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RESOME

Les plantes vertes peuvent, 3 partir de gaz carbonique, d'eau et
d'éne;gie lumineuse, former des sucres et de 1'oxygéne par le mécanisme
de la photosynthése. Les &tapes primaires de la photosynthése se pro-
duisent au niveau des chloroplastes des feuilles, et plus spécifiquement
au niveau de la membrane des thylacoiIdes. Il existe dans cette membrane
deux types de transfert d'énergie, en l'occurrence le transfert d4'éner-
gle électromagnétique et le transport d'électron sous forme de réactions
rédox. C'est le transfert d'énergie &lectromagnétique que nous voulons
mieux comprendre au cours de ce travail, et pour ce faire, nous étudions
l'effet de l'orientation des pigments photosynthétiques. Des spectres
d'absorption, d'émission et de photoacoustique de chloroplastes et de
thylacoides sont prils en lumliére naturelle et en lumiére polarisée.
Afin d'orienter nos systémes photosynthétiques, nous incorporons les
chloroplastes et les thylacoldes dans des films d'alcool de polyvinyle.
I1 est possible d'étirer le film pour le rendre anisotrope. Ces films
ont l'avantage de stabiliser les échantillons ce qul permet 1l'utilisa-
tion du méme échantillon pour les différentes mesures spectroscopiques.
Ainsi, 3 1'aide de mesure de dichroisme linéaire, nous observons une
anisotropie d'absorption des chloroplastes et des thylacolIdes incorporés
dans un film d'alcool de polyvinyle étiré. Cependant, cette anisotropie
est inexistante dans le cas du film non—étiré. L'examen de photogra-

phies d'échantillons prisent avec un microscope 3 fluorescence, montre



iii

que les chloroplastes et les thylacoIdes incorporés dans des films
étirés subissent une déformation dans le sens de 1'é&longation des films.
A partir de nos résultats, nous calculons le facteur d'anisotropie opti-
que et 1l'indice de déformation mécanique afin d'établir les mécanismes
responsables du dichroisme linéaire. Les spectres d'émission polarisée
des chloroplastes et des thylacoides montrent que durant 1'élongation du
film, il y a une perturbation du processus de transfert d'énergie
d'excitation qui serait due 3 une réorientation partielle des molécules
lors de la déformation des chloroplastes et des thylacoides. En se
basant sur les spectres d'absorption et de photoacoustique, nous calcu-
lons 1la désactivation thermique des pigments photosynthétiques. Nos
résultats montrent que lorsque les pigments tels que la chlorophylle-b
et les caroténoides ont une faible intensité de fluorescence la valeur
de leur désactivation thermique est supérieqre 4 celle des pigments
ayant un rendement quantique é&levé de fluorescence. Ainsi, le présent
travail caractérise les phé&noménes spectroscopiques propres i 1l'orienta-
tion des pigments ce qui pérmet d'apporter une contribution 3 la compré-

hension du transfert d'énergie &lectromagnétique parmi les chromophores

des fragments photosynthétiques.
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CHAPITRE I

INTRODUCTION

A) Généralités sur la photosynthése

La photosynthése joue un réle important dans 1l'évolution de la pla-
néte car grice 3 ce mécanisme, les plantes vertes et les algues produi-
sent de 1l'oxygéne et des hydrates de carbone 3 partir de gaz carbonique,
d'eau et de lumiére. A la figure 1, nous présentons un schéma réaction—
nel des deux phases de la photosynthdse, soit les phases lumineuse et
obscure. Aprés l'absorption de la lumiére par les plantes, il se pro-
duit durant la phase lumineuse de la photosynthése un ensemble de réac-
tions d'oxydo-réduction menant 3 la formation de 1l'oxygéne, du NADPH et
de 1'ATP. L'oxygéne est pour sa part dégagé dans l'atmosphére, alors
que le NADPH et 1'ATP sont nécessaire 3 la synthése des hydrates de

carbone.

Les plantes et les algues se situent au bas de la lignée é&volutive.
Nous pourrions penser, que par le fait méme, ce sont des organismes trés
simples, mais ce n'est pas le cas. Prenons l'exemple d'une feuille, en
examinant une coupe transversale (fig. 2a), nous nous rendons compte
qu'il existe un grand degré d'organisation. A 1l'intérieur des cellules

végétales, nous retrouvons un organelle, le chloroplaste (Fig. 2b). Et
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Figure 1. Schéma représentant les principales réactions de la
photosynthése.
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Figure 2. Schémas représentant une coupe transversale d'une feuille (a), d'un chloroplaste (b)
et d'un thylacoXde (c).



c'est au niveau des chloroplastes que se produit la photosynthése. Les
chloroplastes sont constitués d'une double membrane externe, d'une mem—
brane interne et du stroma. La membrane interne forme un réseau
(fig. 2c) dans lequel nous retrouvons les thylacoides qui s'empilent
pour nous donner un granum qui est relié 3 un autre granum par une

lamelle intergranaire. Toute la membrane interne baigne dans le stroma.

La membrane interne des chloroplastes se compose d'une couche de
lipides et de protéines formant une structure bimoléculaire (fig. 3a).
Durant la phase lumineuse de la photosynthése, les antennes collectrices
captent l'énergie solaire puis l'acheminent vers les centres réaction-
nels des photosystémes. Ensuite, 3 partir des centres réactionnels un
transfert d'électron se produit. Le transfert se fait gri3ce & un ensem
ble de réactions d'oxydo-réduction, en présence de donneurs et d'accep-
teurs ayant des potentiels rédox différents. L'ensemble de ces réac-

tions est représenté dans le schéma en Z de la figure 3b.

En plus des lipides et des protéines, nous trouvons aussi dans la
membrane photosynthé&tique deux groupes de pigments, les chlorophylles et
les caroténoldes. Le rdle principal de ces pigments est d'absorber
1'énergie &lectromagnétique et de la transférer vers les centres réac-

tionnels des photosystémes.

Lorsque nous prenons le spectre d'action de la photosynthése et que

nous le comparons aux différents spectres d'absorption des pigments
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Figure 3. Schémas représentant la membrane photosynthé&tiqe (a) et le
potentiel rédox des réactions photosynthétiques (b) (Tiré

de Nobel, 1983).



présents dans la membrane photosynthétique (fig. 4), nous nous rendons
compte que l'ensemble des pigments absorbent de 1l'énergie é&lectromagné-
tique lors de la photosynthése, mais a des proportions différentes sui-

vant le pigment.

B) Spectroscopie d'absorption

Si nous examinons le pic d'absorption de la bande rouge des chloro-
plastes, nous notons que la largeur de bande 3 mi-hauteur est plus gran-
de que celle de la chlorophylle~a dissoute dans un solvant polaire. Ce
fait expérimental signifie que nous sommes en présence de différentes
formes spectroscopiques de la chlorophylle-a (Lehninger, 1975). Cet
état du pigment est expliqué par une interaction avec les molé&cules de
protéine, ce qui donne des formes spectroscopiques différentes suivant
l'orientation du pigment par rapport 4 la membrane des thylacoides (Bre-

ton and Vermeglio, 1982).

En connaissant la position des moments de transition des pigments,
nous pouvons obtenir des renseignements sur 1'orientation de ces pig-
ments dans la membrane photosynthé&tique. La position des moments de
transition des différentes chlorophylles est connue (Sauer, 1975 et Bau-
man and Wrobel, 1980). Pour la chlorophylle-a, nous savons que le

moment de transition Y se localise dans le plan de l'anneau porphyrine,
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le long d'une ligne reliant les pyrolles I et III tandis que le moment
de transition X se situe le long de la ligne reliant les pyrolles II et

IV (fig. 5).

Les moments de transition peuvent &tre dans des états différents.
Et ces &tats correspondent aux bandes du spectre d'absorption des molé-
cules. Ainsi nous connaissons (Petke et al., 1979) pour 1la chloro-
phylle-a, l'attribution des bandes d'absorption. A la figure 6, nous
donnons une représentation du spectre d'absorption. Une des transitions
est celle passant, de 1l'état fondamental au premier &tat excité (S, >
S1) c'est la transition Q. Cette transition peut se situer le long
des axes Y et X de la chlorophylle-a. Les transitions QY et QX absor-
bent respectivement la lumiére 3 environ 662 nm et 613 nm lorsque le
solvant est 1'éther é&thylique (Petke et al., 1979). Par contre, la
bande de Soret de la chlorophylle-a se compose de transition &lectroni-
que de type B, c'est—-d-dire de transitions se produisant lorsque 1la
molécule passe de 1'état fondamental au deuxiéme &tat excité (S,
S9). Dans la région de la bande de Soret, il existe une superposition
de plusieurs &tats vibrationnels pouvant &tre orientés selon les axes Y

et X de la chlorophylle a.

En changeant le solvant dans lequel baigne la chlorophylle, la lon-
gueur d'onde du maximum d'absorption sera modifiée. Ainsi, en dissol-
vant la chlorophylle~a dans de la lécithine, le maximum de la transition

QY est 3 670 nm (Hoff, 1974), soit un déplacement de 8 nm par rapport 2



Figure 5. Structure moléculaire de la chlorophylle-a (Tiré de
Salisbury and Ross, 1978).
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Figure 6. Diagramme des niveaux énergétiques de la chlorophylle-a
(A) et leur position sur le spectre d'absorption (B)
(Tiré de Sauer, 1975).
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1'éther éthylique. Donc l'environnement joue un réle important car il

influence les propriétés spectroscopiques des molécules.

Comme les pigments présents dans les chloroplastes et les thylacoi-
des sont orientés et qu'ils ont différentes formes spectroscopiques,
nous pourrons, en utilisant de la lumiére polarisée au lieu de 1la
lumiére naturelle, obtenir des informations supplémentaires quant 3 leur
orientation dans la membrane photosynthétique et leur contribution aux

différentes formes spectroscopiques.

C) Spectroscopie en lumiére polarisée

Le choix de la méthode pour orienter les échantillons biologiques
est trés important. L'orientation peut s'effectuer par anisotropie de
forme (Morita and Miyazaki, 1971 et Rafferty and Clayton, 1978), chimi-
que (Hoff, 1974), magnétique (Breton, 1974), &lectrique (Gagliano et
al., 1979), ainsi que par photosélection (Paillotin et al., 1979). Pour
notre travail, nous utilisons l'anisotropie de forme, pour ce faire nous
incorporons les chloroplastes et les thylacoides dans des films d'alcool
de polyvinyle. Ce qui va nous donner un film isotrope, que nous allons

étirer, dans le but d'obtenir un film anisotrope.

Une foils que nous aurons nos &chantillons, nous voulons prendre des
spectres de dichroisme linéaire et d'émission polarisée. Ceci dans le

but de comparer avec les &tudes en dichroisme 1linéaire sur les
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chloroplastes (Breton and Paillotinm, 1977), les thylacoIdes (Szito et
al., 1985) et les antennes collectrices (Vacek et al., 1977) et de pro-
poser un nouveau modéle sur le transfert d'énergie dans la membrane pho-
tosynthétique. De plus, quelques &tudes ont porté& sur la spectroscopile

d'émission polarisée des chloroplastes, p. ex. Ganago et al. (1983).

La spectroscopie photoacoustique est un outil de recherche trés em—
ployée depuis que Rosencwaig (1973) a mis au point cette technique spec-
troscopique appliquée aux solides. Elle sert 3 &tudier des métaux (Ben-—
ziger et al., 1985), des molécules (Upadhyaya et al., 1985), des orga-
nismes vivénts (Carpentier et al., 1983), etc. Les &tudes peuvent s'ef-
fectuer 3 température de la piéce ou 3 basse température (Ikari et al.,
1984). La spectroscopie photoacoustique sert aussi pour étudier des
événements se produlsant lors de la photosynthése, tels que 1l'emmagasi-
nage de l'énergie et l'évolution de l'oxygéne dans les feuilles intactes
(Kanstad et al., 1983 et Poulet et al., 1983). Nous pouvons en savoir
plus sur les possibilités de la spectroscopie photoacoustique pour la
recherche en photosynthése, en se référant 3 l'article de Buschmann et
al. (1984). Cependant, @ notre connaissance, 11 n'y a aucun travail
publié sur des chloroplastes et des thylacolIdes en spectroscople photo-

acoustique polarisée.
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D) But du travail

Afin d'étre 3 méme de comprendre le mécanisme de transfert d'éner-
gie se produisant dans la membrane photésynthétique, Nnous nous proposons
d'extraire des chloroplastes et des thylacoides pour ensuite les incor-
porer dans un film d'alcool de polyvinyle que nous pouvons par la suite
étirer. Notre but est de former deux types de milieu, un milieu iso-
trope et un milieu anisotrope correspondant respectivement 3 des films

non-étiré et &tiré.

L'objectif de notre étude est d'examiner l1l'effet de l'orientation
des pigments photosynthé&tique en employant les techniques spectroscopi-
ques d'absorption, d'excitation, d'émission et de photoacoustique. Afin
de caractériser les phénoménes spectroscoplques propres 2 l'orlentation
des pigments, on se propose d'utiliser la lumidre naturelle et la
lumidre polarisée. Les données expérimentales ainsi obtenues permet-
tront d'apporter une plus grande compréhension du mécanisme de transfert
d'énergie dans un systéme modé&le favorisant l'orientation des fragments
photosynthétiques. L'incidence d'une telle &tude par rapport aux obser-
vations expérimentales ¢mn vivo permettra de démontrer 1'importance de
l'orientation des pigments pour une conversion efficace de 1'énergie
électromagnétique, en particulier dans le mécanisme de transfert

d'énergie.



