1re 1 on fixe la longueur 

d'onde 8 500 nm et on mesure l'absorbance d chaque seconde pour une péri ode 

de 50 secondes. Si on prend la valeur crête d crête 1 c'est-d-d1re le maximum 

moins le minimum, on trouve une valeur rms inférieure d 0.00004 ce qui nous 

donne un bruit de 1 x 10-5 U.I. et une reproductibilité de :t 0.2 nm . Les 

monochromateurs utl1isées pour l'étude de l'obsorption et de l'émission de 

fluorescence sont gérés par le même ordinateur qui contrôle l'aquis1t10n des 

données. Ces deux monochromateurs ont une bonne pureté spectrale et une 

dispersion de 3.7 nm/mm font parti du fluorimétre "Fluorologue 2" . 
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Constante de temps 0.1 s 

Temps d'1ntégratton 0.5 sIl ecture 

Intervalle des longueurs d'onde 350-800 nm 

Bruit 1 x 10-5 U.6. rms (0 500 nm) 

Précision sur le longueur d'onde ± 0.5 nm 

Largeur de la bande spectrale 2.6 ± 0.1 nm 

Stabilité Après une heure , Ia stabi 11 té sur 
l'absorbance el 500 nm est de 

1 x 10-4 U.6. / heure 

Reproduct j bi 1 j té ± 0.2 nm 

Tableau. 3.2 : Spéc1f1cat1ons du système de mesure d'absorpt1on 
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3.2.2 Spécifications du système de mesyre de fluorescence 

le tableau 3.3 résume les spécifications du système de mesure de 

fluorescence. Après une heure de fonctionnement 1 le système est stable et 

nous sommes en mesure de prendre un spectre de f1 uorescence pour un 

intervalle de longueurs d'onde variant de 600 d 600 nm 1 avec un temps de 

balayage de 3 m1nutes et une constante de temps de 1 seconde par nanomètre . 

La f1gure 3.11 montre le spectre de fluorescence è 1'1nterface a1r-eau sans 

monocouche aftn de vérifter le s1gnal Raman qut est de 0.94 x 104 compte par 

seconde . Les fentes ut111sées è l'entrée et è la sortte des monochromateurs 

ont une largeur de 1.25 ± 0.05 mm 1 et la lampe ut111sée est du type Hg-Xe 

d'une pu1ssance de 200 watts. le signal sur bruit est de 31 dans la région des 

longueurs d'onde de 620 è 660 nm pour une monocouche de Chl ~ è 1'1nterface 

atr-eau . Le monochromateur chots1 forme un ensemble complet avec la lampe 

d'excitation qul permet d'obtenir une intensité suff1sante sur l'echant11lon 

avec une d1sperssion de 4 nm/mm . le détecteur 0 l'émission est un 

photomulttpltcateur du type EMI-955B OB refro1dt thennoélectrlquement . 

L'étude de la chlorophylle par spectrofluorlmétrte est restreinte è la région 

uv-visible. En effet, le détecteur EMI-955B OB n'est pas idéal pour les études 

de fluorescence des chlorophylles. Sa rég10n d'ut111sat10n est dans l'uv et le 

visible (300 nm - 700 nm) , on se trouve è la l1m1le du spectre de réponse du 

détecteur . 
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Intervelle des longueurs d'onde 250-850 nm 

Lampe de Hg-Xe 200 W 

Signol sur bruit 0.31 x 102 

Précision sur la longueur d'onde ± 0.5 nm 

Sfgnal Raman à l'fnterface air-eau 0.94 x 104 

(compte par seconde) 

Fentes é l'entrée et é le sortie fentes fixes : 1.25 ± 0.05 mm 

Détecteur 0 l'émi ssi on EMI 9558-Q6 chambre refroidie 

lhermoé 1 ectrl quement 

Tableau. 3.3 : Spécifications du système de mesure de fluorescence 
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RESULTAIS ET DI SCUSS 1 ON 

