UNIVERSITE DU QUEBEC A TROIS-RIVIERES

Mémoire présenté en vue de 1'obtention

de la MAITRISE ES SCIENCES (Energie)

par

GENEVIEVE GALINIER

IMPORTANCE DU TRANSFERT D'ENERGIE DANS LE SYSTEME

B~CAROTENE A L'AIDE D'UN SPECTROFLUORIMETRE LASER.

Université du Québec a

TROIS-RIVIERES

MARS 1974

CHLOROPHYLLE/



Université du Québec a Trois-Rivieres

Service de la bibliotheque

Avertissement

L’auteur de ce mémoire ou de cette these a autorisé I’'Université du Québec

a Trois-Rivieres a diffuser, a des fins non lucratives, une copie de son
meémoire ou de sa these.

Cette diffusion n’entraine pas une renonciation de la part de I'auteur a ses
droits de propriété intellectuelle, incluant le droit d’auteur, sur ce mémoire
ou cette these. Notamment, la reproduction ou la publication de la totalité
ou d’une partie importante de ce mémoire ou de cette these requiert son
autorisation.



[RARTANGE D TUCSTERT N'IETRGIE DAYS L SYSTENE CULOROPHYLLE/

A~CSRTCATIE A LUATIDE D' SPECTROTLUCRIMET!IT LASER

Les merbrances Biologilaues, animales comme végdtales, sont toutes
ccnstitudes s-lon le m@me modile. Néanmoins les secondes ont l'extra-
rdinsire pouvedir de transforner 1l'énergie luminecuse en énergic chimi-
Gue yrace 3 divers pigments tels que chlovrophylles et caroténoldes,
assurant alnsi la Photosynthése,

Tes €tapes de cette trensformation sont encore bien obscures et

le présent Lr:wail @ pour but d'apporter quelques &claircissements

]

ur les tranefercs d'énergie entre le B-caroténe et la chlorophylle a.
A cette fin 1+ propriétés spectgoscopiqucs (absorption, fluorecscence,
dépolerisaticn  de la fluoresncence, ...) serviront de moyens d'évalua-
tior.

Pour simulers lua structure lemellaire des wmembranes photosynthétiques
les pigmonts sont etudiés 4 i'état de monocouches. Dans de telles con-
diticns, la chilorophylle n'est que faiblement fluorescente, et notre
gguipe de lahoratoire a du réaliser un spectrofluorimétre trés sensible
utilisaat zoure source de lumiére excitatrice un laser. Des a présent
des conclusionsz encourageantes sont mises en évidenced
- Ua transfert d'énergie non radiatif, par résonance induite, de la

'
chloropuylle a vers le [(-caroténe, ost possible.
Dans les condivions: A excitation: 632.8 nm

[ehlovophylle a] < 1.0 x 107"x

G

1.0 x 107°H < [ﬁ—carotanc] < 5.0 x thAH

la conztante de guenching de la chlevephylle a par le 3-carottne =

8 =5 I
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~Lorsque la concentration du f-caroténc cst supérievre a 5.0 x 10_4M,
un mécaniswme différent de celui-ci a licu,

-~ Dans le thyladolide, il semble trés probable que les wolécules de chloro-
phylle a soient ovientées préférentiecllewent comme le montre le compor-
tement de ce pipgwment en monocouche.

D'autre part:
~ la zone de "self-quenching" de la chlorophylle a s'@tend dans des domai-

~ . e -~ _6
nes ou sa concentration est sup2rieure 2 8.0 x 10 "M,

"

~ A partir du mélange 1 B-caroréne: 4 Acide Arachidique", &tebli comme

étant id€al, la courbe de prcssion de surface du B-carot@ne s'avére

identigue & celle obtenve par Leblanc, R.M., Orger, B.H..

Nous avons également confirmé que:
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£ pPrcarcténe n'esi pas ua pilphici
piéce et nous mettons en évidcnce qu’
- il fait partie du systémc ”trappe“ldu thylakolde ol est retenu l'&nergic
nécessaire au déclanchemznt de la Photosynthése.
Nous: avons vu que le B-carotc¢ne joue le role d'un accepteur dans la
chaine de transfert d'énergie entre les pigments pholosynth@tiques, or
son spectre d'absorption montre qu'il n'ebsorbe pas daus le rouge la
lumiére pouvant tre &mise par la chlerophylle.
Faut-il supposer qu'aprds e: citation par de la lumidre a 633 nm,
un certain pourcentage de chiloropliylle a, azmené dans un état triplet,
transfére une partie de 1'Cnerpie acquise au B-carotdne, lui-mfrwe dans

un état wmitastable? Le diagramme de Jablooski €tabli pour cette paire

de wollecules, montre qulunc telle transition w¢ - % ast vraisemblable,



Upe nutre hypothése peut elre envisagte .:

La chlorophylle a, 3 1'€rat de mononlre, initialement "isol&c" dans
le thylakollde, aurait tendance 3 se réoricnter de maniére @ assarer une
forma de couplage avee le B-caroténe, forme sous laquelle le cavoténolde
joue le vrdle d'accepteur,

Dans des &tudes ultérieures, qui feront 1'objet d'une rccherche pour
i'obtention du diploime de Doclorat, nous essayerons de prouver qu'
~ un trensfert 4d'énergie B-caroténe —> chlorophyllé a existe également.

-

- I1 est prépondérant compart a celui chlorophylle a —> R-caroténe.

" du spectre, le

~ En captant 1l'énergic lumincuse, dans la régzion "Bleu
carocénolfde prévient la photoexydation de la chlorophylle a.
Nous préciserens:
~ La vitesse de trausfert d'éncrgie entre le B-carotfne of la chlorophylle a.
~ La proprittd &ventuelle qu'a le B-caroténe de 'quencher" 1'é€tat singulec
de la chiorophylle a.
- L'oricntation de la chlorophylle a en monocouches mixte (chlorophylle a

/B-caroiine) aprés absorption de l'Bnergic lumineuse émise par le speclyo-

fluoTit3tre He/Cd (A excitatiomn: 441.6 nm).
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INTRODUCTION

De tous les organismes vivants, végetaux comme animaux, scules
les plantes photosynthétiques peuvent s'autosuffire en utilisant

comme source d'énergle le soleil.

La photosynthése est ce mécanisme parllequel, sous l'action dé
la lumiére, les plantes vertes élaborent leurs constituants organi-
ques (& partir des seuls éléments gaz carbonique et eau) tout en
libérant cet oxygéne qui nous est vital. En cffet grace a des pig-
ments variés contenus dans leurs tissus chlorophyllicns, elles sont
doues de 1'extraordinaire pouvoir de transformer 1'énergie lumi-
neuse en énergic chimique directement utilisfe pour assurer leur

survie.

Les étapes de cette transformation demeurent encore bien obscures
sur certains points, et s'il est bien connu, depuis longtemps déja
que des pigments appelés: chlorophylles, carotéuofides, xanthophylles,
phvcobilines ont la propriété d'absorber des quauta de lumiére, pour
ensuite délivrer cette énergie a des molécules (ou groupes de molé-
cules) chargées de réactions chimiques,

* Comment cette énergie est absorhée ct,

* De quelle maniére elle se propage jusqu'aux centres réactifs ou a
lieu la photosyntheése,.

c'est ce que nous essayerons de mettre en €vidence par la présente

étude, en examinant plus spécifiquement 1'intcraction chlorophylle -

caroténofde.



CHAPITRE I

LES PIGMENTS PHOTOSYNTHETIQUES CAROTENOIDES ET CHLOROPHYLLIENS



I - LES PICMENTS PHOTOSYNTHETIQUES CAROTENOIBPES FET CHLOROPHYLLIENS

I.1 Historique

C'est vers 1930 que lleitz (1) puis Strugger (2), grace
3 la microscopie optique, précisent la morphologie des plas-
tes, organites cellulaires renfermant les pigments photo-
synthétiques. Avec 1'avénement du microscope &électronique,
des progrés ¢normes se font jour quant a la structure des
constituants du chloroplaste et des thylakofdes (schéma 1).
Par la suite, Frey-Wissling et Steinmann, en 1953, (3,4) ont
pousseé leufs recherches jusqu'd proposer la nature et la
composition chimique d'un disque interplastidial. Actuel-
lement, il semble que le modéle de Calvin (1954), plus que
celui de Mlhlethaler (5), tout en demcurant insuffisant, reste
celui de référence que 1l'on compléte, ou d partir duquel on
élabore des hypothéses (6) (schémas 2 et 3). Ainsi, pour appuyer,
sinon confirmer 1'hypochése selon laquelle la chlorophylle
serait disposce entre 2 couches lipoprotéiques, au niveau
d'une interface, phase hydrophile/phase hydrophobe, trois
approches différentes peuvent étre prises. Parmi les modéles
des B.L.M. ("Bilipid Layer Membranes")(7,8), des micelles
(9) et des monocouches ( i0) nous avons choisi d'utiliser
ce dernier, car i1 facilite 1'étude des transferts d'éner-
gle entre molécules identiques ou non. La technique consis-
te & déposer un nombre connu de monocouches ou de 'complexes'

chlorophylliens sur une lamelle de quartz et & &étudier leur
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comportement spectroscopique.