CHAPITRE II

THEORIE

Dans la présente section, nous présentons les théorles dont nous

nous servons dans le cadre du présent travail.

A) Relation entre la déformation mécanique et 1'anisotrople optique des

échantillons

Afin d'établir les mécanismes responsables du dichroIsme linéaire
observé, nous &tudierons la relation entre la déformation mécanique et

l'anisotropie optique.

En étirant les films d'alcool de polyvinyle, nous pouvons déformer
les particules incorporées, dépendamment de leur taille. Les chloro-
plastes et les thylacoldes, pour leur part, subissent une déformation
lors de 1'étirement du film. L'équation (1) nous donne la relation per-

mettant de calculer 1'indice de déformation mé&canique (D).
a
h
D (=) = () (1)
v

ol les indices b et a représentent respectivement 1'état du film, soit
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avant ou aprés étirement. Et les paramétres h et v, se mesurent en
prenant la longueur (h) et la largeur (v) des chloroplastes et des thy-

lacoides.

En étirant les films d'alcool de polyvinyle, nous observons une
anlsotropie optique. Cette anisotropie peut étre due 3 une réorlenta—
tion des moments de transition des molécules absorbant la lumiére.
Ainsi, les composantes paralléles (M, ) et perpendiculaire (Ml) des
moments de transition (ﬁ) vont varler selon 1'équation (2) lors de

l'étirement du film.

Mb a
I 1l
Ae (—)=((—7) (2)
P u?
1 1

ol A est le facteur d'anisotropie optique.

Le coefficient d'extinction (g) et 1l'absorbance (A) sont propor-—
) > . -
tionnels & (E.M)%, ou E correspond au vecteur &lectrique de la lumiére

polarisée. Ainsi nous obtenons pour les composantes polarisées,

2 2
A (1~:II M”) etAJ_ (El ML)

i (3)
A partir des relations (2) et (3), nous obtenons,
IR
A (=507 =(— (4)
A A
L L
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Le facteur d'anisotropie optique (A) se calcule & partir de 1'équation
(4). Les valeurs de l'absorbance (A) sont mesurées 3 675 nm pour les

systémes photosynthétiques étudiés.
En employant les valeurs de A et de D, nous calculons le facteur

d'efficacité de l'orientation (A/D) des chloroplastes et des

thylacoides.

B) Dichrofsme lingéaire

Le dichrofsme linéaire, c'est le phénoméne de 1'absorption aniso-
trbpique de la lumiére par un &chantillon contenant des molécules orien-
tées. Pour que 1l'absorption soit 3 son maximum, le vecteur de la
lumiére doit &tre polarisé parallélement aux moments de transition.
Mais si par contre, la lumiére est polarisée perpendiculairement aux

moments de transition des molécules, aucune absorption ne s'observe.

Pour prendre des mesures de dichroisme linfaire, la méthode la plus
simple consiste 3 se servir d'un spectrophotométre et de polariseurs.
Mais, 11 existe aussi des appareils servant & mesurer directement le
dichroisme linéaire. Pour notre part, nous nous servons d'un spectro-
photométre pour mesurer les composantes d'absorption paralléle (A“) et

perpendiculaire (Al).
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A partir de 1'absorption paralléle et perpendiculaire, nous calcu-

lons le dichroisme linéaire (DL) 3 1'aide de deux méthodes différentes

qui nous sont données par les équations (5) et (6).

AA = A, - A (5)
L
A, - A_L An - A_L
DL = ( ) = ( ) (6)
A A, + 2A

Pour pouvoir comparer les valeurs de dichroisme lin&alre que nous
calculons 3 celles de la littérature, i1l est important de s'assurer que
ce solt le méme dichroiIsme linéaire, car certalns auteurs emploient le

méme terme pour des entités différentes.

Prenons 1'équation (5), certains auteurs utilisent le terme AA
(Breton et al., 1973), alors que d'autres le remplace par DL (Biggins

and Sveiljkovsky, 1980 et Breton and Roux, 1971).

A 1'équation (6), nous retrouvons une autre définition pour le
dichroime linéaire, soilt DL = (A” - AL)/A, mals nous pouvons aussi trou-—
ver dans la littérature que le dichroisme est &gal 3 AA/A (Morita and
Miyazaki, 1971) ou que le dichroIsme réduit s'exprime par 1'expression
LD/Aygo (Norden, 1978). Cependant, ces différentes é&quations ont la

méme signification.
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A partir des absorbances paralléle et perpendiculaire, nous pouvons
aussl calculer le rapport dichroique (DR) (Bolt and Sauer, 1979 et Nor-

den, 1978).

DR = — (7N

I1 est donc bilen important, lorsque nous discutons de dichroIsme

linéaire, d'établir ce que nous entendons par ce terme.

C) Spectroscopie photoacoustique

La spectroscople photoacoustique est une méthode relativement nou-
velle, bien que les premiéres publications (Bell, 1881) datent d'un sieé-
cle. En effet, l'application de cette méthode a des solides n'a qu'une

vingtaine d'années (Parker, 1973).

Rosencwalg et Gersho (1975) établirent la théorie de la spectrosco-
pie photoacoustique. Pour observer un signal photoacoustique, nous pla-
gons un échantillon dans une cellule (fig. 7a) 3 laquelle s'attache un
microphone, et 1l'éclalrons avec une lumiére modulée. L'échantillon
absorbe la lumiére et la transforme partiellement ou totalement en cha-
leur, via le processus de la désactivation non-radiative. Le microphone

sert 3 détecter la variation de pression produite dans la cellule par le

réchauffement périodique du gaz 3 la surface de 1l'é&chantillon.
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a)

porte fenetre

fenatre porte échantillon

corps de la

porte microphone
cellule

microphone

echantilion
materiel / couche frontiere du gaz

b) de sup‘port-7 s 9az
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Y ' | lumiere
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el -
-(1+lp) =10 +2mag *— +Ig

Figure 7. Schéma d'une cellule photoacousthue (a) (Tiré de Ducharme et al,
1979) ainsi que la représentation d'une coupe longltudinale de
la cellule (b) (Tiré de Rosencwaig, 1978). 1, 1l et 1g repré-
sentent respectivement les &paisseurs de 1' echantlllon, du maté-
riel de support et du gaz. ag représente le coefficient de dif-
fusion thermique du gaz.
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Pour comprendre la théorie de la spectroscopie photoacoustique des
solides, nous devons considérer la cellule comme &tant un cylindre
(fig. 7b) de diamétre D et d'une longueur L et 1'&chantillon comme un
disque de diamétre D et d'épaisseur 2. L'échantillon se place de
manidre 3 exposer une surface du disque au gaz, une colonne d'épaisseur
28 et que l'autre surface repose sur-le matériel de support, d'épais-
seur Qb. Nous considérons que le gaz et le matériel de support n'ab-

sorbent pas la lumiére.

En spectroscopie photoacoustique, la lumiére incidente doit se com-
porter comme une lumiédre sinusofdale monochromatique modulée. Et nous
assumons que la lumiére arrive 3 1l'échantillon avec une intensité (I)

correspondante 3 1l'équation (8)

I =% I, (1 + cos wt) (8)

ol I, représente le flux de 1la lumiére incidente monochromatique

(W/cm?) et  sa fréquence de modulation (radians/s).

La densité de chaleur produite damns 1l'échantillon & un point x, &
la suite de 1l'absorption de la lumiére modulée s'exprime 3 partir de

1'équation suivante:

3 BIO eBx (1 + cos wt) (9)
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oi R représente le coefficient d'absorption optique de 1'échantillon

(cm™1).

L'onde de chaleur formée dans 1'échantillon se propage selon
1'équation de la diffusion thermique (10) pour un x comprit entre —-% et

0.

2
iwt
‘Lg—:i@i-AeBX 1+ e (10)
§x o 8t
s

oi A est une constante é&gale a BIyn/2Kg, n représente 1l'efficacité
d'absorption de 1'échantillon d& la longueur d'onde d'excitation, Kg la
conductivité thermique de 1'échantillon et og la diffusivité thermique

de 1'é&chantillon (cmz/s) qui est donnée par 1'é&quation (11)
a, =K
] .

/p.c. 1)
]

3 ]

oi K représente la conductivité thermique (cal/cm.s.°C), p la densité
(g/cm3) et ¢ la chaleur spécifique (cal/g.°C). Quant a l'indice j, il
identifie respectivement les indices s, g et b attribués a 1'échantil-

lon, le gaz et le matériel de support.

Des équations de diffusion thermique identiques 3 celle de 1'équa-
tion (10) peuvent &tre déterminées pour le matériel de support (12) et

pour le gaz (13).
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2
(S 2_ = _l% pour - (Q,'f‘Qr ) < x < _Qr (12)
b
§x a, Ot
b
2
§™¢ :_j;_ég pour 0 < x < Qg ( 13)
§x> o St
g

Nous savons que le gaz et le matériel de support n'absorbent pas de
lumiére, donc la formation de chaleur se situe exclusivement dans
l'échantillon. A l'interface gaz—é&chantillon, il existe une amplitude
complexe du flux de chaleur périodique, cette amplitude (6) nous est

donnée 3 1l'équation (1l4).

BI (14)

g 2 -0 2 -R2
(r-1) (b+1)e ° - (r+1)(b-1)e ° + 2(b-r)e

GSQ, -0l
(g+1) (b+l)e ° - (g=1) (b-1)e °

od Og est égale a (1 + i)ag et ag le coefficient de diffusion
thermique (cm—l) de 1'échantillon se dé&finlt comme &tant &gal a
w/20g). De plus b, g et r sont des constantes, qui prennent respec-—
tivement les valeurs de kpap/kgag, kgag/kgag et

(1 -1)B/2ag4.
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Cependant, ce n'est pas toute la colonne de gaz qui répond thermi-
quement au flux de chaleur périodique formé & la surface de 1'é&chantil-
lon. Nous présentons & la figure 8 la distribution de la température
dans le gaz en fonction du temps. Nous notons que la température s'at-
ténue rapidement lorsque la distance augmente par rapport d la surface
de 1'échantillon. A une distance de 27Vag, la variation du flux de
température périodique est pratiquement nulle. Nous pouvons donc défi-
nir que 1'épaisseur active, 2ﬂ/ag, répond thermiquement au flux de

chaleur périodique de 1'échantillon.

A 1'interface gaz~&chantillon, un échauffement périodique se pro-
duit ce qui favorise une expansion et une contraction périodique du gaz.
Nous avons donc un phénoméne périodique qui agit comme un piston acous-—
tique sur la colonne de gaz. Le déplacement du piston acoustique
s'évalue facilement. En se servant de la loi des gaz parfaits, nous

pouvons calculer l'enveloppe de pression sinusoidale, soit la valeur Q.

BT YP
Q - (o] (0} 2 2
2V§'KS zg 2 T (8" -0)
(15)
) -G % -84
(r-1) (b+1)e ° - (r+1l)(b=1)e ° + 2(b-r)e
X g 2 -g £

(g+1) (b+l)e ° - (g-1)(b-1)e °



Ps=p, cos wt

wt=0
$g =0 e'%xcos(wt—agx)

Figure 8, Distribution spatiale de la température en fonction du
temps dans la couche de gaz adjacente au solide (Tiré
de Rosencwaig, 1978).
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od y représente le rapport des chaleurs spéclifiques, P, la pression
ambiante et T, la température ambiante.

Dans la théorie de Rosencwaig et Gersho (1975) trols paramétres de
1'échantillon doivent é&tre considérés pour 1l'analyse du signal photo-
acoustique, solt 1l'épailsseur de 1l'échantillon %, la longueur d'absorp-

tion optique y, et la longueur de diffusion thermique ug. Les valeurs

8

de UB et yg nous sont données par l'inverse des coefficients d'absorp-

tion optique (B) et de diffusion thermique (ag)-.

De plus nous savons (Rosencwaig, 1978) que 1'amplitude du signal
acoustique est fonction de la fréquence de modulation de la lumiére
incidente. Ainsi, le signal sera plus important aux basses fréquences

de modulation.

D) Calcul de la désactivation thermique 3 partir de composantes gaus-—

siennes des spectres d'absorption et de photoacoustique

A partir des spectres d'absorption et de photoacoustique, nous pou—
vons, en divisant l'intensité du signal photoacoustique (PAS), par celle
du spectre d'absorption (A), obtenir un indice de la désactivation
thermique (DT) de 1l'échantillon. La désactivation thermique c'est une
mesure de 1l'é@nergie lumineuse absorbée par les pigments qui est dissipée

sous forme de chaleur.
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DT = PAS/A (16)

De la méme fagon nous pouvons obtenir:

I
g
>
w
~
>

DT (17)

DT

fl
g
g
w
l.._
S~
>

(18)

Une foils que les valeurs de la désactivation thermique sont obte-
nues pour les chloroplastes et les thylacoides, il est intéressant de
pouvoir relier ces valeurs 3 des pigments ou 3 des complexes pigment-

protéine par 1'étude des composantes gaussiennes.