En t 90 1 J Duysens à établi que l'activité photosynthétique en présence 

d'une lumière de longueur d'onde élevée J attribuée au photosystème 1 J est 

associée à la ChI .a. et n'est pas accompagnée d'une ltbération d'oxygène 

(Duysens et al. 1961) . Le PS Il J qui est activé par des longueurs d'onde plus 

courtes J est nécessaire à la l1bération d'oxygène . La Chi .a. absorbe 

principalement la lumière dans la région bleue entre 420 et 440 nm et dans la 

région rouge entre 660 et 660 nm du spectre visible. La chlorophyl1e est un 

pigment sensible à la lumière J si el1e est trop intensément irradiée J 11 Y a 

photodégredet1on . C'est pourquoi 11 feut prendre s01n de ne pes leisser le 

chlorophylle sous irradiation en dehors du temps de lecture . 

Cette section résume les résultats de nos mesures expér1mentales . On 

vér1fie de ce fait l'exactitude des appareils impl1qués dans les mesures 

optiques et l'état de pureté de nos produits. La première partie présente les 

mesures réel1sées en absorption pour une mono couche de Chi .a. déposée 0 

1'1nterface air-eau et sur substrat soUde (Jame de quartz) ainsi que le 

mé 1 ange Chi .a.-Pc pour une concentrat t on de 1: 1 0 . Ensu1 te , on présente 1 es 

résultats obtenus en fluorescence pour une monocouche déposée 0 la surface 

de l'eau et pour les fl1ms l-B , ainsi que pour le mélange Chl ~-Pc pour une 

concentrat i on de 1: 1 0 . les di verses candi tt ons expér1 menta 1 es entourant 

l'ul11isatlon lJu système 1 pour J'étude des monocoucttes â lïnl~r ftn;e t2ir-eau 

atns1 que la dépos1t1on des f11ms monomoléculeires sur support soUde, ont 

été présentées antér1eurement (v01r les chapitres 2 et 3) . Les monocouches 
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de ChI §. et de mélanges ont été déposées sur des lame1Jes de quartz 

hydrophiles. Ces dernières furent neutral1sées avec une solutton de NaOH 

(0.01 M) pour éviter la dégradation possible de la ChI §. en phéophytine au 

contact des lamelles acides. Les monocouches de ChI ~ et de mélanges ont été 

déposées à une pression de surface de 20 mN m- 1 • Toutes les expériences ont 

été menées en prenant 801 n de conserver 1 es mêmes condi t ions 

expérimentales (température ambiante 1 température de la sous-phase , 

pourcentage d'humtdité 1 vitesse de déposttion) aftn de s'essurer d'une 

reproductibilité dens les résultats expérimentaux. 

4.1 InterpritaUon des spectres d"absorpUon 

La chlorophylle ~ en ftlm mince constitue un système modèle qui a fea 

l'objet de quelques publ1cetions (yoir tableau 4.1) . Le spectre d'ebsorption de 

ce pigment a été mesuré par divers auteurs ce qui permet de comparer nos 

résultats expérimentaux avec ceux de la l1ttérature . 

4.1.1 Cas de la Chl .1 pure (À l'fnterface air-eau et en fl1ms L -B) 

Les spectres d'absorption de le ChI ~ déposée à 1'1nterfece air-eau et en 

fUms L -B sont présentés aux f1gures 4.1 et 4.2 . On remarque qu'en plus des 

bandes principales pour les régions bleu et rouge du spectre visible, quelques 

épaUlements sont présents dont les ampl1tudes varient selon l'échant1llon 

étudié. Leurs positions sont sensiblement les mêmes d'un spectre à l'autre . 

On observe deux max1ma situés à 440.0 :t 0.5 nm et 661.0 :t 0.5 nm pour les 
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monocouches déposées 8 le surfece de l'ecu. Dens le cas des ftlms L-B (une 

couche de chaque côté de la leme) , les mexime sont situés 8 440.0 ± 0.5 nm et 

680.0 ± 0.5 nm . SI nous comperons nos résultats 8 ceux de références (voir 

tebleau 4.0 , on note un excellent accord. Le maximum d'absorption dans le 

rouge rapporté pour une monocouche condensée est de 660 nm (Bellamy et al. 