Comme, dans ce domaine, les résultats obtenus "in vivo"
et en monocouches sont comparables et mecilleurs que ceux ob-
tenus en solution, un effort pour continucr les recherches

dans cette vole se¢ poursult depuls.

Avant 1937, Hugues réalise des filws monomoléculaires
de différents composés, dont la chlorophylle a, dans une
solution aqueuse tampon. Par la suite Sjoerdsma (11),
Alexander (12), Langmuir et Schaeffer (13) apporteﬁt des
renseignements significatifs sur le comporteﬁent de la chlo-
rophylle a ]1'état semi-cristallin. Un peu plus tard, Jacobs
et Rabinovitch (14), Trurnit (15), Colmano (16,17), pour
n'en citer que quelques uns, fournissent une somme imposarte
de résultats sur lesquels nous baserons d'ailleurs nos don-
néws (]8 a 29). Actuellement, les expériences qui se font
dans le domaine des monocouches et relativement au comporte-
ment des chromatophores sont menées par les équipes de Gaines

(18 a 20), Litvin et Gulyaev (21 a 23), Brody (24,25).

Parallélement, 1'é¢tude des transferts dJd'énergie entre
les divers pigments photosynthétiques a préoccupé plusieurs
chercheurs depuis le début du siécle (28,29). Rideal, Mitchell,
puis 1'Gquipe de Gaines sont de ceux qui ont étudié les réac-

tions photochimiques pouvant se produire en monocouche (30)



et surtout monocouche de chlorophylle a (31 a 35).

De 13, deux cexplications ont pris d'ailleurs une extension
plus grande pour décrire le mécanisme dus processus primaires
entre les composants du systéme photosynthétique. 11 s'agit
d'une part,d'un procédé semblable & celui décrit par Th.
F8rster (36 a 40) et d'autre part,du phénoméne de la photocon-
ductivité tel que proposé par Katz (41), puls Rosenberg (42 a

44) et appuyé derniérement par G. Komissarov (45) (voir aussi:

46 a 48).

Comme la derniére possibilité semble peu probable vu le fai-
ble pouvoir conducteur de la chl a et la trop grande éner-
gie d'activation impliquée, nous ne Ja considirerons pas dans

le présent travail.

I.2 Constitution Chimique

et o

Nous parlerons surtout ici des deux pigments qui nous
intéressent:
chlorophyile a, f-caroténe.

.2.1 chlorophylle a

Formule: H_ O5 Ny Mg (schéma 4)

C

55 72
C'est un dérivé de la porphyrine, systéme hétérocyclique
composé de quatre anneaux pyrrole auxquels se rattache

une '"'queue" phytol.

Les mol¢cules de chl a sont plutdt lipophiles, mais



schédma 4

CHO CHp
’, ftn \‘ "
v CHz ) H ?H

TETE PORPHYRINE

¥  HiaC CHj
(D'aprés Wolken 1961)
CHLOROPHYLLE a

QUEUE PHYTOL

2 C20H39

Cs5H7205N4 Mg
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elles contiennent des groupements polaires tels que le
carbonyle et 1'atome de magnésium central. (Ce dernier
porterait d'ailleurs une charge fractionnelle positive,
équilibrée par une charge négative équivalente répartie

sur les quatre atomes d'azote autour de lui).

La longue chalne phytol C (20 X) attachée au

20H39
systéme polycyclique de la porphine est strictement lipo-

phile.

La molécule de chl a se présente donc comme cons-
tituée d'une téte porphine plus ou moins polaire et d'une

queue apolaire.

Ces caractéristiques lui conféreraient la propriété
de s'attacher par le noyau tétrapyrrolique aux molécules
polaires comme les protéines, tandis que la chalne hydro-

carbonée se placerait dans un milieu lipoique.

Des calculs montrent qu'une telle disposition semble
réalisable dans les thylakofdes & condition que la molécule
de chl a soit inclinée de 55° par rapport 3 la surface du
granum. Cette orientation semble plus ou moins vérifiée
comme le confirment les travaux de R. Olson et ¢oll. "in vivo"
par polarographie (49) et (50).

chlorophylle b

: N
Formule (35 H7O 06 4 Mg

Elle différe de la chl a par la seule substitution d'un
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groupement aldéhyde -CHO, au groupement méthyle -CH3

présent dans l'anneau pyrrole 3. (schéma 4 )

Cette propriété lui confére une électronégativité
légérement supérieure 3 celle de la chlorophylle a dont

elle semble d'ailleurs dériver (51 a 56).

Les caroténofdes.

I1 en existe au moins 180 sortes différentes dans la
nature, parmi des végétaux aussi variés que les algues ou
les fleurs. Ce sont des hydrocarbures & chaine conjuguée 1li-

néaire, lipophiles et hydrophobes.

Les plus communs possédent 9 ou 11 liaisons doubles
conjuguées, certains ont quelquefois des fonctions alcools,

ou cétones.

On les appelle généralement des polyénes, des terpénes,
leur squelette étant constitué d'une maniére courante de 40

atomes de carbone.

Les groupes terminaux de la chaine polyénique peuvent
étre identiques ou différents: ce sont des furanofdes, des

époxydes par exemple.

Ils sont souvent instables aux acides, bases, et a 1'air.
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Exemples de caroténofdes: R-caroténe, luléine, nfoxanthine,

violaxantine.

l.e B-caroténe est un caroténolde cyclique (schéma 5) qui a

un cycle B-ionone a chaque extrémité de la chaine.

I.2.4 Les phycobilines.

Nous ne les mentionnerons que trés bricévement pulsqu'ils

ne seront pas ¢tudiés dans le présent travail.

Ce sont des pigments trés abondants dans les algues ou on

les retrouve en remplacement (trés souvent) des carotinoldes.

Ces molécules contiennent, comme les chlorophylles, quatre
noyaux pyrrvoles, (ne formant pas de cycle fermé); par contre elles

sont dépourvues de magnésium et de la queue phytol.

Elles sont hydrosolubles.

1.3 Leur réle dans la cellule végétale

S i e - ST

I.3.1 Généralites.

La concentration des pigments photosynthétiques, '"in vivo',
est élevée: approximativement 0.1 M. Néanmoins:
- 11 existe une faible ¢vidence qu'il vy ait formation de diméres

- et seulement 0.17 des pigments totaux sont photoactifs.

Les autres 997, ont-ils un rGle prépondérant d jouer dans
le transfert Jd'énerglet "Accepteurs (de lumlére) - centre

réactif"?



<héma 5

)
|/\“/\./\/\/\/\/\/\/ I \/\/
CH3 CH3 HE oHs

\/ chs

< ~ 204 -
B- CAROTENE
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2

[:chl a ] . dans chloroplaste: 1x10 ° M

. dans thylakotde: 1M
Proportions des pigments dans une cellule végétale: (22,127)
1 caroténofde : 5 chloroohylles (a + b)

1 caroténolde : 3-4 chlorophylles a

et plus précisément:

1 B-caroténe : 15 chlorophylles (a t b)
1 BR-caroténe : 9 chlorophylles a
(1 chlorophylle b : 2.3 chlorophylle a)

1.3.2 Les chlorophylles

Dans les organismes végétaux, la chlorophylle se présente sous
deux formes suivant les molécules auxquelles elle est associé:
(54,55,56)

- chlorophylle lipoYdique (3/4 chlorophylle totale)
(c'est-a-dire chlorophylle sinon associé aux lipides, du moins
présente dans leur environnement) faiblement fluorescente
(Rendement fluorescence: = 2%), photoactive.