Une premidre approximation sera faite 3 partir des données de Lit-
vin et Sineshchekov (1975). Ces derniers &tablirent la présence d'un
certain nombre de composantes gaussiennes pour la bande dans le rouge.
En utilisant ces valeurs, nous calculons les gaussiennes présentes dans
la bande de Soret, en estimant qu'il existe un déplacement de 240 nm

pour les composantes des deux pics (voir tableau 1).

Pour les spectres de photoacoustique, nous estimons les mémes
valeurs de maximum et de largeur de bande 2 mi-hauteur que pour les
spectres d'absorption. Une fois les valeurs des composantes gaussiennes
des spectres de photoacoustique et d'absorption déterminées, nous calcu-

lons la dé&sactivation thermique des différentes composantes.



Tableau 1

Maximum et largeur 3 mi-hauteur des composantes gaussiennes.

Longueur Largeur Longueur Largeur
d'onde a d'onde a
(nm) mi-hauteur (nm) mi-hauteur
(nm) (nm)
640 9 400 9
648 8 408 8
662 10 422 10
668 8 428 8
676 8 436 8
682 8 442 8
687 7,5 447 7,5
693 7,5 453 7,5
698 7 458 7
702 29 462 29
703 8-10 463 8-10
704 30 464 30
706 32 466 32
707 10 467 10
710 36 470 36
712 10-12 472 10-12
738 9-11 498 9-11

755 11-12 515 11-12




CHAPITRE III

MATERIEL ET METHODE

A) Extraction et purification des chloroplastes et des thylacoides

Nous extrayons les chloroplastes et les thylacoides 3 1l'aide de
deux méthodes différentes. La premidre extraction (préparation 1 - pl)
se fait 3 partir de feuilles de pois, selon la méthode de Burke et al.
(1978). Deux types d'échantillons ont &été& préparés, soit des chloro-

plastes et des thylacoIdes. Cette préparation a eu lieu dans le labora-

toire du Professeur Frackowiak 3 Poznan (Pologne).

Pour la deuxiéme extraction (préparation 2 - p2), nous utilisons
des feuilles d'haricot en appliquant la méthode de Reeves et Hall
(1980). A partir de la méme extractlon, nous purifions trois types
d'échantillon, soit i) des chloroplastes entiers, 1ii) des chloroplastes

brisés et iil) des thylacoldes.

Lorsque nous soulignons l'emploi de chloroplastes entiers, nous
signifions que l'enveloppe externe est intacte. Par contre, dans le cas

des chloroplastes brisés, l'enveloppe externe sublit des cassures a3 la
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suite d'un choc osmotique. Les thylacoides s'obtiennent eux en enlevant

l'enveloppe externe des chloroplastes (voir fig. 2).

Pour la deuxiéme extraction, nous nous servons de plants d'haricot
agés de dix jours. Nous coupons les tiges en morceaux pour les passer
dans un broyeur pendant dix secondes. Par la suite, nous filtromns la
solution obtenue sur quatre é&paisseurs de coton & fromage et sur un
filet de nylon (25 um ). Nous centrifugeons le filtrat a 3 500 rpm pour
une durée de 30 secondes, le surnageant est jeté&, et nous remettons le
culot en suspension dans 1 ml de tampon de resuspension pour obtenir les
chloroplastes entiers (Reeves and Hall, 1980). Nous utilisons comme
tampon d'extraction une solution 0,33 M Sorbitol, 10 mM Na,gP,07, 4
mM MgCl, et 2 mM d'acide ascorbique 3 pH 6,5. Et pour le tampon de
resuspension, nous préparons une solution 2 mM de EDTA, 1 mM MgCl,,
1 oM MnClpy, 50 mM Hepes et 0,33 M de Sorbitol (sauf indication con-

traire) 4 pH 7,6.

Les chloroplastes brisés s'obtiennent en plagant les chloroplastes
entiers dans un tampon de resuspension qui ne contient pas de sorbitol.
Comme la solution est hypotonique, 1l'enveloppe externe des chloroplastes
se brise. Par la suite, nous centrifugeons la solution et récupérons le
culot, pour le suspendre dans le tampon de resuspension et nous obtenons

ainsi les chloroplastes brisés.

Pour obtenir les thylacoIdes, nous prenons les chloroplastes brisés

et nous les passons dans un broyeur. Par la suite, nous plagons la
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suspension sur un gradient de sucrose et nous centrigugeons pour finale-

ment récupérer les thylacoides (Reeves and Hall, 1980).

Une fois que les trois types d'échantillons sont purifiés (chloro-
plastes entiers, chloroplastes brisés et thylacoides), nous pouvons pas-—
ser 3 la prochaine &tape pour obtenir nos &chantillons, soit la prépara-

tion des milieux isotrope et anisotrope.

B) Préparation des milieux isotrope et anisotrope

Les milieux isotrope et anisotrope s'obtiennent en incorporant le
matériel biologique dans des films d'alcool de polyvinyle (Frackowiak
et al., 1986b). Pour préparer les films, nous mélangeons 100 ml d'eau
distillée et dix grammes d'alcool de polyvinyle (BDH). Nous plagons le
mélange dans un bain thermostaté 3 50°C, et agitons jusqu'd 1l'obtention
d'une solution homogéne. Avant l'lincorporation du matériel biologique,
nous devons laisser refroidir le mélange jusqu'3 température ambiante.
Nous ajoutons les chloroplastes et les thylacofdes en agitant 3 1l'aide
d'une tige de verre, puis nous laissons reposer le mélange afin de per-

mettre 3 1l'air de s'échapper du polyvinyle.

En utilisant une tige de verre, nous déposons le mélange sur une
lame de verre qui fut préalablement lavée avec de l'acide No-Chromix,

puis au NaOH (0,1 M) et rincée dix fols 3 1l'eau du robinet et dix fois a
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l'eau distillée. Nous devons porter attention & ce qu'aucune bulle
d'air ne se forme sur le film d'alcool de polyvinyle. Si cela se pro-
duit, nous pouvons retirer les bulles formées 3 1l'aide d'une seringue.
Nous plagons ensuite les lames de verre, sur lesquelles nous retrouvons
les chloroplastes et les thylacoides incorporés dans les films d'alcool
de polyvinyle, dans un dessicateur contenant du sulfate de calcium
(CaS04) pour une période de 48 heures. Aprés cette période,. il ne
reste qu'd décoller le film d'alcool de polyvinyle de la lame pour avoir

des chloroplastes ou des thylacoides incorporés dans un milieu isotrope.

Pour former un milieu anisotrope, nous utilisons le film isotrope
et l'étirons pour obtenir le degré d'anisotropie désiré. Le degré

d'anisotropie (%) se calcule selon la formule suivante:

(L
g =L L ¥ 100 (19)

ot Ly et Lj correspondent respectivement aux longueurs finale et

initiale du film.

Pour étirer le film d'alcool de polyvinyle, nous nous servons d'un
support. Le film se fixe 3 deux barriéres, une des barriéres est immo-
bile, l'autre se déplace 3 1'aide d'une vis (voir fig. 9). L'ensemble
baigne dans un milieu saturé en vapeur d'eau pour une période de 24 heu-
res pour humidifier le film afin de pouvoir 1l'étirer sans qu'il ne se

déchire. Aprés cette période d'humidification, nous pouvons &tirer le
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Schémas du support servant & &tirer les films d'alcool
de polyvinyle en position initiale (a) et finale (b).
L; et Lf représentent respectivement les longueurs
initiale et finale du film d'alcool de polyvinyle.

Figure 9.



33

film jusqu'au degré d'anisotropie désiré, soit 300% dans notre cas.
Ensuite, nous laissons le film sur le cadre pour une période de séchage

de 48 heures avant son utilisation pour les mesures expérimentales.

C) Photographies

Afin de déterminer si nos échantillons sont orientés lors de 1'é&ti-
rement des films d'alcool de polyvinyle, nous avons pris des photogra-

phies des &chantillons & 1'aide d'un microscope d fluorescence Laborlux

12 (Leitz).

D) Spectroscopile en lumiére polarisée

En considérant la stabilité des chloroplastes et des thylacoides
une fols Incorporés dans 1'alcool de polyvinyle, il nous est possible en
utilisant le méme &chantillon de mesurer différents paramétres spectros-—

copiques, en particulier en absorption, émission et photoacoustique.

a) Absorption
Les mesures d'absorption ont &té prises avec un spectrophoto-
métre Cary 17-D. Pour chaque &chantillon nous prenons une série de

trolis spectres: le premier en présence de lumiére naturelle (Aﬂ)’
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le deuxiéme et le troisiéme respectivement avec de la lumiére pola-
risée parallélement (A”) et perpendiculairement (A ) & 1l'échantil-
L

lon.

Comme 1'épaisseur des films d'alcool de polyvinyle varie d'un
échantillon & 1l'autre, nous prenons un spectre d'absorption d'un
film contenant des chloroplastes par rapport 3 1l'air, puis dans un
second temps, le spectre d'absorption d'un film d'alcool de poly-
vinyle par rapport 4 l'air. Ensuite nous normalisons les spectres
d'absorption 3 une méme &paisseur d'échantillon avant de soustraire
le spectre d'absorption de 1l'alcool de polyvinyle de celui des

chloroplastes.

b) Epiﬁg}gp

Nous prenons les spectres d'excltation et d'émission 3 1l'aide
d'un spectrofluorimétre Fluorolog—~2 (Spex). Pour avoir des spec-
tres d'excitation et d'émission polarisés, nous plagons un polari-
seur au falsceau d'excltation et un polariseur au falsceau d'émis-
sion (voir fig. 10). La lumiére est polarisée selon un axe verti-
cal (V) ou horizontal (H) aux deux faisceaux lumineux. Les &chan-
tillons sont toujours placés pour que 1l'axe d'étirement solt

horizontal (h).
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Figure 10.

AW

Représentation schématique des mesures d'excitation
et d'émission de fluorescence. i et V représentent
la polarisation horizontale et verticale.
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c) Photoacoustique

La figure 11 présente le schéma du spectrométre photoacousti-
que 3 simple falsceau constrult dans notre laboratoire. La source
lumineuse incidente est une lampe au Xénon de 1 000 W (Schoeffel
Inst. Corp.). Le falsceau lumineux passe au travers une lentille
.(L1), puls d'un monochromateur & réseau (Schoeffel Inst. Corp.,
GMA250). Par la suite, le faisceau monochromatique est modulé 3
l'aide d'un disque rotatif mécanique relié& 3@ un modulateur de fré-
quence (Benthan 218F), puis la lumiére passe dans une deuxiéme len-—
tillé (Ly) et dans un filtre (F), qui se positionne automatique-
ment pour des longueurs d'onde supérieures 3 500 nm. Ensuite, le
faisceau de lumidre est réfléchi par un miroir avant d'étre pola-
risé 3 1'aide d'une lentille polarisante (p), pour finalement
atteindre 1'échantillon placé 3 1l'intérieur de la cellule. Un
microphone détecte 1'onde acoustique et la transforme en signal
électrique qui est préamplifié avant d'é&tre acheminé 3 un amplifi-
cateur différentiel (Ithaco/Dynatrac modéle 393), auquel est relié
le modulateur de fréquence. Toutes les données provenant de 1'am

plificateur différentiel sont traitées par un micro-ordinateur.

Le noir de charbon est un matériel trés absorbant qui dissipe
sous forme de chaleur toute 1'énergle absorbée. En prenant un
spectre photoacoustique du noilr de charbon, nous obtenons ainsi 1le

profil de 1'intensité lumineuse de la lampe. Nous devons donc
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Figure 11. Schéma du spectrophotométre photoacoustique. L, et L représentent les lentilles,
F le filtre et p le polariseur.
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corriger le spectre photoacoustique de 1'échantillon, en divisant

le signal acoustique de 1'échantillon par celui du nolr de charbon.

Lorsque nous prenons un spectre photoacoustique d'un &chantil-

lon en lumiére polarisée, nous devons le diviser par le spectre du

noir de charbon pris aussl en lumiére polarisée.

Mesure de la durée de vie de fluorescence

Les mesures de durée de vie de fluorescence ont &té prises suivant
méthodes expérimentales, soit par comptage de photon et par modula-

de phase.

2) Comptage de photon

Pour ces mesures nous utilisons un appareil commercial de 1la
compagnie PRA (modéle 3000). Les courbes de déclin obtenues 3 par—
tir d'un échantillon sont ajustées d 1'aide d'un ordinateur afin de
trouver les composantes exponentielles présentes. Il doit y avoilr
une bonne corrélation entre la courbe expérimentale et celle calcu-
lée 3 partir des composantes exponentielles. L'ordinateur peut
ajuster les courbes avec une, deux ou trols exponentielles ce qui
permet de déterminer la durée de vie (T) ainsi que 1'amplitude de

chaque composante.
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b) Modulation de phase

En employant la méthode de modulation de phase, nous obtenons
une durée de vie moyenne des différentes composantes de fluores—
cence ainsi que la complexité de la fluorescence 3 partir du rap-
port M/cos Y, od Y représente le déplacement de la phase entre les
falsceaux d'excitation et d'émission et M, le facteur de démodula-
tion des faisceaux lumineux. Ainsi, lorsque M/cos | égale un, le
déclin est monoexponentiel, et s'il est inférieur & un, il existe
une superposition de plusieurs exponentiels. Dans ce cas, la
valeur de la durée de vie (r¢) est une moyenne des durées de vie

des composantes présentes.