1963 ; De Coste et al. 1972) . Plus récemment, He1thier et al. (1963) ont 

montré que le poslt1on de ce maximum est felblement Influencée par l'étet de 

compression du fHm ; en comprimant la monocouche de 3 8 21 mN m- 1 , le 

maximum d'absorption dans le rouge passe de 676 nm 8 676 nm . Le 

superposition des couches de chlorophylle Q. ne modifie pas sensiblement le 

spectre d'absorption. 
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Système Bende de Soret Bende rouge Références 

nm nm 

air-eau 440.0 ± 0.5 681.0 ± 0.5 ce travail 

air-Quartz 440.0 ± 0.5 680.0 ± 0.5 ce travail 

ofr-eou 440 680 Bellomy et 01. 

( 1963) 

e1r-eeu 439 680 Het thi er et 01. 

( 1983) 

01r-Quartz 440 680 de Costa et al. 

( 1972) 

a1r-Quertz 440 ± 2 680 ± 2 Désormeaux et 

Leblanc (1985) 

N2-Quartz 440 ± 2 680 ± 2 Lamarche et al . 

(1989) 

Tableau. 4.1 : Position des maximums d'absorption de la Chl ~ 
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4.1.2 Cas de dilution de la ChIA par la Pc d'oeuf (1:10) 

Les mélanges binaires de Chl ~ ayec des lipides en Hlm 

monomoléculaire Yisent è simuler sa situation ·1n y1yo· . On s'approche alors 

de la réalité des membranes du thylacoide . 

Les spectroscopies d'absorption et de fluorescence n'en demeurent pas 

moins des outl1s couramment utl1isés aftn de Yérif1er l'état d'agrégation de la 

chlorophylle. Ainsi, le spectre d'absorption de la chlorophylle mesuré ~in 

YiYO" présente un maximum è des longueurs d'onde supérieures aux valeurs 

mesurées pour des solutions dtluées . Comparattyement 6 la valeur de 661 nm 

repportée pour la ChI D. en solution dans le benzène (Seely et Jensen, 1965) , 

les diverses formes de chlorophyl1e associées 6 la membrene du thylacoTde 

présentent des maxima compris entre 670 et 662 nm (Brown , 1963 ; 

Anderson et al. 1976 ; Brown et Choch , 1961) . Ce déplacement du maximum 

d'absorption est expliqué par deux processus Qui peuvent être indépendants ou 

concurrents soit: un accroissement de la polarité du mtlieu environnant 9t 

l'intensiftcation des interactions chromophore-chromophore médiée par 

l'organisation des molécules de ChIA à 1'1ntérieur du polypeptide. Nous ayons 

utilisé la spectroscopfe d'absorption affn de sonder l'état d'agrégatton de la 

chlorophylle D. au sefn de l'assocfation Qu'eUe forme avec la Pc d'oeuf. Les 

figures 4.1 et 4.3 présentent les spectres d'absorptton obtenus pour la ChIA 

et le mélange ChI ,m-Pc (1: 1 0) , tous les deux mesurés à une pression de 

20 mN m- 1 • Le choix des phosphaUdylchol1nes se base sur le degré 

d'insaturatlon des chatnes d'acide gras. Le spectre obtenu pour la ChI .a. est 
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conf orme aux va 1 eurs présentées par Het tht er et al. (1983) . Deux dt ff érences 