- chlorophylle hydratée (1/4 chlorophylle totale)

fortement fluorescente.

Ces caractéristiques sont possibles si 1'on se rappelle
que la chlorophylle a tendance 3 s'attacher aux molécules po-
laires par sa téte porphine et aux couches lipofques par sa
queue phytol.

In vivo, cela suggeére que les molécules de pigments

choisiront leur position dans le granum, entre les couches
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protéiques polaires et les couches lipofques.

R3le de la chlorophylle "in vivo":

Tl se borne 3a trois fonctions importantes:
a) capter l'énergie lumineuse dans les régions du
spectre comprises
dans le bleu, entre 400 et 500 nm
dans le rouge, entre 600 et 750 nm
b) transmettre cette énergie a4 d'autres molécules de
chlorophylle a qui & cause d'une disposition particuliére
ou d'une association spéciale jouent le rSle de 'trappe"
ou piége d'énergie.
Cette forme spéciale de chlorophylle serait celle qui
absorbe dans le rouge.
c) au niveau des piéges d'énergie: assurer des réactions
photochimiques conduisant a la libération de 1'oxygéne
a partir d'une molécule d'eau. Lorsque cette énergie
emmagasinée n'est pas utilisée chimiquement, elle se

dégrade sous forme de chaleur ou de fluorescence.

I1.3.3. Les caroténofdes

Si la localisation de la chlorophylle dans le thylakofde
commence a se préciser (57), celle des caroténofdes et des

autres pigments accessoires, par contre, demeure obscure.

On a l'habitude de les représenter dans la couche
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lipidique du granum, & cGté et parallélement 3 la queue phytol
de la chlorophylle. Pourtant, il est a remarquer que la dispo-
sition relative des deux molécules reste encore inconnue et
qu'il faudrait penser 3 un autre modéle, puisqu'ils existent

en quantité aussi importante que les chlorophylles elles-mémes
et que leur autoassociation est plus grande que celle qui existe

entre ces derniéres (58).

Derniérement, par une technique de spectropolarimétrie,
Breton et Roux (59) ont entrevu la possibilité que les caroté-
nofdes soient orientés dans le plan de la lamelle. Leur grande
diversité et leur concentration importante (cing fois moins
nombreux que les chlorophylles) sont des facteurs qui les

rendent intéressants a étudier.

Comme nous le verrons plus loin, ils ont la propriété
d'absorber la lumiére 3 des longueurs d'onde relativement

courtes: 380-550 nm (et plus précisément 480-500 nm).

La longueur d'onde et 1'intensité de leurs bandes d'ab-

sorption croissent avec la longueur de leur chafne (60).

Sans leur présence, la chlorophylle a, qui absorbe éga-
lement dans cette région, serait irréversiblement photooxydée
et dénaturée par 1l'oxygéne (60, 61). Ils agiraient en ''quen-—
chant' 1'Atat singulet et triplet de la chlorophylle avec
d'autant plus d'efficacité que le nombre de leurs doubles

liaisons conjuguées augmentc (neuf double liaisons semblent
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au moins nécessaires) (63 3 65).

D'autres rdles, non établis clairement, leur sont encore
attribués:

- dans le phénoméne de transfert d'énergie (66 & 69)
et - comme molécules capables de catalyser des réactions

chimiques en stabilisant des conformations protéiniques.

Dans le présent mémoire, nous porterons un intérét parti-

culier aux deux premiéres fonctions.

Les phycobilines

Ce sont les principaux pigments des algues vertes aprés

la chlorophylle.

Moins connues encore que les caroténofdes sont les régions

olu elles se localisent dans le chloroplaste.

Menke (69) les place a cOté des caroténoildes et de 1la
queue phytol de la chlorophylle, dans la région lipofque de 1la

membrane granaire.

Par contre, ces pigments existent, in '"vivo'", en liaison
éitroite avec les protéines. On n'a jamais pu Jusqu'ad présent
séparer le chromophore de la protéine sans changer ses propriétés

optiques et biologiques (60).

11 faut donc penser que dans le chloroplaste nous avons

les trois couches suivantes:
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- région lipidique ou se concentrent les caroténoides
- région protéinique ou se concentrent les phycobilines

- région intermédiaire ou se place la chlorophylle.

I1 est a remarquer que dans ces trois couches, les pigments
ne doivent pas €tre situés loin les uns des autres, car comme
nous 1l'avons déja mentionné, 1'énergie d'excitation des caro~
ténofdes et surtout des phycobilines doit se transmettre d'une

maniére efficace & la chlorophylle.
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L4 _Proprigtés photophysiques connues:
1.4.1 Absorption et Fluorescence de la chlorophylle a
Une bibliographie Imposante traduisant un travail énorme
dans le domaine fournit de nombreuses informations (70 a 85).
Tableau 1: Absorption et fluorescence de la chlorophylle a sous différentes

formes.

Etat de la chlorophylle

Absorption (max. nm)

"in vivo"

en solution (ether)

en monocouche

Figures 1 ¢t 3:

Figures 2 et 4:

Figure 15

432;

430;

672-683-695
660

675-680

Fluorescence (max. nm)

682~700; 722-728
665

678

Spectre d'absorption de la chlorophylle a

et de divers pigments en solution.

"in vivo"

en manocouche.

Réflections a partir des spectres:

D'aprés la fig. 1:

dés 400 nm.

la chl. a est le pigment qui absorbe le plus

lJoin dans le rouge, et un de ceux qui absorbe

D'aprés les cing figures: "In vitro'" et surtout en solution, il existe

que dans le chloroplaste

un déplacement hypsochrome des maxima d'absorp-
tion (par rapport & ce quil existe "in vivo').
On peut explliquer ccei comme résultant du fait,
la chlorophylle qul

absorbe dans le rouge se présente sous diverses
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formes d'association avec les protéines et/ou
les lipides ce qui lui conférerait des propriétés

photophysiques un peu différentes.

Relativement aux propriétés d'absorption et de fluorescence de la
chlorophylle a en présence de chl b et de pigments accessoires un phéno-

méne supplémentaire se produit. 11 s'agit de 1'Effet Emerson.

L'Effet Emerson peut se traduire ainsi:

a) La fluorescence de la chlorophylle a est accrue lorsqu'elle
regoit l'énergie 3 partir des pigments accessoires (87,88)

b) Le taux de photosynthése est plus grand que la somme de chaque
taux de photosynthése produit par un pigment particulier absor-

bant d une longueur d'onde précise.

Ce phénoméne résulte de ce que 1'on appelle "La fluorescence sensi-
bilisée" preuve directe d'un échange de 1'énergie électronique dans les
cellules. Ceci a &té mis en évidence pour la chloronhylle a "in vitro"

(92) et "in vivo" (91) lorsque l'énergie d'excitation lui est transmise
par des pigments aussi divers que la chlorophylle b, ou le fucoxanthol (89):
caroténofde absorbant dans la région'bleu-vert'" du spectre, ou encore

des phycobilines (90,91).

1.4.2 Processus photochimiques applicables aux chlorophylles

a) Réactions primaires
Population des états excités
L'absorption d'un quantum de lumiére d'énergie hv, par

une molécule de chl a dans la région des basses fréquences
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du spectre (absorption) 1l'améne dans les niveaux vibrationnels

les plus bas du premier état excité singulet.

Si le quantum possede une énergle supérieure il conduira
la molécule dans des niveaux électroniques et vibrationnels

supérieurs, toujours dans 1'état singulet.

L'énergie est rapidement dissipéce dans l'environnement

sous forme de: - conversion interne vers le niveau le

plus bas de S1

A partir de S cette énergie peut se dégrader sous forme

l)
de: - fluorescence

= convofsiun interne
jusqu'au niveau fondamental Sg

ou encore: - par ''combinalson intersystéme" jusqu'au

niveau excité triplet le plus bas: Tl .

Jusqu'a présent on n'a pas réussi a mettre en évidence
cette propriété de la chlorophylle "in vivo™: chl a & 1'état

triplet.

Par contre, de T] l'énergic peut encore étre dégradée
- par un processus non radiatif jusqu'en SO

ou ~ a la suite d'une réaction avec une autre

molécule.
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b) Transfert d'Energie

Une molécule de chlorophylle excitéc, dans ]'état singulet Ou tri-
plet peut perdre son énergic par un transfert non radiatif 3 une molé-

cule voisine suivant le mécanisme décrit par F8rster et sur lequel

nous reviendrons au chapitre suivant.