Les mesures de durée de vie de fluorescence par modulation de
phase ont &té prises & 1'Institut de physique de 1'Université
Nichlolas Coppernick 3 Torun (Pologne). La figure 12 présente un
schéma de l'appareill utilisé dans notre travail. La source lumi-
neuse (LS) est une lampe au mercure. La lumiére incidente passe &
travers un filtre interférentiel (FI), pour ensulte &tre modulée
avec un modulateur ultrasonique (M). Le modulateur se situe entre
deux polariseurs (P), servant 3 polariser la lumiére horizontale-
ment. Par la suite, le faisceau de lumiére se divise en deux par-
ties, l'une sert de référence pour mesurer la phase, l'autre est

employée comme source lumineuse excitatrice.



L

Figure 12.

F
B-HOT -4 --- -+ R

40

61 | A Hep
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Schéma de 1'appareil servant & mesurer la durée de vie
de fluorescence par modulation de phase (SL: source
lumineuse, Fy et Fyp: filtres, P: polariseur, M: mo-
dulateur, S: &chantillon, PA: amplificateur de puis-
sance, Gy et Gry: générateurs locaux, Ay et Ary: am-
plificateurs, PMy et PMry: photomultiplicateurs, Ph:
compteur de phase digitale, AC: courant alternatif et
DC: courant continu).
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Les mesures se prennent en deux &tapes. Premiérement, nous
devons mesurer la phase (¢U) et le facteur de démodulation (mu)
pour la référence. On emploie comme référence un film d'alcool de
polyvinyle. Deuxiémement, nous mesurons la phase @ ) et le fac-

exc

teur de démodulation (m ) pour 1'échantillon incorporé dans un
exc

f1lm d'alcool de polyvinyle.

A partir de ces mesures, nous calculons le facteur de démodu-

lation (M) et la phase () de 1l'échantillon. Ainsi,

M = % (20)
U
et
b -9
w = u exc (21)
500

Nous calculons la durée de vie moyenne, T 3 partir de

w ’

1'équation suivante

ol W est égal a 2mv, v, &étant la fréquence de modulation de 1la

lumiére.



CHAPITRE IV

RESULTATS ET DISCUSSION

A) Photographies des échantillons

La figure 13 présente des photographies de chloroplastes (pl) en
milieux isotrope (fig. 13A) et anisotrope (fig. 13B). Nous notons que
la préparation du milieu anisotropique a bien favorisé une orientation
des chloroplastes par rapport @ l'axe d'étirement, mais nous pouvons
aussi noter une déformation de ces chloroplastes. De forme sphérique en
milieu isotrope, les chloroplastes passent 3 une forme ellipsoidale dans
un milieu anisotrope. Nous retrouvons le méme genre de déformation pour
les thylacoides de la préparation 1 (fig. 14) et pour les échantillons
de la préparation 2 (résultats non présenté&s) incorporés dans un film

étiré (300%) d'alcool de polyvinyle.

Etant donnée la méthode d'orientation utilisée, la forme sphérique
et la taille des chloroplastes et des thylacolIdes extraits jouent un
rdle important dans leur déformation. En travaillant avec des structu-
res de formes ellipsoldales ou plus petites, p. ex. les photosystémes I
et II, nous pourrons &liminer ou réduire le facteur de déformation, tout

en conservant une orientation du matériel biologique.



A)

Figure 13.

Photographies de chloroplastes incorporés dans des
films d'alcool de polyvinyle non-&tiré (0Z) (A) et
étiré (3007) (B) (grossissement 400X).



Figure 14.

Photographie de thylacoldes incorporés dans un film
étiré d'alcool de polyvinyle (300%). (grossissement 400X).
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En considérant 1'état de déformation de nos échantillons de chloro-
plastes et de thylacoides, il serait bon d'orienter ces échantillons 3
1'aide d'une autre méthode, par exemple celle du pinceau (Penna et al.,
1975). 11 serait intéressant de comparer les résultats obtenus 3 partir

des méthodes d'orlientation des échantillons biologiques.

Les figures 13 et 14 montrent clairement 1'état de pureté des
échantillons de la premiére méthode d'extraction. Pour les &chantillons
de la deuxiéme méthode d'extraction, 1l existe une plus grande homogé-
néité des préparations (résultats non montrés). Dans l'avenir, il
serait souhaitable d'utiliser la méthode de Reeves et Hall (1980) pour

extraire les chloroplastes et les thylacoides.

B) Relation entre la déformation mécanique et l'anisotropie optique

des &chantillons

Au tableau 2, nous donnons les valeurs de 1l'anisotropie optique
(A), de la déformation mécanique (D) et du facteur de l'efficacité de
l'orientation (A/D). L'anisotropie optique est calculée &d partir du
rapport de l'absorbance du faisceau analytique polarisé parallélement a
celle du faisceau polarisé perpendiculairement pour les films d'alcool
de polyvinyle avant et aprés &tirement. L'anisotropie optique est cal-
culée en se servant de l1l'équation (4). Les valeurs nous sont données

pour les chloroplastes et les thylacolIdes préparés suivant les deux
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Valeurs de l'anisotropie optique (A), de la déformation mé&canique (D) et leur

rapport (A/D) pour les chloroplastes, les thylacoides et le Rouge de Congo

incorporés dans des films d'alcool de polyvinyle, ol les indices b et a

représentent respectivement avant et aprés l'étirement.

b, b a

fchantillon LA A /AL A D A/D
Rouge de Congo
(c =5 x 107°M) 1,000 5,250 2,291 5,78 0,396
Chloroplaste
entier (p2) 1,000 1,022 1,011 3,00 0,337
Chloroplaste
brisé (p2) 1,027 1,179 1,071 3,00 0,357
Thylacoide

(p2) 0,930 1,183 1,128 3,00 0,376
Chloroplaste

(pl) 0,996 1,197 1,096 4,35 0,252
Thylacoide

(pl) 0,980 1,331 1,165 2,15 0,547
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méthodes d'extraction et de purification alnsi que pour le Rouge de
Congo incorporé dans un film d'alcool de polyvinyle. Dans le cas du

Rouge de Congo, les valeurs sont tirées de Frackowlak et al. (1986b).

Les observations expérimentales pour le Rouge de Congo servent i
comparer l'effet de l'orientation dans le cas d'un pigment libre par
rapport aux pigments attachés & une membrane (p. ex. chlorophylles et
caroténolides). Pour calculer le facteur de déformation (D) du Rouge de
Congo, nous ne nous servons pas de ses dimension comme dans le cas des
chloroplastes et des thylacoiIdes, mais plutdt des dimensions du film
d'alcool de polyvinyle. Ailnsi, nous déterminons les valeurs de h et de
v @ partlr des longueurs du film dans le sens de_l'étirement (h) et dans

-

le sens perpendiculaire 3 celui-ci (v) (voir fig. 15).

S1i nous comparons les valeurs de 1l'anlsotropie optique (A) dans le
cas d'un plgment libre, tel que le Rouge de Congo, et de pligments atta-—
chés 3 une membrane, tels les chlorophylles et les caroténolides, nous
pouvons voir que pour les chloroplastes et les thylacoIdes la valeur de
A est égale a 1,1 £ 0,1, tandis que pour le Rouge de Congo, le A est
d'environ 2,3. Une valeur deux fols plus petite dans le cas des chloro-
plastes et des thylacoIdes comparativement au Rouge de Congo nous indi-
que qu'il existe des interactions spécifiques entre les pigments et leur
environnement membranaire. Ces interactions limitent la liberté de mou—
vement des pigments ce qui implique qu'd un méme pourcentage d'étire-
ment, l'anisotropie des pigments membranaires est molns Iimportante que

celle des pigments libres.
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a)

b)

Figure 15. Schémas du film de Rouge de Congo avant (a) et aprés (b)

étirement. h représente la longueur dans le sens de

1'axe d'étirement et v la longueur de 1'axe perpendicu-
lairement 3 1'étirement.
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Les valeurs de 1'efficacité d'orientation (A /D), varient en fonc -
tion des &chantillons. Les valeurs de A/D des chloroplastes et des thy-
lacoides de la deuxiéme extraction sont du méme ordre de grandeur que
celle du Rouge de Congo. Par contre, pour les chloroplastes et les thy-
lacoldes de la préparation 1, les valeurs de A/D sont respectivement
plus petit et plus grand que pour les échantillons de la préparation 2.
La différence entre les valeurs d'efficacité d'orientation des échantil-
lons provient principalement du facteur de déformation mécanique qui

varie d'un échantillon 3 1l'autre.

Trois facteurs peuvent causer l'anisotropie des &chantillons biolo-
giques dans les films d'alcool de polyvinyle: (i) un alignement des
membranes par rapport & l'axe d'élongation du film; (ii) une déformation
des structures biologiques incorporées dans le film; (iii) une réorien-
tation des pigments dans la membrane. D'aprés Biggins et Svejkovsky
(1980), les spectres de dichroisme linéaire de thylacoldes incorporés
dans des films d'alcool de polyvinyle sont dus principalement 3 l1l'ali-
gnement des membranes dans l'axe d'&tirement du film, mais ils ne souli-
gnent pas la possibilité d'une déformation des structures. A partir du
facteur de déformation mécanique et des photographies des &chantillons,
nous concluons qu'il existe une déformation des structures, et que cette
déformation doit. &tre responsable en partie de l'anisotropie d'absorp-

tion.
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Afin de connaitre dans quelle proportion la déformation mécanique
et la réorientation des pigments sont responsables de 1l'anisotropie
d'absorption, 11 faudrait faire une é&étude des facteurs d'anisotropie
optique et de déformation mécanique 3 différents pourcentages d'étire—
ment. Ce projet de recherche permettrait d'obtenir des renseignements
supplémentaires sur les mécanismes responsables de 1l'anisotropie
d'absorption pour des structures biologiques incorporées dans des films

d'alcool de polyvinyle.

Nous pouvons conclure que les différences observées entre les pig-
ments libres (Rouge de Congo),  les chloroplastes et les thylacoides
incorporés dans les films d'alcool de polyvinyle sont dues aux proprié-
tés mécaniques différentes entre un film d'alcool de polyvinyle et une
membrane blologique. Une partie du dichroisme linéaire observé chez les
échantillons, est due d la déformation des chloroplastes et des thyla-

coides.

c) Propriétés spectroscopiques en lumiére polarisée

a) Absorption
Les spectres d'absorption des chloroplastes et des thylacoides
des deux préparations incorporés dans un milieu isotrope varient

peu en fonction de la polarisation de la lumiére incidente. A 1la
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figure 16, nous présentons un exemple de spectres d'absorption pris
en lumiére naturelle et en lumiére polarisée pour les chloroplastes
de la préparation 1. Nous pouvons voir qu'il existe peu de diffé-

rence entre les spectres d'absorption.

Nous tenons & souligner que les spectres d'absorption ont été
enregistrés lorsqu'une petite partie de 1'échantillon é&tait illumi-
née. Par conséquent, il é&tait trés difficile d'éclairer toujours
le méme endroit de 1'échantillon. Et les différences observées
entre les spectres d'absorption polarisée pourraient &tre reliées a
une fluctuation du nombre de chloroplastes et de thylacoldes pré-
sents dans la zone é&clairée. Nous pouvons donc considérer que les

films non—étirés forment un milieu isotrope.

A la figure 17, nous montrons les spectres d'absorption pour
les chloroplastes (A) et les thylacoides (B) incorporés dans des
films d'alcool de polyvinyle non-étirés pour les préparations 1
(pl) et 2 (p2). Nous remarquons que leé spectres d'absorption des
deux préparations ne sont pas identiques. Nous notons que les
maximums d'absorption des spectres des échantillons de la prépara-
tion 2 sont déplacés d'environ six nanométres vers le rouge par

rapport aux échantillons de la préparation 1.

Arntzen et Briantals (1975) ont montré que les conditions de

culture des plantes telles que 1'intensité lumineuse, la durée
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Figure 16. Spectres d'absorption de chloroplastes de la prépa-
ration 1 dans un film non-étiré, pris en lumiére
naturelle (n), polarisée parallélement (1) ou per-
pendiculairement (1) a4 1'é&chantillon.
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Spectres d'absorption de chloroplastes (A) et de
thylacoldes (B) dans des films isotropes (07),
pour les échantillons des préparations 1 (pl) et
2 (p2).
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d'illumination, la présence d'ion, etc., influencent la structure
des chloroplastes chez plusieurs espéces de plantes. Et de plus,
il existe une grande variété morphologique des chloroplastes chez
les plantes (Douce and Joyard, 1984). Les chloroplastes et les
thylacofides des deux préparations proviennent de deux espéces de
plantes qui ont poussé dans des conditions de cultures différentes.
Ce développement particulier explique les différences dans les

spectres d'absorption des deux préparations.