majeures apparatssent lorsque la Pc est ajoutée è la ChI a.: 1) le maxtmum 

d'absorption est déplacé vers de plus fatbles longueurs d'onde et 2) 1'1ntenstté 

d'absorption est moindre. Ces deux effets sont la mantfestatton d'un même 

phénomène, c'est-è-d1re la dl1ution de la Chi a. par le l1pide. Il est également 

possible de mesurer la même tendance lorsque la chlorophylle .a. est dtluée 

avec une protétne' formant un mélange mtsctble (Lamarche, 1988) . La bande 

de Soret a son sommet è 439.0 :t 0.5 nm avec un épaulement s1tué è 420.0 t 

0.5 nm . Ces valeurs concordent avec d'autres mesures effectuées è l'tnterface 

azote-eau (Agrawal et al. 1985) . La bande principale dans le rouge est s1tuée 

è 671.0 :t 0.5 nm . La positton du premier satelltte est è peu près constante, 

cec11nd1que que la transition 50-51 est plus affectée par cet effet de dtlut10n 

que ne l'est la bande de Soret. Ceci représente un déplacement de 10.0 :t 0.5 

nm par rapport au spectre d'absorption du pigment pur . La diminution de 

l'absorptton de 0.022 (ChI .a) è 0.0010 (ChI a-Pc U: 10» par monocouche est en 

accord avec le fatt qu'en moyenne , l'atre moléculaire du système 

chromophore-ltptde était , è cette presston de surface supérteure è l'atre 

mesurée pour ta ChI Q. seule. Atnsi , la dimtnution de l'absorption est le reflet 

direct de la dilution du pigment. 
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4.2 1 nt8rprétat t on des spectres de f1 uorescence 

Les spectres de fluorescence des f11ms L -0 ont été mesurés sur notre 

système et sur le spectrofluorolog Il . Les deux spectrofluorimètres 

présentent les mêmes caractéristiques optiques, sauf que celui mis au point 

dans notre laboratoire a été edepté pour mesurer les spectres de fluorescence 

à l'interface e1r-eau . 

4.2.1 Cas de la ChI 11 pure (À 1'1nterfCJce CJ1r-eCJu et en f11ms l-B) 

Les spectres d'émission d'une monocouche de chlorophylle 0. déposée à 

la surface de l'eau et en fl1ms L-B sont présentés eux figures 4.4 et 4.5 . Pour 

les fl1ms L-B , on mesure le spectre d'émission pour une monocouche de 

cheque côté de la lame de Quartz . Les spectres d'éml ssi on pour une 

monocouche à l'1nterface e1r-eeu et en fl1m L-B présentent une lerge bende 

dont les maximums sont situés respectivement I!J 700.0 :t 0.5 nm et 

704.0 :t 0.5 nm . 



800~--------------------------------~ 

700 

""'" , • :1 600 .... 
• ~ 500 • u • 
~ 400 o 
::1 -LA. 

300 . , ' 
+. .... .. ....................... 

• 

• 

• 
• 

• 

700.0 

t 
.+ t. 

.' . 
• • 

• 
• 

• 

• 
• 

• .... , ., 
" ', . . .. '. • • ........ ... 

WO~------~--~--~~------~----~~ 
600.0 ~o~ 700~ ~~ 800.0 

Longueur d'onde (nm) 

Figure. 4.4: Spectre de fluorescence d'une mono couche de Chl A 

à l'interface air-eau 

(tempêratura ambiante T =20t 1 oC, la sous-phase 

est un tampon phosphate avec un PH 6.0 t 0 l , 401 

d'humidité, la pression de surface 

est de 20 mN m- l ) 

64 



1600r-----------------------------------~ 

1400 
"'" . a . 
~ 1200 
"" • U 
C 1000 • U 

" • 'a 
~ -~ 

800 

600 • 
••• ...... ............ 

400 ••• .. 

, 
• 

• 
• 

• 
" 

70 .... 0 

• • 

• 

, 
• , 

~ 

• . , 
..... , . 

• 
• 
• 
• • .. '. •• • " .. 

" .. 
• • . , ..... 

"" • • . .... 
' . . 

••• • 

200~--~--~----~--~1----~--------~~ 
~~ ~~ ~~ ~~ 800.0 

Longueur d"onde (nm) 

Figure. 4.5: Spectre de fluorescence de la Chl §. pour un film L-B 

(une monocouche de chaque cOté de la lame 1 

température ambiante, la sous-phase est un 

tampon phosphate avec un PH B.O :t: O. l , 401 

d'humidnê , la pression de surface est de 

20 mN m- 1 , vi tassa da dèposi t ion 

ast da 1 cm mn- 1) 

65 



66 

4.2.2 Ce8 de dtluUon de la ChI JI. par la Pc d"oeuf (1:10) 

Une confirmation supplémentaire de l'effet d1Juant de la Pc (d'oeuf) 

incorporée dans une monocouche de Chi G. est donnée par les spectres 

d/émission de fluorescence (figures 4.6 et 4.7) . Il est import~mt de préciser 

dans un premier temps que l'intensité de fluorescence est fort variable pour 

des fl1ms de même nature. Ainsi 1 11 est impossible d'obtenir une série de 

spectres présentant (jes intensités de fluorescence reproductibles . Ce 

phénomène demeure inexpl1qué . Nous avons cependant noté que l'intensité de 

fluorescence du système mixte Chi .a.-Pc est plus élevée que celle mesurée 

pour la Chi .a. seule . 