Dans ce cas, bien sir, la chlorophylle peut elle-méme recevoir

de 1'énergieé provenant d'unc autre molécule excitée.

Observations directes des Réactions Primaires impliquant

la chlorophylle a.

Ltat singulet

Il est mis en éevidence par le phénoméne de la fluorescgnce
"in vivo'" et "in vitro" (93). Aprés avoir absorbé 1'énergie
lumineuse dans la region des bandes Soret, la transition que

subit la chl a vers des niveaux singulets, supCrieurs a Sl,

-

1'améne dans un état excité. Dans ces niveaux, la conversion
: = . -11 . N . 5
interne est trés rapide: 10 sec., jusqu'au niveau d'énergie

le plus bas § 123,300 cm-l. La déscexcitation peul se pour-
Sorcet

. . . . . o]
sulvre c¢nsuite par une transition non radiative jusqu'en Sl.

De la, c¢'est par {luorescence et surtout par désexcitation

non radiative que la c¢hl a rcetourne 3 1'ctat fondamental (62).

L'énergie qu'absorbe la chlorophyllc dans la partie rouge

du spectre assure une transition §, » S, ( de type [-1I*) dans

1

la molécule. Dans ces '"miveaux'" 1'énergie se "dégradera', comme



mentionné plus haut, jusqu'en S5, mais avec la prépondérance
du phénoméne de la fluorescence, a8 moins qu'elle ne soit '"quen-
chée' (94) (Le termequenchingsignitiant fci une "diminution

de la [luorescence').

- Rendement quantique de fluorcscence

. (dans solvent polaire) (done "in vitro'): 30 + 57 (99)

in vivo" < 2%
- Temps de vie de fluorescence :1Sl = S.Oil.OxlO_9 sec (94,96)
- Temps de vie radiatif : 15 x 107 scc

- Energle du niveau singulet le plus bas : 13,300 Cm—l (26,27,97,108)

Etat triplet

11 n'a jamals ¢té mis en évidence "in vivo', méme si son
exlstence a €té souvent suggcérée pour expliquer la cinétique
des réactions photochimiques (100, 10}, 102). "In vitro'", par
photolyse éclair, R.S. Becker a mis la chl a d 1'ctat triplet

en evidence (103), bientot suivl par Livingston (112, 113)

Différents niveaux Lrip]uts pourraicnt étre peuplés aprés
abhsorption de lumiére si "la combinaiseon intersystcéme''de 1'état
singulet a 1'Gtat triplet était prépandérant. les avis sur ce

sujet sont trés partagés (26, 92, 96, 103, 104).

kn solution (dans du 3 mcéthyl-pentane) cet état est carac-

LErisé par

=]
- Temps de vie long 1T > 0.5 x 10 sec.

-1
- Encrgte du nlveau triplet le plus bas _ 9,900 cm  (ou

10,250 em (97, 104, 105)
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au lieu de 18,500 em Y(9B).

Transfert d'énergie singulet-singulet

L'effet Emerson précédemment cité en est une preuve:

* *

Dans la réaction: M 1+ M

Si M*l est une molécule excitée par 1'ab-
sorption d'un quanta de lumiére, et si elle
est fluorescente (comme la chl b par exemple),
le transfert d'énergie se manifeste par une

*
augmentation de la fluorescence de M (chl a)

2
- . *
au détriment de la fluorescence de M 1

Ce mécanisme a été observé et trés bien décrit par Duvsens (91)

entre autres et Watson et Livingston (92).

Transfert d'énergie triplet-triplet
Un tel transfert sera possible si la deuxiéme molécule a un

niveau triplet au moins aussi bas que celui de la chlorophylle a.

Or méme pour une valeur aussi faible que « 10,000 em
pour chl a & 1'état triplet, il semble que les polyénes aient
également des niveaux triplets d'énergie semblables. Si la
valeur 11,050 c:mm1 attribuée au premier état triplet des poly-
Bneg est exacte (106, 107) un transfert dans le sens 38 car 3chl a

devient possible,
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Par contre si 1'énergie du niveau triplet le plus bas du
-1 _
B car. est 9,700 cm un transfert en sens inverse est favorisé

3ch'l a » 38—carot.

De toutes facons, une différence aussl faible entre les
divers miveaux triplets mentionnés, explique déja assez bien
le phénoméne de 'quenching’de 1'état triplet de la chl a par le

B-car. (105 a 113 et 118 a 124).

Propriétés photophysiques du R-caroténe

"In vivo": Comme nous 1l'avons dé&ja mentionné , les caro-
ténoldes ont la propriété d'absorber 1'énergie lumineuse entre

380-550 nm.

"In vivo", ces pigments photosynthétiques, absorbent deux fois
plus que le chl a elle-méme dans ces régions du spectre, et
contribuent pour 307 (3 707) dans le transfert d'énergie (63, 124, 125).

Figures 1, 2.

De plus, en quenchant 1'état triplet de la chl a d'une
maniére efficace, le B-caroténe est un pigment essentiel
protégeant la chlorophylle contre umephotooxvdation irréversible.
Par ses propriétés photophysiques, il se trouve donc étre un
donneur aussi bon qu'accepteur dans la chaine du transfert

d'énergie entre les pigments photosynthétiques (113 3 118).

Zones d'absorption des divers pigments
chl a : 380 _ 440 nanométres

chl b : 420 480
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caroténofdes 400 - 500 nanomélres
phycoerythrine 460 _ 590
phycocyanine : 550 - 640
chl b : 630 _ 655
chl a : 645 — 680
L'interaction c¢hl a - B-caroténe qui peut conduire au

transtfert d'cénergic entre les 2 mu]&qul«u (177, 130) et au
quenching de la chl a par le fi-caroténce (références citées
plus haut) sc¢ traduit épalement, d'aprés . Claes et T.0.M.

Naknyama;oar une photoisomérisation du caroténofde (111).

Proprictés photophysiques du fi-caroténe — Observations directes.

"In vitro'": kn solution dans 1'éthano!l, le f~caroténe absorhbe

entre 400 4 500 nm avec deux maxima: 440 ct 480 nm  (voir fig. 1)

Suivant la configuration chimique dc la molécule (forme
cis ou trans) les maxima scront deplaces vers les longueurs

d'onde plus ou moins courtes.

Par exemple, dans un solvant comme !'hexane, lc¢ maximum
situe a 480 nm pour la forme trans du -carotdéne sc
déplace vers les courtes longueurs d'onde: 338 nm pour

la forme cis.

.Nous remarquons tout de suite que la moitié (400 34 450 nm)

de sa zone d'absorption correspond a& une région du spectre
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d'absorption de la chlorophylle a, clle-méme. C'est dire que
dans cette zone, l'étude des transferts d'énergie entre les deux

molécules devrait inclure des phénomencs de quenching.

kn effet une ctude des niveaux éncirpctiques singulet et
triplet de la molécule et de 1'Gnergic correspondante indique
que le B-caroténe est un quencher efficace de 1'état triplet
et méme singﬁlet de la chl a.

17,800 cm T
Energie du niveau singulet le plus bas:lé 18,00)0¢cm (109) (131, 132)

Temps de vie de 1'état excité singulet: 3 x 10-6 gec.

Fnergie du niveau triplet le plus bas: Elle n'a pas été définie
clairement. Plusieurs valeurs sont disponibles variant entre

- -1
9,700 cm : ct 17,050 em (109, 110, 118 a 120).

Temps de vie de 1'¢tat excite tripicet: 9 psec. (133).

N.B. e On n'a jamais pu mettre vn Cvidence une fluores-

~ " : 1" tive, : 1"
cence possible du B-carotdne autant "in vivo® qu’in vitro-.
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IT - MECANISME DE TRANSFERT D'ENERGIE D'EXCITATION INTERMOLECULAIRE

IT.1 Considérations générales - Théorie de Th. Flrster

==

Concernant le probléme sur lequel nous nous penchons:
Transfert d'énergie entre les pigments photosynthétiques, un
travail considérable et des hypothé&ses non moins nombreuses
ont 8té soumis depuis le début du si&cle (35°& 40) (133 3 139).
Néanmoins c'est & la suite de travaux publiés par F. Perrin,
vers 1930, (137), puis par S.I. Vavilov en U.R.S.S. (138, 139)
et enfin par Th. F8rster eun Allemagne (36 3 40, 133, 134) que
certains éclaircissements sont apparus concernant le processus
photophysique lui-méme. Jusqu'd cette date, les résultats de
Frank~Condon relatifs aux transferts d'excitation entre molé-
cules identiques ne donnaient pas d'explications satisfai-
santes au processus de migration d'&nergie dans le thylakolde.
Par contre la voie du transfert d'excitatioun par résonance
était ouverte: avec 1'étude des transferts d'énergie entre deux
types différents de molécules, les couplages 'pigment ac-
cessoire/chl a"et par extension '"chl a/chl a" deviennent

plus compréhensibles.