Les spectres d'absorption des chloroplastes (A) et des thyla-
colides (B) incorporés dans un milieu anisotrope pris en lumiére
polarisée parallélement (n) ou perpendiculairement (1) 3 1'échan-
tillon sont donnés 3 la figure 18. Nous notons que les spectres
pris en lumiére polarisée parallélement absorbent plus intensément
que les spectres obtenus & partir de la lumiére polarisée perpendi-

culairement.

Au tableau 3, nous donnons les valeurs de dichroiIsme linéaire
(DL) calculées pour les deux maximums des spectres d'absorption des
chloroplastes et des thylacoides des deux préparations. Le AA se
calcule 3 partir de la différence entre l'absorption paralléle et
1'absorption perpendiculaire tandis que le DL est &gal a A - Al/

A, + 2A .
1
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Figure 18.
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Spectres d'absorption de chloroplastes (A) et de
thylaco¥des (B) de la préparation 1, dans des
films anisotropes (300%), en lumigére polarisée
parallelement (1) ou perpendiculairement (L) a
1'échantillon.
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Tableau 3

Valeurs du dichroisme linéaire (DL) pour les chloroplastes

et les thylacoides.

Echantillon Préparation A AA DL
(nm) (A“ = A.L) ié‘u__l_' A )
A+ 2A))
Chloroplaste 1 670 6,13 0,061
432 12,09 0,067
Thylacoide 1 664 11,67 0,101
424 22,50 0,101
Chloroplaste 2 675 5,94 0,028
entier 435 7,19 0,022
Chloroplaste 2 676 2,15 0,044
brisé 435 4,02 0,055
Thylacoide 2 675 4,20 0,060

436 4,00 0,040
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Nous connaissons l'attribution des différentes bandes d'ab—
sorption des chloroplastes et des thylacoides (Drapier and Dubacq,
1984 et Kramer and Amesz, 1982). Les différentes bandes ont &té
attribuées 3 des pigments (Palllotin and Breton, 1977) ou & des
complexes chlorophylle-protéine (Tapie et al., 1982). Nous savons
aussi que la bande d'absorption dans le rouge est due principale-
ment a la transition Sg + S; (état fondamental + premier &tat
excité) du moment de transition QY de la chlorophylle-a. Dans le
cas de la chlorophylle-a dissoute dans une solution d'éther &thyli-
que, le maxlimum d'absorption de la transition QY se situe & 662 nm
(French, 1971). La valeur du maximum varie donc en fonctlon du
solvant ou de son environnement. De plus, l'orientation des pig-
ments dans un échantillon influencera l'intensité d'absorption des
moments de transition des molé&cules sulvant la nature de la polari-

sation de la lumiére absorbée.

En connaissant la position des moments de transition des molé-
cules, on peut obtenir des indices sur l'orientation des molécules
par rapport aux &chantillons & partir des valeurs de dichroisme
linéaire. Comme nous connaissons la position des moments de tran-
sition X et Y de la chlorophylle-a et en considérant l'orientation
de la chlorophylle-a selon un axe située le long du moment de tran-
sition Y (Frackowiak et al., 1983b), la valeur de DL est supérieure

pour le maximum de 1la bande rouge comparativement au maximum
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d'absorption de la bande de Soret, comme dans le cas des chloro-
plastes entlers et des thylacoides de 1la préparation 2 (voir

Tableau 3).

Mals pour des valeurs de DL identique pour les deux maximums
d'absorption, comme c'est le cas pour les chloroplastes et les
thylacoides de la préparation 1, nous pouvons donner deux explica-
tions. Premiérement, l'axe d'orientation de la chlorophylle-a
serait localisé entre les deux moments de transition X et Y.
Deuxiémement, un des moments de transition de la chlorophylle-a
seralt hors du plan de la membrane. Mais nous savons (Breton and
Vermeglio, 1982), que la transition X de la chlorophylle-a est
positionné hors du plan de la membrane, donc la deuxidme interpré-

tation serait la plus réaliste.

En se basant sur les spectres d'absorption et les valeurs de
dichroisme linéaire, nous pouvons conclure que (i) la différence
entre les spectres d'absorption paralléle et perpendiculalre des
chloroplastes et des thylacoides dans des films d'alcool de polyvi-
nyle non—-&tiré, est due aux conditions expérimentales employées
dans les méthodes de préparation; (i1) nous formons une anisotropie
d'absorption en &tirant les films d'alcool de polyvinyle; (iil) les
chlorophylles—a seraient orient&es dans la membrane des thylacoldes

avec le moment de transition X placé hors du plan de la membrane.
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b) Excitation

Nous avons pris des spectres d'excitation de fluorescence pour
les chloroplastes et les thylacoides de la préparation 1 incorporés
dans les films d'alcool de polyvinyle, & quatre longueurs d'onde,
soit 674, 700, 730 et 750 nm. La polarisation de la lumiére &
l'excitation variait de 1'horizontale (H) & la verticale (V) par
rapport & 1'échantillon. Par contre, au faisceau d'émission, nous
observons toujours la lumiére polarisée horizontalement (H) par
rapport 3 1l'échantillon. Nous plagons le sens de l'étirement du
film d'alcool de polyvinyle selon un axe horizontal, et ce pour

tous les spectres.

A la figure 19, nous présentons les spectres d'excitation de
fluorescence 3 674 nm pour les chloroplastes et les thylacoides en
milieu isotrope et anisotrope en lumiére polarisée horizontalement
aux faisceaux d'excitation et d'émission. Nous pouvons voir que
pour une méme structure, les spectres d'excitatlon de fluorescence
varient avec le degré d'anisotropie du milieu. De plus, nous
notons une absorption dans la région des caroténoides, qui dans le
cas des thylacoides en milieu anisotrope, devient aussil importante

que l'absorption des chlorophylles dans la bande de Soret.

S1 nous comparons la forme des thylacoldes par rapport a celle

des chloroplastes, nous nous rendons compte que les thylacoides
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Figure 19,
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sont plus plats. Donec, lors de leur incorporation dans le film
d'alcool de polyvinyle, les thylacofdes auront tendance 3 &tre
sltués majoritairement dans le plan du film comparativement aux
chloroplastes. On doit se rappeler que lorsque nous &tirons le
film d'alcool de polyvinyle, nous favorisons l'orientation des

chloroplastes et des thylacoides dans le plan du film.

Nous savons que 1les pigments photosynthé&tiques sont situés
principalement dans la membrane des thylacoifdes. En augmentant
l'orientation des chloroplastes et des thylacoides dans le plan du
film, nous favorisons l'orientation de la membrane des thylacoides
dans ce méme plan. Et comme nous notons que l'absorption des caro-
ténoides augmente lorsqu'il y a une plus grande orientation des
chloroplastes et des thylacoides dans le plan du film, les caroté-
noldes seraient orientées parallg@lement au plan de la membrane des

thylacoIdes.

La figure 20 montre les spectres d'excitation de fluorescence
3 700 nm pour les thylacolides de la préparation 1 incorporés dans
un film d'alcool de polyvinyle non-&tiré et &tiré. On note que les
spectres d'excitation se ressemblent, mais les thylacoIdes en

milieu anisotrope ont une plus grande absorption.

Nous savons qu'en &tirant les films d'alcool de polyvinyle,

nous favorisons l'orientation des thylacoides dans le plan du film.
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Figure 20.
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Donc pour avoir une plus grande absorption en milieu anisotrope,
les composants émettant dans la région de 700 nm, doivent &tre
orientés dans le plan de la membrane. Nous savons que la bande de
fluorescence a 700 nm provient de deux composantes, soit F685 et
F695 (Weiss, 1985a) qui sont toutes deux reliées au photosys-—
téme II. En se basant sur les résultats de Nabedryk et al.
(1984), les deux composantes (F685 et F695) seraient orientées dans

le plan de la membrane ce qul est en accord avec nos résultats.

Aux figures 21 et 22, nous avons les spectres d'excitation de
fluorescence 3@ 730 et 750 nm respectivement. Ces spectres ont é&té
pris pour les chloroplastes et les thylacoides de la préparation 1
en milieu isotrope et anisotrope. La fluorescence a4 730 et 750 nm
provient du photosystéme I (Papageorgious, 1975). Nous pouvons
voir aux figures 21 et 22, qu'il existe une absorption de la
chlorophylle~b, pour tous les échantillons. Pour les thylacoides,
nous observons un épaulement dans la région ou la chlorophylle-b
absorbe tandis que chez les chloroplastes, nous notons une résolu-

tion de la bande.

D'aprés Breton et Vermeglio (1982), le moment de transition Y
de la chlorophylle~b serait dirigé hors du plan de la membrane.
Similairement a la chlorophylle-a, 1l'absorption de 1la chloro-
phylle~b dans la bande de Soret est due au moment de transition Y.

ftant donné que les thylacoides se situent majoritairement dans le
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Figure 21.
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Figure 22,
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plan du film d'alcool de polyvinyle comparativement aux chloroplas-—
tes, 11 est normal que la présence d'un moment de transition situé
hors du plan nous permet d'observer une absorption moins impor-

tante.

En examinant les figures de 19 3 22, nous voyons que tous les
spectres d'exclitation de fluorescence sont normalisés 3 leur maxi-
mum, mais 1'intensité des spectres varient d'un échantillon 3a 1'au-
tre. Pour cette raison, nous présentons au tableau 4, les valeurs
de 1l'intensité du spectre d'excitation a différentes longueurs
d'onde (420, 464, 540 et 670 nm) pour les chloroplastes et les thy-
lacoides de la préparation 1 en milieux 1sotrope et anlsotrope.
Nous avons varié deux facteurs, premié&rement la longueur d'onde 3
1'émission (674, 700, 730 et 750 nm) et deuxiémement, la polarisa-
tion de la lumiére (HH et VH). Les largeurs des fentes indlquées

au tableau 4 sont différentes sulvant les é&chantillons.

En examinant le tableau 4, nous nous rendons compte que
l'intensité des spectres aux différentes longueurs d'onde varient
en fonction du milieu isotropique ou anlisotropique, de la polarisa-
tion des faisceaux lumineux et de la longueur d'onde 3 1'émission.
Ces différences s'observent plus facilement pour les spectres
d'excitation au niveau de deux régilons, solt celle de la bande de

Soret de la chlorophylle-b et celle des caroténoldes, car dans ces



Tableau &

Valeurs de 1'intensité relative dea spectres d'excitation de fluorescence pour dif férents maximums.

Echantilloa Aa Intensité relative
1'émission 540

(nm) BH Vi VH HH VH HH VH
Chloroplaste 2,0 674 0,64 1,12 0,28 0,48 0,25 0,45 - -
Chloroplaste 2,5 674 1,56 2,11 0,68 1,08 0,90 1,47 - --
ThylacoTde 2,0 674 4,84 8,07 2,41 4,21 3,49 7,98 - -
ThylacoTde 1,5 674 1,64 2,55 0,67 1,14 1,40 2,63 - -
Thylacolde 2,0 700 5,75 9,26 3,90 6,37 2,34 4,69 7,24 8,48
Thylacofde 1,5 700 1,47 2,10 0,79 1,22 0,65 1,05 1,55 1,50
Chloroplaste 2,0 730 0,83 1,29 0,64 1,05 0,26 0,40 0,93 1,10
Chloroplaste 2,5 730 1,17 1,64 1,06 1,63 0,42 0,60 1,32 1,27
ThylacoIde 2,0 730 5,91 9,23 3,81 6,14 1,69 2,91 7,77 9,17
Thylacolde 1,5 730 1,40 2,11 0,75 1,21 0,63 1,05 1,48 1,45
Chloroplaste 2,0 750 0,76 1,23 0,70 1,07 0,24 0,39 0,89 1,01
Chloroplaste 2,5 750 1,30 1,61 1,29 1,62 0,45 0,58 1,39 1,27
ThylacoIde 2,0 750 5,98 9,15 3,76 5,99 1,74 2,88 7,70 8,98
Thylacolde 1,5 750 0,84 1,22 0,41 0,63 0,21 0,32 0,92 0,89

L9
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régions, il n'existe pas de superposition avec d'autre bande

d'absorption.

Ainsi, les valeurs de l'intensité (F) des spectres d'excita-
tion pour les caroténoides (540 nm) montrent que FVH > FHH ce qui
indique que les caroténolides seralent orientés parallélement 3 la
direction du moment de transition QX de la chlorophylle—a absorbant
dans la région de 420 nm. De plus le tableau 4 présente des mesu-

res d'intensités FVH> F sauf 3@ 670 nm, pour les chloroplastes

HH’
et les thylacoides en milieu anisotrope. Ce résultat signifie que

1'étirement du film d'alcool de polyvinyle joue un réle important

pour l'orientation des molécules dans la membrane des thylacoides.

Tous les spectres d'émission polarisée furent obtenus dans les
mémes conditions expérimentales. Nous excitions les échantillons 3
420 nm. Lors de la prise des spectres, la lecture se faisait a
tous les deux nanométres durant une période de deux secondes. En
fonction des échantillons examinés, nous devions varier la largeur
des fentes. Le tableau 5 donne les Intensités relatives de fluo-

rescence des chloroplastes et des thylacolIdes.