Le mélange binaire composé de Chi .a.-pc d'oeuf permet l'étude du 

comportement du pigment dans cet environnement lipidique. Les spectres de 

fl uorescence de 1 a Chi .a. dit uée par 1 a Pc d'oeuf pour une concentration de 1: 1 0 

sont présentés respect t vement aux ft gures 4.6 et 4.7 pour une mono couche 

déposée à la surface de l'eau et en fl1m L -B (une monocouche de chaque côté 

de la lame de quartz). Les maximums se situent à 676.0 :t 0.5 nm et 

67B.0:t 0.5 nm respecUvement . Toutes les phosphatidylchol1nes synthétiques 

mélangées avec la Chi G. présentent un spectre identique à celui Que nous 

avons observé pour une monocouche de ChI ~-Pc (1 : 1 0) à l'interface air-eau . 

Cette observation expérimentale appuie les résultats de Picard (1990) . 

Les résultl!lts obtenus Htn vivo" comme les résultl!lts obtenus pour le système 

modèle fournissent cependant peu d'informl!ltions concernl!lnt ll!l nl!lture réel1e 
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du complexe . D' 8111 eurs ,les spectres de fl uorescence r8pportés pour 1 es 

chlorop18stes ou les const1tu8nts se l1mttent è une tnterprét8tton 

phénoménologique. D8ns le C8S qut nous concerne, l'ensemble des résu1t8ts 

obtenus p8r spectroscoptes d'8bsorptton et de fluorescence conf1rment la 

dl1ut1on de 18 monocouche de ChI ~ p8r 18 Pc . 
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CONCLUSION 

De nombreuses études spectroscopiques sur les systèmes modèles de la 

Chl .a. ont été effectuées au cours des dernières années afin de caractériser 

l'état de la Chl .a. responsable de la haute efficacité de la séparation de 

charges. L'interprétation des spectres de la Chl .a. dans les systèmes in Y1tro 

permettait a1nsil'acqu1sition de nouvelles connaissances qui pouya1ent mener 

6 la caractérisation de l'état de la Chl .a. retrouvée in Y1YO . Nous ayons réussi 

6 mettre au point un spectromètre permettant de mesurer directement les 

propriétés optiques de la chlorophylle .a. 6 1'1nterface air-eau afin de simuler 
1 

l'état d'agrégation de ce pigment dans la membrane biologique. De plus, pour 

un même fl1m monomoléculaire on peut mesurer les propriétés spectrales en 

terme d'absorption et de fluorescence respectiyement l'une après l'autre et ce 

en préservant l'arrangement des molécules dans le fl1m . La stab111té sur 

l'absorbance de la monocouche laissée d une pression de surface de 20 mN m- 1 

pendant une durée de temps d'une heure est de l'ordre de 1 x t 0-4 U.G. ; quant 

au brun 6 500 nm 11 est de 1 x 10-5 U.G •• Les mesures expéri menta 1 es nous 

ont penn1 s d'observer un rapport si gna 1 sur brui t de 0.31 x 102 dans 1 a régi on 

des longueurs d'onde 620 6 660 nm pour la fluorescence. Ces caractéristiques 

montrent un niyeau de performance de notre spectromètre supérieure à celles 

pUbl1ées Jusqu'à date. Nous avons mesuré les propriétés d'absorption et de 

fluorescence 6 l'interface air-eau pour la chlorophylle .a. ainsi que le mélange 

chlorophylle .a. - phosphat1dylchol1ne d'oeuf . Les propriétés ainsi mesurées 

reproduisent celles obtenues pour les mêmes systèmes biologiques organisés 

, mais en fl1ms Langmu1r-Blodgett . 
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