Dans le chloroplaste, qui ne peut &tre considéré comme
un simple systéme chimique dans lequel les transferts d'é-
nergic par diffusion de molécules ou de radicaux seraient
possibles, le mécanisme de propagation de 1'énergie est trés

complexe. Un thylakofde est un milieu biologique qui a,
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comme caractéristique d'é€tre fermé¢ ¢t isothcermique. Ceci
implique que 1'énergie qui pourrait sc transmettre d'une
molécule o ['antre est faible:  Elle st non sculement
inférieure & 1'énergie d'ionisation des molecules du sys-—
téme, mais également inférieure a l'¢nerpie de dissocia-
tion de leurs liens chimiques. ilous Jdevons considérer
aussi un phénowcne additionnel qui survient quand les mele-
cules de la matidre absorbante sont prosenles en concen-—
tration ¢levée comme ¢'est le cas dans la cedlule vivante.
Dans ces conditions, les molCcules peuvent reéapir entre
elles pendant la période de leur excitation ovu par diffusion
et collision cindétique ou par résonance. '"In vivo', la concentra-
. . - 3 =7
tion des pigments photosynthétiquus peut dépasser 1 x 10 7 M,
et leur nature méme favoriserait un transfert d'énergie par
résonance sans nécessiter d'¢lectrons ou de radicaux libres
cumme trausporteurs.  L'énergie so transmettrait d'une molé-

cule 4 1'autre jusqu'a un systome "irappe' a partic duquel

- . 1
clle est cmise sous lorme de Tluorceence sioelle n'est pas

ut ilisee chimiquement.

La conscquence la plus jmportante de cette proximite
mutuelle des molécules de pigments cst la possibilité d'un
échange d'excitation électronique par vésonance. Quand une
molécule excitée par l'absorption d'un phoron se trouve
pendant la durde de cette excitation voisine d'une autre

molecule capable d'ahsorber le méme quantum 'Gnergic ¢lec-
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tronique - molécule en résonance avec la molécule excitée -
1'énergie d'excitation peut étre échangée entre les deux

partenaires.

Un exemple de résonance mécanique trés simple peut
nous donner une idée assez précise de la situation: celui
de deux cloches ayant la méme fréquence de vibration.
"Si 1'on frappe 1'une d'elles, 1'autre commence bientdt
d vibrer également, 1l'énergie d'excitation é€tant transmise
par l'intermédiaire de 1'air. Si maintenant, les deux clo-
ches sont couplées fortement - en étant suspendues a la
méme barre par exemple - on remarque que la premiére cloche
peut transmettre toute son énergie de vibration a4 la seconde:
la premiére cloche devient muette, et la deuxiéme vibre aussi
fortement que la premiére au début. Si le couplage n'est pas
interrompu jusqu'd la fin de 1'échange, le phénoméne se repro-
duit, 1'énergie de vibration retournant 4 la premiére cloche

et la seconde devenant muette 3 son tour"” (140).

Un échange d'énergie comparable doit avoir lieu entre les

molécules "résonantes'" de pigments photosynthétiques voisins,
le champ électromagnétique des électrons fonctionnant comme
moyen de couplage. Cet échange d'énergie entre deux £€léments
peut étre étendu 3 la possibilité de migration de l'excitation
dans une chaine ou un réseau de molécules résonantes, sur des

distances de 1'ordre de 50 & 100 R., car si la migration est

"lente'", c'est-d-dire si la durée de séjour de l'excitation
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dans chaque molécule de pigment est longue devant la période
de vibrations moléculaires, les noyaux atomiques entrent en
vibration (principe de Franck - Condon conservé) 1l'un aprés
1'autre. Le spectre d'absorption de la chlorophylle "in vivo"
indique par sa similitude avec le spectre de la chlorophylle
en solution diluée que les molécules du pigment ne forment
pas un systéme 3 échange d'énergie rapide mais plutdt 'lent".
La méme remarque s'applique aux caroténofdes et conformément
aux prévisions théoriques, 1'échange d'énergie se dirige
toujours vers le pigment qui absorbe le plus loin, dans le
rouge, c'est-d-dire la chl a dans le cas des plantes vertes.
Comme nous l'avons déjid relevé, il est intéressant de noter
que la chl a absorbe dans les longueurs d'onde les plus
courtes mais aussi dans les longueurs d'onde les plus grandes

(fig. 1).
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II.2 Princlpes généraux de transfert par résonance

Comme nous 1l'avons déjd mentionné précédemment dans
1'Effet Emerson, la fluorescence de la chl a peut &tre
induite a partir de molécules de nature différente. 11
faut donc admettre que 1l'énergie lumineuse absorbée par
une certaine molécule D (donneur) 3 une longueur d'onde Al
est transmise & la molécule A (accepteur) qui a alors la
possibilité de fluorescer & la longueur d'onde AZ (avec

)\2 > Al).

Vu la faible énergie disponible "in vivo'", pour assurer
un tel phénoméne, il y a de trés fortes chances que le méca-
nisme fasse intervenir un transfert d'énergie d'excitation

électronique (plutdt qu'un transfert de charges).

La signification de "transfert d'énergie d'excitation"
telle qu'employée en Photochimie consiste en un transfert
d'énergie d'une molécule excitée 3 une autre qui ne l'est pas.

Dés lors, deux cas distincts sont 3 considérer:

1) 1'accepteur d'énergie peut €tre amené dans un état
€lectronique exciteé
ou 2) l'énergie peut €tre donnfe 3 un systéme "receveur"
sous la forme d'énergie rotationnelle, vibrationnelle,

translationnelle.

Comme il s'agit pour nous d'expliquer la fluorescence

sensibilisée de la chlorophylle, c'est-a-dire une désexci-
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citation radiative, nous nous intéresserons essentiellement
aux cas ol 1'énergie est transférée en tant qu'énergie

électronique (cas:1l).

Pour qu'un tel transfert soit possible, la concentration
des molécules doit E&tre relativement élevée afin que la dis-
tance entre les donneurs - accepteurs de la chalne soit fai-
ble, Or cela semble &tre le cas puisque la concentration des

pigments dans le chloroplaste est .aussi élevée que 0.1 M.

11.2.1 Transfert d'énergie électronique:

*
D +A____ o D+ A

*
ol dans 1'état initial: D(donneur) a déja été excité: D

ans éta inal: est retourné dans un éta
d 1'état f 1 D t t d tat
électronique inférieur.
: A (accepteur) est passé dans un

état électronique excité.
L'énergie électronique transférée est identifiée par

l'astérisque: *

Ce processus de transfert d'@nergie, aprés absorption

d'un photon par le donneur, peut s'effectuer de deux maniéres:

~ transfert d'énergie radiatif

- transfert d'¢nergie non radiatif.

Dans le dernier cas, une interaction directe entre le

donneur excité et l'acecepteur est nécessaire.
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a) Transfert d'dnerecie radiatif:

I1 fait intervenir la possibilité de réabsorption
par A de 1'émission du donneur D. Deux étapes, avec la

collaboration d'un photon, se succédent:

*
D ﬁ.D*—h\)

x
hv 4+ A 3 A

Dans ce cas, il n'existe pas d'interaction directe
Donneur - Accepteur. Seules les énergies correspondantes
dans les spectres d'émission du donneur, et d'absorption
du receveur (recouvrement des spectres) peuvent €tre trans-—

férées.

L'efficacité de transfert dépend:
. du rendement quantique de fluorescence de D
. de la loi de Beer - Lambert concernant 1'absorption

par l'accepteur.