Les films d'alcool de polyvinyle é&taient placés sur le porte-

échantillon de fagon 3 ce que l'axe d'étirement du film soit
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Tableau 5

Intensité de fluorescence des chloroplastes et des thylacoides

de la préparation 1 3 différents maximums.

Echantillon Fente Polarisation Intensité (unité arbitraire)

(mm) A (nm)

674 700 730 750

Chloroplaste 0% 2,0 HH 2,65 1,10 0,50 0,70

2,0 HV 0,96 0,62 0,86 0,68

2,0 \'AY 0,61 0,51 0,94 0,81

2,0 VH 1,78 0,81 0,49 0,74

Chloroplaste 300% 2,5 HH 2,28 1,31 0,72 0,98

2,5 HV 1,36 1,15 1,44 1,04

2,5 \'AY 1,15 1,18 1,92 1,36

2,5 VH 1,59 1,19 0,92 1,18

Thylacoide 0% 2,0 HH 1,25 1,49 1,23 1,81

2,0 HV 0,84 1,65 2,74 1,85

2,0 \'AY 1,18 2,26 3,79 2,56

2,0 VH 1,40 1,80 1,73 2,30

Thylacoide 300% 1,5 HH 19,92 5,76 1,86 2,00

1,5 HV 13,80 5,76 3,87 2,23

1,5 \'AY 11,26 5,05 4,06 2,48

1,5 VH 17,70 5,42 1,75 2,12
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horizontal (voir figure 10). La polarisation de la lumidre se fai-
salit 3 l'aide de polariseurs situés aux faisceaux d'excitation et
d'émission, nous pouvions ainsi polariser la lumiére horizontale-

ment ou verticalement & 1'échantillon.

Le choix de la longueur d'onde d'excitation est important.
D'aprés Michel-Villaz (1976), nous devons choisir une longueur
d'onde d'excitation correspondant & un moment de transition connu
afin d'étre 3 méme de comprendre les phénoménes observés (p. ex.

transfert d'énergie, fluorescence, etc.).

Différents auteurs (Satoh and Butler, 1978 et Kramer and
Amesz, 1982) prennent les spectres de fluorescence en excitant dans
la région de 660 nm afin de voir directement la fluorescence des
molécules excitées, sans qu'il ne se produise d'autres phénoménes

de désactivation et/ou de transfert d'énergie.

Par contre, d'autres auteurs (Geacintov et al., 1974 et Weiss,
1985b) préférent exciter au niveau de la bande de Soret afin d'in-
clure le processus de transfert d'énergie intermoléculaire. C'est
une des raisons pour laquelle nous avons choisi d'exciter 3 420 nm.
Une autre raison motivant le choix de 420 nm est 1l'existence d'une
superposition des moments de transition X et Y de 1la chloro-
phylle-a. Comme ces moments de transition sont orientés différem

ment dans la membrane, en changeant la polarisation du failsceau
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d'excitation, nous pouvons observer des phénoménes différents.

C'est le principe de la photosé&lection.

A la figure 23, nous montrons les spectres d'émission polari-
sée (HH), des thylacoides incorporés dans un film d'alcool de poly-
vinyle non—étiré pour deux préparations différentes. Nous notons
que le spectre des thylacoides de la préparation 1 présente trois
maximums situés 3 674, 700 et 750 nm tandis que les thylacoldes
extraits en employant la préparation 2 ont une bande principale 3
680 nm avec un épaulement 3 730 nm. En changeant la polarisation
de la lumiére, nous notons que la forme et 1l'intensité de 1'épaule-
ment varie, mais il n'y a pas de résolution d'un second pic (résul-

tats inédits).

Lorsque nous comparons les spectres d'émission polarisée des
chloroplastes et des thylacoIdes obtenus par les deux méthodes de
préparations 3 ceux publiés (Papageorgious, 1975), nous nous ren-—
dons compte que les spectres des échantillons de la préparation 1
sont semblables aux spectres d'émigssion obtenus 3 basse tempéra-
ture tandis que ceux de la préparation 2 ressemblent aux spectres
d'émission pris 3 température ambiante. Nous tenons 3 souligner
que nos spectres d'émission polarisée des chloroplastes et des thy-
lacoides des deux préparations ont &té pris dans les mémes condi-

tions expérimentales, soit 3 température ambiante.
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FLUORESCENCE (unites arbitraires)

Figure 23.
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A la figure 24, nous présentons les spectres d'émission pola-
risée pour les chloroplastes (A) et les thylacoides (B) de la pré-
paration 1, en milieu isotrope. Nous remarquons que le spectre
d'émission des chloroplastes est formé de deux bandes principales.
Le maximum de la premiére bande se situe 3 674 nm. Et le maximum
de la deuxiéme bande varie en fonction de la polarisation de la
lumiére du faisceau d'émission. Ainsi, la valeur du maximum se

gitue respectivement & 730 et 750 nm suivant une polarisation ver-

ticale ou horizontale.

Les différences que nous observons entre les spectres d'émis-
sion pour les composantes de polarisation des chloroplastes et des
thylacoides incorporés en milieu 1sotrope sont dues & la photo—
sélection. Les différences observées nous montre que tous les
moments de transition ne prennent pas part de la méme fagon dans le

processus de transfert d'énergie.

Si nous comparons les spectres d'émission des thylacoides 3
ceux des chloroplastes, nous nous rendons compte que la bande
d'émission des chloroplastes 3 674 nm se divise chez les thylacoi-
des pour donner deux maximums situés 3 670 et 700 nm. Bien que la
forme des bandes des spectres d'émission polarisée soit semblable
pour les chloroplastes et les thylacoIdes, nous notons au tableau 5

que 1l'intensité de fluorescence varie.
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FLUORESCENCE (unites arbitraires)

Figure 24.
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Spectres de fluorescence de chloroplastes (A) et de
thylacoldes (B) de la préparation 1 dans des films
isotropes (Agxe = 420 nm). H et V signifient res-
pectivement la polarisation horizontale et verticale
aux faisceaux d'excitation et d'émission.
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La figure 25 montre les spectres d'émission polarisée des
chloroplastes (A) et des thylacoides (B) en milieu anisotrope. Si
nous comparons ces spectres 3d ceux obtenus en mlilieu isotrope, nous
pouvons voir que pour les chloroplastes, le maximum 3 674 nm se
divise en deux composantes lorsqu'ils sont en milieu anisotrope,
les maximums se situent 3 674 et 680 nm. Ces maximums varient en
fonction de la polarisation de la lumiére. Les spectres d'émission
des thylacolides changent de fag¢on plus marqués. En milieu aniso-
tropique, le spectre d'émission se compose d'une bande (A —
674 nm) ainsi que d'un épaulement dans la région de 730 ou 750 nm
don£ la longueur d'onde d'émission varle en fonction de la polari-
sation de la lumiére du faisceau d'émission. En plus du changement
dans la forme du spectre, nous pouvons volr au tableau 5 qu'il
existe un facteur de 10 entre 1'intensité de fluorescence 3 674 nm

pour les thylacoides en milieu isotrope par rapport & celle en

milieu anisotrope.

Nous retrouvons quatre bandes principales pour les spectres
d'émission polarisée des chloroplastes et des thylacoides. Les
longueurs d'onde maximums se situent d 674, 700, 730 et 750 nm

(F674, F700, F730 et F750).

A F674, nous pouvons relier différentes composantes photosyn—
thétiques qui émettent dans cette région. Il y a une contribution

de F680 quil provient des antennes collectrices et qul absorbent aux



FLUORESCENCE (unites arbitraires)

Figure 25.

LONGUEUR D'ONDE (nm)

Spectres de fluorescence de chloroplastes (A) et de
thylaco¥des (B) de la préparation 1 dans des films
anisotropes (Agyc = 420 nm). H et V signifient res-
pectivement la polarisation horizontale et verticale
aux faisceaux d'excitation et d'émission.
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environs de 670 nm (Bose, 1982). Une deuxiéme composante qui con-
tribuerait 3 F674 serait celle de F665 qui est due a3 la chloro-
phylle-b (Papageorgious, 1975). Et nous observons probablement
aussi la fluorescence d'une chlorophylle-a absorbant dans la région
de 660 nm qui peut émettre dané les films d'alcool de polyvinyle

(Frackowiak, et al., 1983a).

A F700, il y aurait contribution de deux composantes, F685 et
F695. La composante F685 provient en grande partie du complexe du
coeur du photosystéme II tandis que F695 est assignée au centre
réactionnel du photosystéme I1 (Bose, 1982). Les deux bandes F730
et F750 proviennent de la chlorophylle-a du photosystéme I (Govind-

jee and Govind jee, 1975).

Nous pouvons relier la variation des bandes 3 730 et 750 nm 3
la polarisation de la lumiére au faisceau d'émission et au phéno-
méne de photosélection. Nous savons que ces deux bandes sont
attribuées au photosystéme I (Govindjee and Govindjee, 1975). En
polarisant la lumidre verticalement par rapport 3 1l'axe d'é&tirement
du film au faisceau d'émission, nous favorisons l1l'observation de
1l'émission des moments de transition orientés parallélement 3 la
direction de la lumidre polarisée du falsceau lumineux, c'est—-3a-
dire les moments de transition orientés perpendiculairement 3 1'axe
d'étirement du film. Et en polarisant la lumidre horizontalement,

nous observons préférentiellement les moments de transitionm orien-

tés parallélement 3 1l'axe d'étirement du £ilm. Ainsi, les
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chlorophylles-a du photosystéme I émettant d& 730 et 750 nm sont
orienﬁées respectivement parallélement et perpendiculairement a2
1l'axe d'étirement du film.

Le tableau 6 donne le rapport Fyy/Fyy pour les chlo-
roplastes et les thylacoides de la préparation 1. On voit que la
valeur 3 674 et 700 nm, en particulier dans le cas des films aniso-
tropes, est supérieure 3 celle calculée 3 730 et 750 nm. Cette
observation signifie que les moments de transition des molécules
émettant 3 674 et 700 nm forment des angles plus petit avec les
moments de transition de la chlorophylle-a absorbant d 420 nm com—

parativement 3 ceux des molécules émettant & 730 et 750 nm.

Nous avons wvu au tableau 5 que les thylacoides en milieu ani-
sotrope ont une grande intensité de fluorescence 3 674 nm (PSII)
par rapport 3 l'intensité 3 730 et 750 nm (PSI). Ce phénoméne peut
8tre interprété par une diminution du transfert d'énergle entre les

deux photosystémes.

En se basant sur nos données expérimentales, nous pouvons con—
clure que la polarisation de la lumiére et le degré d'anisotropile
du film d'alcool de polyvinyle aménent des changements marqués dans
1l'intensité relative des différentes bandes d'émission. Toutes les
différences observées nous laissent croire que lors de l'étirement

du film d'alcool de polyvinyle, 11 y a un changement dans



Tableau 6

Valeurs du rapport de 1l'intensité d'émission (FHH/FVH) d différents

maximums pour les chloroplastes et les thylacoiIdes de 1la préparaﬁion 1.

Echantillons Fuu /Fyy
674 700 730 750

Chloroplaste

0% 2,76 1,77 0,58 1,03
300% 1,68 1,14 0,50 0,94
Thylacoide

0% 1,49 0,90 0,45 0,98

300% 1,44 1,00 0,48 0,90
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l'orientation de certains chromophores, ce qui influence le trans—
fert d'énergie entre les pigments ou les photosystémes. Par le
fait méme, il existe des changements dans le rapport entre l'inten-—
sité des maximums d'émission, en particulier le rapport F730/F700

qul est assigné au phénoméne d'adaptation 3 1l'intensité lumineuse

(Satoh and Fork, 1983 et Saito et al., 1983).

L'étude en spectroscople photoacoustique d'échantillon orientd
est relativement récente (Frackowiak et al., 1985, 1986a et b).
Cette méthode permet d'étudier la désactivation thermique de chro-—

mophores orientés.

Les figures 26 et 27 donnent les spectres photoacoustiques
pris en lumidre naturelle (n) et en lumidre polarisée (v et L) de
chloroplastes (figure 26) et de thylacolIdes (figure 27) en milieu
isotrope ou anisotrope. Nous notons peu de différence entre les
spectres pris en lumiére polarisée parallélement et perpendiculai-

rement.

En examinant 1'intensité relative des spectres en milieux
isotrope et anisotrope, nous pouvons voir que 1l'intensité relative
des spectres photoacoustiques pris en milieu anisotrope est supé-

rieure 3 celle des spectres en milieu isotrope. Ceci s'explique



INTENSITE RELATIVE DU SIGNAL PHOTOACOUSTIQUE
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Figure 26.
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Spectres photoacoustiques de chloroplastes incorporés

dans un film isotrope (A) ou anisotrope (B) pris en
lumié&re naturelle (n), polarisée parallélement () ou
perpendiculairement (L) & 1'échantillon.
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INTENSITE RELATIVE DU SIGNAL PHOTOACOUSTIQUE

Figure 27.
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Spectres photoacoustiques de thylacoldes incorporés dans
un film isotrope (A) ou anisotrope (B) pris en lumiére
naturelle (n), polarisée parallé&lement (') ou perpendicu-
lairement (1) 3 1'échantillon.
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par un changement de la conductivité thermique de 1'alcool de poly-
vinyle qui se produit lors de 1l'étirement du film. Il a é&té démon-
tré (Frackowiak et al., 1986b) que la conductivité thermique d'un
film d'alcool de polyvinyle étiré 3 300% est plus grande que pour
un film d'alcool de polyvinyle non-é&étiré 0%. Nous savons que la
conductivité thermique de 1'échantillon influence 1'amplitude du
signal'photoacoustique (Rosencwailg, 1978). Plus la conductivité
thermique d'un é&chantillon est grande, plus l'intensité du signal

photoacoustique est important.

Nous notons 3 la figure 26B que pour les spectres des chloro-
plastes en milieu anisotrope, au maximum situé 3d 674 nm, nous
observons que 1'intensité du spectre pris en lumiére polarisée
parallélement est supérileure 3 celle pris en lumiére polarisée per—
pendiculairement. Par contre, pour le maximum dans la bande de
Soret nous observons une inversion au niveau de 1'importance des
maximums entre les spectres pris en lumidre polarisée. A 674 nm,
le spectre présente une intensité plus grande lorsque nous
employons une lumiére polarisée parallélement tandis qu'3d 434 nm
1l'intensité la plus élevée est celle observée avec la lumiére pola-
risée perpendiculairement. Nous pouvons voir le méme phé&noméne se

produire pour les thylacoIdes en milieu anisotrope (figure 27B).

Lorsque nous prenons les spectres d'absorption en lumiére

polarisée, le spectre d'absorption mesuré en lumiére polarisée
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parallélement est toujours supérieur au spectre d'absorption mesuré
en lumiére polarisée perpendiculairement pour un @&chantillon
orienté parallélement au faisceau analytique. Mais pour les spec-—
tres photoacoustiques, ce n'est pas toujours le cas. Lorsque nous
mesurons un spectre photoacoustique, le signal provient de 1la
désactivation lumineuse et/ou du transfert d'énergie. Ainsi, il
peut arriver qu'une composante orientée perpendiculairement pro-
duira un signal supérieur 3 une composante orientée parallélement
si la composante perpendiculaire regoit plus d'énergie que la com—
posante paralléle 3 la suite du transfert d'énergie entre les molé-

cules.

Pour avoir plus d'information sur les effets responsables de
la désactivation thermique pour les composantes polarisées des
spectres photoacoustiques d'échantillons incorporés dans des films
d'alcool de polyvinyle, nous avons travaillé avec un systéme
modéle, soit un pigment synthétique, la mérocyanine-540 (Frackowiak
et al., 1986c). Nous nous sommes rendus compte que différents fac-
teurs peuvent influencer la désactivation thermique. Ainsi, en
travaillant 3 différentes concentrations, les effets observés ne
sont pas les mémes. De plus, les films d'alcool de polyvinyle ne
peuvent pas &tre considérés comme une matrice uniforme. Le film se
compose d'une matrice amorphe 3 1l'intérieure de 1équelle se

retrouve de petits cristaux. Les deux types d'environnement peu-

vent causer des différences Importantes pour des pigments
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incorporés dans les films d'alcool de polyvinyle. A cause de ces
environnements, nous retrouvons deux types de relation, soit une
relation pigment—alcool de polyvinyle et pigment—pigment. Dans les
chloroplastes et les thylacoides, ces relations se référent 3 cel-

les de chromophore-protéine et chromophore—chromophore.

En incorporant les chloroplastes et les thylacoides dans les
films d'alcool de polyvinyle, nous les immobilisons. D'aprés Tho-
masset et al. (1983), en immobilisant les thylacoides, il existe
une plus grande stabilité des fragments servant 3 la conversion
énergétique. Cette stabilité s'observe par une diminution de 1la
valeur du rapport PAS 676/PAS 440. Le rapport de PAS 676/PAS 440
pour les chloroplastes et les thylacoides incorporés dans les films
d'alcool de polyvinyle non-étirés sont du méme ordre de grandeur
que ceux de Thomasset et al. (1983). Quant aux chloroplastes et
aux thylacoIdes incorporés dans les films &tirés, le rapport
PAS 676/PAS 440 diminue. Nous aurions donc une plus grande stabi-
1ité du processus de conversion &nergétique dans le cas des films
anisotropes. Thomasset et al. (1983) explique ce phénoméne par la
stabilisation de 1'environnement des unités photosynthétiques.
Jeanfils et al. (1986) attribuent les effets de 1'immobilisation
des thylacoides au type de matrice utilisée et des conditions expé-

rimentales inhérentes 3 la méthode d'immobilisation.
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En divisant 1l'amplitude des spectres photoacoustiques par
l'intensité d'absorption optique, nous obtenons un indice sur 1la
désactivation thermique, c'est le sujet dont nous discutons dans la

section qui suit.

-

D) Calculs de la désactivation thermique 3 partir de composantes gaus—

sliennes des spectres d'absorption et de photoacoustique

A partir des données prises en spectroscopie photoacoustique gt en
spectroscople d'absorption, nous pouvons calculer le rendement de la
désactivation thermique (DT), en divisant l'amplitude du signal photo—
acoustique par l'intensité d'absorption optique. Nous effectuons ées
calculs pour les spectres pris en lumiére naturelle (DT,), polarisée
parallélement (DT”) et polarisée perpendiculairement (DTL). Au
tableau 7, nous donnons les valeurs de la désactivation thermique pour
les &chantillons photosynthétiques 3 différentes longueurs d'onde. Dans
le cas des chloroplastes et des thylacoides incorporés dans les films
non—-étirés d'alcool de polyvinyle, les valeurs de désactlivation thermi~-
que varient peu en fonction de la polarisation de la lumiére. Cepen-—
dant, dans le cas des &chantillons de films anlsotropes les valeurs de
la désactivation thermique obtenues en employant la lumiére polarisée
perpendiculairement sont toujours supérieures aux valeurs de la désacti-
vatlion thermique obtenues en lumiére polarisée parallélement. Au niveau

de la bande de Soret de la chlorophylle~b (464 nm) et dans la région



Tableau 7

Rapport entre le signal photoacoustique et le coefficient d'absorption 3 certaines longueurs d'onde
pour les échantillons de la préparation 1, en lumiére naturelle (1),

polarisée parallélement (1) ou perpendiculairement (1i).

Echantillons Polarisation Rapport du signal photoacoustique et du coefficient
de la lumiére d'absorption a différentes longueurs d'onde (nm)
410 414 420 430 A 500 670 675
Chloroplaste n 5,87 5,90 6,44 6,50 7,03 7,66 7,95 7,99
0% " 6,22 6,21 6,80 6,94 7,48 8,28 8,32 8,08
1 6,32 6,18 6,54 6,60 7,12 7,60 7,18 7,38
Chloroplaste n 7,13 7,08 8,10 8,23 8,89 8,98 10,07 10,26
300% " 6,45 6,35 7,14 7,71 7,42 7,38 9,60 9,96
1 8,70 8,49 9,31 9,38 10,15 11,37 10,90 11,34
Thylacoide n 4,38 4,40 5,06 5,12 5,64 5,66 6,03 6,47
0% i 4,84 4,79 5,63 5,64 6,76 6,54 6,85 9,68
1 4,87 4,84 5,47 5,54 6,85 6,37 6,37 8,89
Thylacoide n 7,14 7,10 8,37 9,06 10,90 9,08 10,21 13,03
300% " 5,71 5,67 6,63 6,86 7,87 5,74 8,36 11,02
1 8,13 7,90 8,91 9,14 14,34 18,83 10,26 14,77

L8
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d'absorption des caroténoides (500 nm), nous retrouvons une plus grande
différence entre les valeurs de désactivation thermique paralléle et
perpendiculaire. Nous remarquons que dans la région de la bande de
Soret, la chlorophylle-b posséde une plus grande désactivation thermique

que la chlorophylle-a.

La désactivation thermique &levée que nous retrouvons dans le cas
des spectres pris en lumiére polarisée perpendiculairement pour les
chloroplastes et les thylacoides en milieu anisotrope s'explique soit
par une plus grande fluorescence de la part des molécules orientégs
parallélement, soit par l'effet de 1'orientation sur les molécules
orientées parallélement par rapport 3 celles orientées perpendiculaire-
ment, ce qul favoriserait un transfert d'énergie vers un chromophore
fluorescent fortement. Nous observons une plus grande désactivation
thermique de la chlorophylle-b comparativement a la chlorophylle-a. Ce
résultat s'explique par le fait que la chlorophylle-b dans la membrane
photosynthétique fluoresce moins fortement que la chlorophylle-a. Elle
doit donc perdre l'énergie absorbée sous une autre forme que la fluores-—

cence, c'est—d-dire celle de la désactivation thermique.

Par la suite, nous avons établi les composantes gaussiennes pour
les spectres d'absorption et photoacoustique. Pour ce faire, nous nous
sommes servis des données de Litvin et Simneshchekov (1975) qui détermi-
nent les composantes pour la bande dans le rouge. Quant & la bande de

Soret, nous estimons qu'il existe un déplacement de 240 nm entre les
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deux bandes, ce qui signifierait la présence d'un saut énergétique iden—
tique pour toutes les composantes. Les composantes gaussiennes ainsi
déterminées servent & la fols pour les spectres d'absorption et de
photoacoustique.

Nous présentons 3 la figure 28 les spectres d'absorption (A) et
photoacoustique (B) pris en lumliére polarisée parallélement pour les
thylacoides dg la préparation 1. De plus, pour chaque spectre, nous
montrons les composantes gaussiennes et la composante résultante. I1
est 3 souligner que nous avons calculé l'aire sous la courbe de chacune
des composantes. Nous avons divisé les valeurs calculées de chaque com
posante du spectre photoacoustique par celle de chaque composante cor—
respondante du spectre d'absorption. Le rapport nous donne les valeurs
de désactivation thermique pour les composantes gaussiennes, composantes
pouvant &tre identifiées 3 différents chromophores. Au tableau 8, nous
donnons les valeurs de désactivation thermique polarisée pour les compo-
santes gaussiennes de la bande dans le rouge. Nous notons qu'en milieu
isotrope (0%), la plupart des composantes de désactivation thermique
paralléle et perpendiculaire sont du méme ordre de grandeur, tandis
qu'en milieu anisotrope (300%) la désactivation thermique perpendicu—
laire devient dans la majorité des cas supérieure 3 la désactivation
thermique paralléle. Quant aux thylacoides examinés 3 693 nm, la désac-
tivation thermique paralléle est plus grande que la désactivation ther—

mique perpendiculaire et ceci pour les deux types de milieu.
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Tableau 8

Valeurs de la désactivation thermique (DT) polarisée de certaines
composantes gausslennes situées dans la région spectrale de
640-693 nm, pour les échantillons ‘de la préparation 1,

dans les films non—étiré (0%) et &tiré (300%).

Echantillon Max 0% 300%
(nm)
DT DT DT DT
" 1 " 1
Chloroplaste 640 0,091 0,087 0,076 0,142
648 0,082 0,077 0,112 0,111
662 0,089 0,094 0,084 0,108
668 0,076 0,067 0,100 0,106
676 0,071 0,074 0,074 0,108
682 0,088 0,088 0,125 0,116
687 0,100 0,105 0,123 0,154
693 0,100 0,108 0,183 0,175
Thylacoide 640 0,078 0,078 0,065 0,150
648 0,060 0,043 0,073 0,110
662 0,050 0,066 0,068 0,097
668 0,066 0,066 0,075 0,100
676 0,087 0,130 0,180 0,300
682 0,120 0,092 0,100 0,150
687 0,100 0,087 0,092 0,330

693 0,399 0,199 1,600 0,130
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En analysant 3 1l'aide de composantes gaussiennes les spectres
d'absorption et photoacoustique, nous voulions calculer les valeurs de
désactivation thermique afin de déterminer les corrélations éventuelles
avec les pigments et/ou les complexes. Il existe dans la littérature
des analyses de composantes gaussiennes pour des spectres d'absorption
(Tapie et al., 1982 et 1984) et des spectres de_fluorescence (Ignatov et

al., 1983 et Kramer and Amesz, 1982).

Lors de l'analyse de nos résultats, nous nous sommes rendus compte
que l'ajustement des composantes gaussiennes pour la bande de Soret se
fait plus difficilement que celul de la bande dans le rouge. C'est pour
cette raison que le tableau 8 ne donne que les valeurs de la désactiva-

tion thermique des composantes gaussiennes pour la bande dans le rouge.

Tapie et al. (1982) ont trouvé que la comparaison entre’ le spectre
expérimental et le spectre calculé & partir de la résultante des compo-—
santes gaussiennes est plus difficile pour 1'ensemble du spectre que
pour la région des bandes dans le rouge. Les auteurs expliquent cette
difficulté par une perturbation des pigments absorbant au niveau de 1la

bande de Soret. Cependant les auteurs n'expliquent pas la nature de la

perturbation.

Au tableau 8, nous retrouvons les valeurs de désactivation thermi-
que de la bande dans le rouge uniquement pour les composantes ayant une

grande intensité d'absorption. Les composantes absorbant entre 640 et
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676 nm sont attribuées au photosystéme II tandis que les composantes

situées entre 682 et 693 nm proviennent du photosystéme I.