Ce transfert peut avoir lieu sur de grandes distances
(de 1'ordre des diamétres moléculaires) et la probabilité
que la molécule accepteur A absorbe la lumiére emise par le
donneur D, situé 3 une distance R, varie comme 1

R3

Le transfert d'énergie radiatif est caractérisé par 1'in-
variabilité du temps de vie du donneur; il est de faible
importance quand les molécules accepteur et donneur sont

identiques, @ cause du faible recouvrement des spectres.
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Nous n'insisterons pas davantage car il apparaft
immédiatement que cette explication n'est pas suffisante,
puisque dans le cas des pigments photosynthétiques, les
caroténofdes qui absorbent dans des longueurs d'onde
plus courtes que la chlorophylle ne sont pas fluorescents,
d'ou impossibilité d'une réabsorption quelconque par la

chl a.

Par contre,

Nous porterons une attention particuliére sur les

transferts d'énergie non radiatifs dans lesquels:

- le donneur et l'accepteur sont des espéces chimiques
différentes ou semblables situés dans un milieu condensé
ou désordonneé.

quand - une des espéces peut émettre de la lumi&re (chl a)
- les états électroniques excités des deux espéces
considérées sont peu @nergétiques, de maniére a ce
que, en général, les vitesses de transfert d'excitation soient
faibles comparées aux vitesses de relaxation vibrationnelle

du donneur et de 1'accepteur.
P

L'hypothése d'un tel processus dans notre systéme est
d'autant plus probable que les molécules qui le constituent
sont présentes a des concentrations suffisantes et que leurs
niveaux ¢nergétiques des d¢tats excités sont peu dlevés,

comme nous l'avons indiqué. (paragraphe 1.4)
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b) Transfert non radiatif

ou appelé encore: "Transfert par résonance induite',

C'est celui qui est respongable de l'effet appelé
"fluorescence sensibilisée', phénoméne souvent mentionné
lorsqu'il s'agit de systémes biologiques et conséquemment

de 1'appareil photosynthétique.

I1 fait intervenir la désexcitation simultanée du
donneur avec l'excitation de l'accepteur, processus 3 une
seule étape ne nécessitant pas de réémission intermédiaire

de lumiére.

Une interaction entre donneur et accepteur est néces-
saire et les transitions dans le donneur et l'accepteur doi-

vent étre de méme importance.

Un transfert réel peut se produire méme si 1'interaction
Donneur - Accepteur est faible, de sorte que des transferts
sur de longues distances (50 et méme 100 X) deviennent plau-
sibles. L'énergie d'excitation peut €tre transmise sans gran-
de diminution entre des molécules de chlorophylle semblables
et entre les types différents, chl b —s chl a, B-caroténe —p

chil! 8, .ens

11.2.2 Considérations générales sur le transfert d'énergie

par résonance.,

Parler de transfert d'énergie entre deux (ou plusieurs)

molécules suppose que l'une d'elle soit sous forme excitée
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et 1'autre non.
De la, si: . la distance qui les sépare,
. 1'interaction qu'elles exercent 1'une sur
1'autre, sont convenables,
1'énergie d'excitation électronique de la premiére se

transmettra a la seconde.

N.B.: L'Gnergie d'interaction moléculaire est nécessai-
rement faible puisqu'il s'agit, d'une énergie d'ex-
citation €lectronique, la seule & ne pas €tre dissipée

dans une réaction quelconque "in vivo".

Transitions couplées:

Dans tous les mécanismes qui seront considérés ici, une

*
résonance entre les états D 4 A initial
* .
et D + A final
- . - - 4 *
est nécessaire. Ceci est vérifié si la transition D »D

*
dans le donneur et la transition A ___sA dans l'accepteur
sont du méme ordre de grandeur au point de vue énergie. A
ce moment 13, le transfert d'excitation correspond 3 la

création de deux transitions couplées.

Schémas: (:)etCD

Si le transfert d'énergie est plus lent que le temps
de relaxation vibrationnelle de 1'état excité de D et si la
température n'est pas ¢levée, 1'état initial a les deux molé-

*
cules D et A dans des €tats vibrationnels trés peu énergé-



42

schémag:}

Transitions couplées ;

Cas ou le transfert se fait entre 2 molécules dont les niveaux

d'énergie correspondants sont différents:

D* %
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/x*
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(:) Absorption de D

(:) Emission de D
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Xxxxx] Recouvremcent des spectres
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tiques.

Si de plus, le transfert est vertical (suivant le prin-
cipe de Franck - Condon), l'énergie transférée correspondra
3 une fréquence commune dans le spectre d’émission de D et
d'absorption de A: (région de recouvrement).

Lorsque le recouvrement augmente, le nombre de transi-
tions couplées permises augmente également, et par conséquent
la probabilité de transfert d'excitation aussi,

L'intégrale de recouvrement est définie par:

[ee]
J = F (v). & v) dv
5 D( ) € (v)
ou FD(v) - distributlon spectrale de 1'émission de
D exprimée en quanta et normalisée 3 1.
EA(V) = distribution spectrale de l'absorption de A

exprimée en quanta et normalisée a 1

J est une mesure du nombre possible d'états finmaux, qui

tient compte des facteurs de Franck - Condom.

- Interaction Donneur-Accepteur

Le transfert d'excitation, non radiatif ne peut avoir lieu
que si les états
*

- initial D 4+ A

*)
et - final A , D
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sont dégéntreés (ou presque) et s'lls sont couplés par une
énergie d'interaction U convenable. le mécanisme de 1'inte-

raction peut s'vzpliquer de la manidére suivante:

Dans un premicr temps une molccule D d 1'état fondauen-
tal (f-caroténe par cexemple) absorbe un quantum hv. St
I'énergice captdée n'est pas importante an point de scinder
la molécule en radicaux, ou de briser certains liens chi-
migques, cetle énergic ménera D 8 un niveau ¢nergdétique

x
singulet c¢xeiteé. Dans cet état, D aura des cnergies vi-
hrationnellcs et rotationnelles telles que, s'il existe une
deuxiéme molécule A, 4 1'étatr fondamental, voisine de D,

clle va Gtre perturbée par les oscillations auxquelles D

st soumise.

De plus Jorsque 1'¢lectron de b, aprés avoilr été déplacd,
retournc a un niveau inféricur, lua vadiation ¢lecrromagnétique
qui 1'accumpagne peut @Lre transmisce 4 la moldécule voisine A.
Comme T'amortisscement de Ia radiation est trég faible (la Jdé-

. . . -8
sactivation se produit aprcés 10 sec, tandis que les mouve-

_ . ~15 .
ments des ¢lectrons ont lieu dans 10 scee), cecl nécessite

sculement une interaction modérde,

L'"lnteraction totale U est donndée comme 1'616ment matri-
ciel d'une perturbation entre Jes dftars initial et final et

inclue toutes les interactions ¢lectrostatiques des fleclrons
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¢L du noyau du donncur D, avec celles de 1'accepteur.,

NHotamment, nous retroaverons nie torme de Conlomb:
I"interaction dipdle-dindle dans la lTormule, peat &tre obtenue

caporimentalewment. & partic des spectres d'absorption ot d'Cmission,

11.3 Trois types d'interaction moléculaire: couplages fort, moven, faible,

[1.3.1 Jrausfert via 1'interaction dipGle-dipdle. (voir u1bloal(§)
C'est ce mécanisme qui a 8r¢ décrit par Flrster,

Dexter, Robinson. Sans vouloir entrer dans le détail de

la thtorie, notons quand méme que la constante de vitesse

pour un transfert d'excitation dans lequel des états initial

et final sont couplis est de la forme suivante:

- ?
khfv \ (dipdle-dipdle) = 201.C . f?.f% 8.(D7). J
= { o8 —
h RO ue
ou fn, [A - Jorce des oscillateurs dans les transitions
du donneur boet de accepteur Al
v = fréquence moyenne ou nowbre d'onde moven
= intégrale de recouvrement
0(n) = dépendance anglulaivre de 1'interaction dipdle-
dipdle
(. = constinte
o= digtance intermolecutalre

h = conatante de Planck



46

Tableau:(i)

Caractéristiques sur le transfert intermoléculaire de

1'énergie d'excitation telles que décrites par Th. Flrster

pour deux paires de molécules.
TT - Temps de transfert moven entre les deux paires de

molécules

T.. < T temps de vie de l'excitation dans l'état

T
singulet
U = Fnergie d'interaction dinGle-dipdle
C = Concentration de la solution de pigments donnant

les valeurs movennes T, ot U pour les transitions

T
fortes permises

R = Distance intermoléculaire

A = Longueur d'onde.