Nous avons vu au tableau 8 qu'en milieu anisotrope, pour la majo—
rité des composantes, DTl > DT”. Pour les spectres d'émission des mémes
échantillons en milieu anistrope, les spectres pris en lumidre polarisée
parallélement ont une plus grande intensité de fluorescence que ceux
pris en lumiére polarisée perpendiculairement. Donc les moments de
transition des pigments orientés perpendiculairement dans la membrane
des thylacoides favorisent comme mode de désactivation la perte de cha-

leur plutdt que de fluorescence.

La valeur de désactivation thermique reliée- au photosystéme I aug—
mente lorsque nous étirons les films d'alcool de polyvinyle, et ceci de
fagon trés marqué 3 693 nm pour les thylacoides de la préparation 1
incorporés en milieu anisotrope (voir Tableau 8). Une des explications
suggérées pourrait &tre le falt que le transfert d'énergie entre les
deux photosystémes serait perturbé&. Mais les résultats de désactivation
thermique permettent de conclure que les thylacoiIdes de la préparation. l
présentent une grande désactivation thermique au niveau du photo-

systéme 1.

Les différences observées entre la désactivation thermique paral-
léle et la désactivatlion thermique perpendiculaire peuvent &tre reliées

aux phénoménes suilvants, premiérement, au changement d'interaction entre
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les chromophores et leur environnement lors de 1'étirement du film.
Deuxiémement, aux Interactions qul sont différentes dans le cas de
moments de transition orientés parallélement et perpendiculairement. Et
trolsiémement, au changement qul se prodult dans le transfert d'énergile

entre les molécules orientées parallélement et perpendiculairement.

E) Durée de vie de fluorescence

La durée de vie de fluorescence des composantes photosynthétiques a
été largement étudiée (Gulotty et al., 1985 et Haehnel et al., 1983 et
Madge et al., 1982) au cours des derniéres années, principalement en
utilisant la spectroscople en picoseconde afin de déterminer les compo-

santes présentent 4 1'alde d'une analyse par déclin de fluorescence.

Des &tudes ont démontré que la durée de vie de fluorescence pouvait
varier en fonction de la température (Reisberg et al., 1982), de la lon-—
gueur d'onde 3 1l'émission (Wittmershaus et al., 1985) et de 1'état phy-
siologique des &chantillons, par exemple 3 savolr si les centres réac-
tionnels sont ouverts ou fermés (Madge et al., 1982). Le nombre de com—
posante de durée de vie dépend du modéle sur lequel se base les auteurs.
Ainsi nous pouvons avolr des modéles avec deux ou trols composantes
(Butler, 1978), ou encore un modéle basé sur 1'hétérogénéité du photo-

systéme II (Berens et al., 1985). Peu importe le modéle sur lequel nous

nous basons, la plupart des résultats expérimentaux en durée de vie de
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fluorescence peuvent &tre résolus avec trois composantes exponentielles,
méme dans le cas ol plus de composantes sont prévues (Gulotty et al.,
1985). Mais i% n'est pas toujours facile de faire les corrélations
entre l'analyse des composantes de fluorescence et les complexes pré-

sents dans la membrane photosynthétigque.

A la figure 29A, nous présentons la courbe de déclin ainsi que les
valeurs de durée de vie de fluorescence pour les chloroplastes de 1la
préparation 1 en milieu isotrope. La figure 29B présente une autre
courbe de déclin, celle prise pour les thylacoides de la préparation 1
en milieu anisotrope. Nous pouvons voir que la courbe de déclin peut
8tre ajustée avec deux ou trois exponentielles et que nous obtenons une
bonne corrélation avec deux ou trois exponentielles. Pour déterminer le
nombre d'exponentielle, nous nous servons de la valeur du X2 et nous

regardons le résidu.

L'analyse des résultats de la figure 29A montre une valeur de durée
de vie rapide (0,417 £ 0,112 ns) et deux valeurs plus lentes (3,395 =
0,389 et 6,573 £ 0,436 ns). Selon Madge et al. (1982), la valeur de
durée de vie la plus rapide qui apparaft lors de l'ajustement avec trois
exponentielles serait attribuée au photosystéme I tandis que les deux
valeurs plus lentes seraient assignées au centre réactionnel du photo-
systéme II. Dépendamment si le centre réactionnel est ouvert ou fermé,
les valeurs de durée de vie varient (Dobek et al., 1985). Au sujet des

échantillons &tudiés dans la présente &tude, des valeurs de durée de vie
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supérieures 3 une nanoseconde permet de supposer que les centres réac-

tionnels sont fermés.

Au tableau 9, nous présentons les valeurs de durée de vie moyenne
obtenues par la méthode de modulation de phase et calculées 3 partir des
mesures prises par le systéme PRA. Nous notons que les valeurs de durée
de vie de fluorescence sont plus rapides pour les échantillons de la
préparation 2 par rapport i celles de la préparation l. Les valeurs de
durée de vie moyenne obtenues par les deux méthodes sont comparables
comme nous pouvons le volr pour les thylacoides de la préparation 1
incorporés en milieu isotrope. La durée de vie moyenne varie peu en
fonction de la longueur d'onde 3 l'émission. Cependant les chloroplas-—
tes et les thylacoldes de la préparation 2 donnent des valeurs de durée
de vie moyenne supérieures pour une longueur d'onde 3 1'émission de

730 nm.

A partir de la méthode de modulation de phase, nous obtenons, en
plus des valeurs de durée de vie moyenne, des valeurs de m /cosy . Pour
une valeur de m /cos ¥ égale 3 un, le déclin de fluorescence serait
mono—-exponentiel alors que pour une valeur inférieure 3 un, le déclin
seralt pluri-exponentiel (Lakowicz and Balter, 1982). Les valeurs de
m /cos P que nous avons trouvées pour nos échantillons, varialent entre
1,00 et 0,92. Mais la nature méme de nos échantillons nous laisse sup-

poser qu'll existe plusileurs composantes de fluorescence.



Tableau 9

Valeurs de la durée de vie moyenne prise 3 1'aide de la méthode de fluorescence par modulation de phase,

et calculée 3 partir des résultats obtenus 3 1'aide du fluorimdtre PRA (*).

Echantillons Polarisation Durée de vie (ns) Echantillons Polarisation Durée de vie (ns)
et A d'excitation de la lumiére 4 1'émission (nm) et A d'excitation de la lumfére 3 1'émission (nm)
(nm) 675 730 766 (nm) 675 700 730
Chloroplastes entiera " 0,39 0,48 0,68 ThylacoIdes (1) 4 n 0,78 -- 0,93
0% - p2 (436) L 0,44 0,57 0,70 p2 (436) L 0,76 - 0,85
Chloroplastes entiers n 1,14 1,07 1,16 ThylacoIdes 3002 n 0,65 - 0,68
300% - p2 (436) 1 1,07 1,05 1,15 p2 (436) L 0,50 - 0,55
Chloroplastes brisés " 0,92 0,99 0,99 ThylacoYdes OX " 3,41 2,83 3,23
0% — p2 (436) 1 0,88 0,93 0,96 pl (436) 1 3,40 2,91 3,10
Chloroplastes brisés u 0,25 0,38 0,32 ThylacoIdes 0z .
300% ~ p2 (436) L 0,28 0,44 0,41 pl (420) ot 3,26 3,19 -=
Chloroplastes 0% ThylacoIdes 300%
pl (420) n* 3,66 2,69 - pl (420) " 3,53 3,42 -—

Chloroplastes 300X
pl (420) n* 3,16 2,76 -—

86
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Au tableau 9, nous présentons les valeurs de durée de vie moyenne
obtenues par modulation de phase et calculées 3 l'aide des exponentiel-
les obtenues 3 1l'aide du fluorimétre PRA. Nous voyons que les valeurs
de durée de vie moyenne sont différentes pour les chloroplastes et les
thylacoides des deux préparations. Les valeurs des échantillons de la
préparation 2 sont plus rapides que celles des &chantillons de la prépa-
ration 1. Nous avons vu que les spectres de fluorescence des &chantil-
lons des deux préparations sont différents. Les spectres d'émission des
chloroplastes et des thylacoides de la préparation 2 ont une bande prin-
cipale de fluorescence dans la région du photosystéme II, avec un &pau-
lement dans la région du photosystéme I, tandis que les spectres d'émis-
sion des chloroplastes et des thylacoides de la préparation 1 ont des

bandes de fluorescence dans les régions des photosystémes I et IT.

Nous savons que le photosystéme I posséde une composante plus
rapide que le photosystéme II. Mais d'autres facteurs peuvent jouer sur
les valeurs de durée de vie des chloroplastes et des thylacoides des
préparations 1 et 2. Ainsi, lorsque les centres réactionnels sont
ouverts, nous aurons des valeurs de durée de vie plus rapide que s'ils

sont fermés (Dobek et al., 1985 et Madge et al., 1982).

Dans la littérature, nous retrouvons plusieurs valeurs de durée de
vie qul sont attribuées 3 différents complexes. L'attribution et la

durée de vie varient d'un auteur 23 l'autre, et la valeur exacte de durée
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de vie dépend de plusieurs facteurs, en particulier la température,
1'état physiologique, la longueur d'onde 3 1'émission et 3 1'excitation.
Mais tout laisse 3 croire que la supposition que seulement deux ou trois
composantes solent présentes, est une simplification (Berens et al.,
1985). Pour pouvoir corréler adéquatement les durées de vie et les
complexes responsables de 1la fluorescence, il faudrait faire des
expériences additionnelles sur des systémes simplifiés tel que des
complexes isolés (Holzwarth et al., 1984), des mutants (Gulotty et al.,
1985) ou de travailler sur des systémes modéles avec des pigments ou

avec des mélanges pigment~lipide ou pigment-protéine.



CHAPITRE V

CONCLUSION

Au cours de ce travall, nous avons étudié les proprilétés spectros-—
coplques (absorption, excitation, émission et photoacoustique) de chlo-
roplastes et de thylacoides orienté&s. Pour nos expériences, nous utili-
sons la méthode d'orientation uniaxiale en plagant nos &chantillons
autour d'un axe se situant dans le plan d'observation, soit le plan du
film d'alcool de polyvinyle. L'orientation obtenue différe de celle de
d'autres auteurs, utilisant principalement la méthode de gel pressé.
Dans le cas de cette méthode, les membranes sont entassées les unes sur
les autres ce qui impliquent que les moments de transition des composan-—
tes de fluorescence se situent soit dans le plan pour la fluorescence
polarisée parallélement ou hors du plan pour la fluorescence polarisée
perpendiculairement. Dans le cas de notre méthode les deux composantes

de fluorescence se situent dans le plan d'observation.

Nous notons une stabilisation des chloroplastes et des thylacoIdes
lorsqu'ils sont incorporés dans les films d'alcool de polyvinyle. En
étirant ces films pour former le mlilieu anisotrope, nous causons une
déformation dee chloroplastes et des thylacoIdes. Comme nous pouvons le

voir sur les photographies d'échantillons, 1le dichroIsme 1linéaire
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observé est di en partie 3 cette déformation des chloroplastes et des

thylacoides.

A partir des spectres polarisés des chloroplastes et des thylacoi-
des incorporés dans les films d'alcool de polyvinyle .isotrope, nous
observons que, di 3 l'orientation des mol&cules dans la membrane, nous
pouvons, en nous servant de la méthode de photosélection, &tudier le
transfert d'énergie entre les pigments ayant des moments de transition

orientés différemment.

En spectroscople d'émission polarisée, nous avons noté qu'une
matrice solide, comme les films d'alcool de polyvinyle, peut dans cer—
taines conditions de préparation, permettre l'observation de 1'émission
de fluorescence du photosystéme I, comme sl les spectres &talent pris 3

basse température.

De plus, 3 partir des spectres d'émission polarisée des &chantil-
lons, nous observons une réorientation partielle des molécules due 3 la
déformation des chloroplastes et des thylacoides, ce qui cause une per—=
turbation dans le processus du transfert d'énergie d'excitation. Le
phénoméne est trés marqué dans le cas des thylacoIdes de la prépara-
tion 1. Et des changements dans le transfert d'énergie influence aussi
la désactivation thermique des différents complexes puisque les proces—
sus d'émission de fluorescence, de désactivatlon thermique et de trans-

fert d'énergle compétitionnent entre eux.
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Les calculs de désactivation thermique montrent que les pigments
tels la chlorophylle-b et les caroténolides possédant une faible inten-
sité de fluorescence ont une désactivation thermique plus grande que les
pigments fluorescents fortement. De plus la désactivation thermique des

photosystémes varie entre les photosystémes I et IL.

Les différences entre la désactivation thermique paralléle et per—
pendiculaire proviennent d'un ensemble de phénoménes complexes incluant
la superposition des interactions chromophore-protéine et chromophore-
chromophore qui ressemblent aux interactions pigment—alcool de polyvi-
nyle et pigment—pigment que nous retrouvons lors de l'utilisation d'un

systéme modéle, par exemple la mérocyanine—540.

Dans ce travail, nous montrons qu'en employant la spectroscopie
polarisée et en utilisant des méthodes complémentaires telles que
1l'absorption, l'excitation, l'émission, la photoacoustique et la mesure
de durée de vie de fluorescence, nous pouvons caractériser les phénomé-

nes spectroscopiques propres 4 l'orientation des pigments.
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