Tableau <:>

Caractéristiques des trois tyves de couplage dans la théorie de Th. Flrster

" Mgdcanisme de transfert

Grdres de grandeurs approximatifs de:

Dépendance de la vitesse
de transfert sur:

q . N . -1 ] ;
Tvope Description | i (sec) U (cm ), CM) i (®) R Température
|
' -14 P -3 ‘LS N
Rapide Couplage fort < 3x10 > 1000 > 5 = r ! =gere
Lnergie délocalisée
|
3 |
' -1¢ - 5 T° | LEge o3
Moven Couplage moven 3x107 Y -3x1071% 10-1000 | 0.1-5 5-20 R ™ | Légere Legere
Energie plus ou meins : | !
délocalisée i
| !
-12 -8 =4 20-100 R-6 ' lle Movenne
Lent Couplage faible 3x10 " 7-3x10 0.1-10 3x10 '-0.1 S 2102
Energie délocalisée

LY
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On voit bien que kD* dépend directement de 1'Cnergie

5 A
d'interaction: U mise en évidence par J, de l'orientation

mutuelle des dipdles, et de la distance qui les sépare.

Suivant la distance intermoléculaire, 1'énergie d'inte-
raction U varie considérablement, et trois cas doivent étre

considérés (schéma<:).
- | U | > Be >> Ae' = Forte interaction ou "couplage fort"

= Ae >> | U | >> pAe' = Interaction moyenne ou ‘'couplage moyen

-~ Ae >> Ae' >> |U |= Interaction faible ou "couplage faible"

i

N.B.: | U | n'est pas mesurable, mais elle peut &tre évaluée
par rapport a
At = Energie de Franck-Condon: différence entre les
configurations d'équilibre des noyaux a 1'état
fondamental et & 1'état excité,
.Ae' = largeur d'un niveau vibronique individuel

voir schéma:<§>

Comme '"in vivo'" 1'énergie d'interaction est de 1'ordre
-1 . . - .
de 30 cm ~, parmi les 3 cas mentionnifs ci-dessus, une situation
intermédiaire entre le deuxiéme cas et le dernier, scmble

la plus adaptée a notre svstéme photosvnthétique.



schama(3)

L \ 1T AE

energie

J\__\

\ ]
N A

coorclonnées nuclédires

Ordres de grandeur pour une molécule aromatiaque:
Sl

A~ 3000 cm

Energie des quanta libres: 1000 cm

. -1 ~-12
Ae' <~ 10 cm avec T = 3 x 10 sec.

14

Période d'une oscillation nucléaire = 3 x 10 sec.

W
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D'ailleurs 1'analyse des spectres d'absorption et

d'émission montre qu'il n'existe pas d'altération de

structure comme ce serait le cas dans 1'hypothése d'un

couplage fort.

ITa8n2

Couplage fort

I71.3.3

Nous mentionnerons briévement, quelles en sont les
caractéristiqucs:
.| u | >> Ae >> Ae’
. énergie d'interaction "délocalisée" sur 1l'ensemble des
2 molécules D et A
. Vitesse de transfert "élevée': Le transfert s'effectue
pendant 1'intervalle de temps T
Altération compléte des spectres d’absorption et de

fluorescence

*
N.B.: T = période de vibration de D

Couplage moyen

C'est le cas qui se présente lorsque l'interaction U
entre les deux mol€cules D et A est inféxieure a 1'énergile
d'interaction intramolfculaire entre novau et ¢lectron, Ae.
A ce moment 13, a la suite de 1l'excitation, des novaux su-—
bissent plusieurs vibrations autour de lcurs nouvellces

positions d'équilibre avant que le transfert solt possible
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et la résonance n'existe seulement qu'entre les niveaux
vibrationnels individuels des deux molécules

Lhe >> | Ul s> A

. Excitation électronique plus lécalisée que dans le

cas précédent

. Vitesse de transfert moins grande
Le transfert se produit pendant 1'intervalle de temps T'

(période de relaxation)

. Faible altération de la structure des spectres

I1.3.4 Couplage faible

Les conditions qui déterminent 1'existence d'un tel

couplage sont les suivantes:

L'énergie d'interaction | U | est inférieure & Ac', et avec
cette énergie de couplage aussi faible, la condition pour
que la résenance existe est encore plus stricte. Seules
quelques petites régions de bandes correspondantes entre

D et A sont en résonance, méme si elles co¥ncident.

Finalement, la largeur de bande Ae devient essentielle et
les propriétés du svstéme différent des cas précédents:
le transfert ne peut @tre qu'une transition non radiative
entre les deux configurations (c'est—i-dire: Risonance

inductive)
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Dans des conditions de couplage trés faible, une molécule
excitée n'a pas que quelques vibrations, elle occupe éga-
lement différents niveaux vibrationnels avant qu'un trans-
fert se produise. Dans ce cas on préfére considérer cette
excitation comme temporairement localisée sur une seule
molécule, puisque le transfert est lent. Au niveau des
spectres: Une faible interaction ne méne pas 3 une diffé-
rence significative entre les spectres d'absorp-
tion du systéme et de ses composants, non plus
d'ailleurs que dans les spectres de fluorescence.
En effet, dans un spectre avec des structures
vibrationnelles tous les "splittings'" imaginables
sont tellement petits qu'ils sont masqués par la

"diffusion'" des bandes vibrationnelles.

Par 1'étude des spectres nous serons en mesure de
déterminer quelle est la distance R entre les deux molécules:
Donneur et Accepteur dans le cas d'une interaction faible, oOu

encore quelle est la vitesse du transfert de l'excitation.

Vitesse de transfert MT:

— =

2 -
MT = 9K" .%n 10 - ’l'"é fD(\)).sa(\)). f_z
128T15.mZ*.N'.Td R v
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ol K = facteur numérique qui dépend de l'orientation mutuelle
des deux molécules
m = indice de réfraction

N'= nombre de molécules par millimole

d = temps de vie intrinseéque de 1'Atat excité du Donneur
Vv = nombre d'onde

Ea(ﬁ) = coefficient d'extinction molaire de 1l'accepteur

-
'~
<l
~
1

spectre d'émission du donneur mesuré en quanta/

intervalle de nombre d'ondes.

l'intégrale repriésente le recouvrement du spectre d'absorp-

tion du receveur par le spectre d'émission du donneur.

Le transfert d'excitation dans de telles conditions
est souvent appelé transfert dipGle-dipdle sur de longues
distances parce que c'est le seul tvpe de transfert long
non radiatif qui en une seule &tape se produit dans des
dimensions sup¢rieures i celles de la molécule et pendant

la durée T du temps de vie du donneur a l'état excité.

Un transfert d'énergie avant les mémes caractéristiques
peut se produire en plusieurs étapes, si la densité des molé-
cules est assez élevée et si les molécules sont de méme nature
comme c'est le cas dans le systéme photosynthétique
considére : f-caroténe - chl a

et chl a - chl a
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La quantité d'énergie transférée correspond a une
transition, d'un niveau vibrationnel excité (le plus bas
de 1'état singulet) vers le niveau fondamental et le temps
nécessaire pour assurer un tel transfert est grand comparé

a la période de relaxation des molécules excitées.

I1.4 Type d'interaction applicable aux pigments photosynthétigues

Comparaison avec le systéme biologique considéré:

Nous avons dcja mentionné que ce qui caractérisait le systéme
photosynthétique, dans lequel un transfert d'énergie d'excitation
électronique pouvait avoir lieu entre le R-caroténe et la chloro-
phylle a, se résume aux €léments suivants:

. Systéme ferm&, isothermique

. Concentration des molécules de pigments assez élevée
de sorte que
la distance intermoléculaire entre le donneur et 1'accepteur
est de 1'ordre de 50 & 100 & (pigment 1 - pigment 2 = 50 % )(133)

(chl a - chl a = 70 L)
Energie d'interaction suffisamment faible pour ne pas Eétre
utilisée dans une quelconque réaction chimique : 30 cm-1
. Niveaux d'énergie singulets et méme triplets du méme ordre
de grandeur, mais avec 1l'avantage:
o

S1 B-caroténe: 18,000 cm—l (et lT -~ 11,000 cmﬂl)

_ -1
°s, chla  : 13,300 cn ' (et O T » 10,000 cm )

schéma(é) (fourni pour propriétés photophysiques chl a,

0

}

B-caroténe)
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absorption du f-caroténe dans des longueurs d'onde allant

de 400 a 500 nm, alors que

1'absorption de la chlorophylle a s'effectue encore entre
400 et 500 nm, puis
600 et 700 nm

8pectres d'absorption et de la fluorescence de la chl a

non altérés

. Temps de vie de la molécule de chl a 4 1'état excité (*Sl)

= 5 % 10—9 sec. (temps de vie observs)

. . - _ — =)
Temps de vie du f-caroténe & 1l'édtat excité: < 10 sec.

En résumé,

La nature des propriétés biophysiques du systéme considéré

en font donc une entité qui posséde toutes les conditions
pour que des transferts d'énergie d'excitation du type faible

puissent se produire.
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schEmaon!

Mécanismes possibles de '"dégradatioan'' de

_];'énerg_ie et de transfert chl a » f-caroténe

—~ puls f-caroténe ~ chl a
¥
L Légende: chiffres arabes: transitions dans ou
0] 3 partir chl a
g chiffres romains: transitions dans ou
\QC) 3 partir P-caroténe

Sorel
;)S D

1a e 231 f 1

"

Ly

0l =% So =
chlorophylle ¢ (3 - carotene
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Explication du Diagramme: schﬁma(&)

I. Absorption par la chlorophylle a

- (lﬁj{ﬁ__{q__bl(iu : L,

Utilisation de 1'onergice:
conversion interne: . 1h} au nlveau de 17otat S¢
et . lc}dv Sx au niveau k plus bas, de S]
transfoert d'Cnerple chl a » (=caroténe:  tvpe singulet-singulet
(corresnond au'quenching' de 1'¢rat singulet de la
chl a par f-caroténc): .lc'

transfert d'énergic fi-caroténe » ¢hl a  type singulet-singulet @ .1d'

Restrictions relatives 4 ces 2 types de Lransfore: 1ls doivent avoir

-10
licu pendant un temps < temps de vie naturcl Je S < 10 sec.
A parcir de Sk 1f transition radtative Hl » S - fluorcscence (faible)
(9]
le transition non " Sl .+ S = conversion interne
(]
lg transition interdite non radiative = Sl i tl

combinaison inter-systéme: "J1.S5.CY ("inter-system crossing')
A partir de tI: Ilj: transition non radiative ll ’ S“ : conversion loterne
(transltion radint;vu: phosphorescence non preuv: o
a datc)
Ih: transtert d'énergic chl a » f~caroténe
tvpe Lriplet-triplet

a condition que le niveau triplet le plus bas du

frearotiéne soit < & celul triplet de la chl a
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ces différentes manifestations de la répartition de 1l'énergie
sorbée dans le bleu s'ajoute les phénoménes suivants qui peu-

nt se produire dans le rouge, et dans le Bleu.

dans le bleu) et dans le rouge:

Absorption de 1'énergie lumineuse: 2a

Conversion interne lSx - Osl 2b

Transition .non radiative Sl -> SO = conversion interne: le
Transition radiative Sl > SO - fluorescence : 1f
A partir de OSl puis tl voir paragraphe précédent.

.B. Quand 1'absorption par le chl. a se fait dans la région des

Bandes Soret, la désexcitation qui se produit 3 partir de Sl
n'est pas une transition radiative, alors qu'elle 1'est

lorsque 1'absorption a4 lieu dans le rouge (61).

Faudrait-il penser qu'un transfert d'énergie: singulet supérieur-
singulet, de la chl. a vers le B-caroténe, est trés efficace et

que le B-caroténe joue dans ce cas le rdle d'un quencher obliga-

toire?

Absorption par le f-caroténe et utilisation possible de 1'énergie:
: m :
Abscrption § > S : la
o} 1
Conversion interne dans S : Ib

1

De OSl: Transfert d'énergie singulet-singulet Ic
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Transition interdite singulet-triplet Id ou Id'

suivant la valeur réelle finter-system crossing :“I.S.é{)
De Tl: Transfert d'énergie triplet-triplet (B-carot » chl a): Ih
Conversion interne : Ie
Transition radiative Tl 5 By c'est-d-dire phosphorescence,
non mise en évidence .
ou bien,
De Tl': Seule traunsition non radiative I'e
(Pas de phosphorescence du f—caroténe.)
De 0Sl: Transition non radiative If

(Pas de fluorescence du fR-caroténe)
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IIT - MATERIEL ET METHODES EXPERIMENTALES

LI el

Pureté des produits et des solvants

Une attention extréme doit Etre apportée au choix des
solutions utilisées pour la calibration des appareils, et

ce'les qui doivent étre analysées par la suite.

-

La description de la technique des monocouches (141 &
145) au paragraphe suivant, donnera une idée peu précise de
toutes les causes d'erreurs qui peuvent étre engendrées
lorsqu'une impureté, la plus infime soit-elle, se trouve

présente dans la solution....

C'est dire que tout élément qui entrera en contact avec
le dispositif instrumental, et le bain de Langmuir en parti-
culier, doivent étre rigoureusement propres et exempts de
toute trace graisseuse et méme de poussiére atmosphérique.

A cette fin l'éther de pétrole et le diéthyléther seront

utilisés fréquemment comme agents de nettoyage.

De plus, l'eau utilisée pour calibrer le bain, toutes
les solutions étudiées et les solvants doivent étre les plus

purs possibles (997 pur).

Origine et Nature des produits les plus fréquemment employés:
- Solvants: - Eau (voir paragraphe 111.2.2)

- Diéthyléther, Analar, B.D.H. Dorval, P.0Oué.
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— N-Hexane, Fisher Scientific Company, 997 pur.
- Benzéne, Fisher Scientific Company, 997 pur.
- Soluteés: - Chlorophylle a, from Spinach, free of chlorophylle b

Sigma Chemical Company.

- B-caroténe, from carrot, free of «¢-carotene
Sigma Chemical Company.

- Acide stéarique, Applied Sciences Laboratories Inc.
99+7.

- Acide arachidique, Applied Sciences Laboratories Inc,
99+7.

- Phytol: Sigma Chemical Company, 95%.

- Cholesterol

Applied Sciences Laboratories Inc., 99+7.

III.2 Technique des monocouches

Afin de simuler 1'état monomoléculaire des pigments dans
ie chloroplaste, nous avons élaboré une technique permettant
d'obtenir des monocouches de mélange (-caroténe - chlorophylle a

d ]l'interface air-lipide.

L'appareil utilisé porte le nom de celui qui 1'a concu

soit Langmuir (143).

I11.2.1 Description de 1l'appareil: Bain de Langmuir (schémas 6 et 7)

I1 a été adapté pour nos expériences, et il comprend:
- une cuve de verre A

longueur: 35 cm



SC héma )

. R 7.
Lmirar aalvanometrigue

5 5 rd
2cadran circulaire gradue

1

L

3ras de levier Lq

4gmalance de Langmuir

5oarriera mobile

E_

Greele graduée

|

r[llllll‘llllllll—l

i TN

b

—
I F

—

&

P>-AIN - DE LANGMUIR

£9



schéma 7
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4. feuilie dor

S.flotteur de mica

6.fil de nyjon

7.cadran circulaire grﬂdue
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largeur: 14.9 cm

hauteur: 5.0 cm
Les parois sont encollées avec un produit insoluble
dans 1'eau et dans les solvants organiques$ Silicone
seal (Canadian General Electric). Cette cuve repose
4 1'intérieur d'un deuxiéme bain B de dimensions plus
grandes, ol circule un réfrigérent,

longueur: 40.0 cm

largeur: 22.0 cm

hauteur: 7.0 cm
A dix centimétres d'une des extrémités du bain A,
- un flotteur de mica dont les éléments proviennent de:

Cenco Central Scientific Company,

longueur: 13.0 cm
largeur: 0.7 cm
hauteur: 0.0012 cm

Les différents @léments sont maintenus entre eux par une
colle solide spéciale que 1l'on chauffe 3 1'aide d'une
spatule faisant office de fer a souder:
"Cement~Fisher Pyseal"
Le flotteur est rattaché, d'une part, aux parois latérales du
bain par
- deux minces feuilles d'or

longueur: 3.0 3 4.0 cm

largeur: N.5 cm

épaisseur: N.00024 cm



provenant de G. Wiley Ltd. (Ruislip Middlesex - England)
et d'autre part 3,

— un fil d'acier inoxydable

longueur: 21.0 cm
épaisseur: 2.5 x 10_2 cm
origine: Fisher Scientific Company, Montréal, Qué.

trés sensible, situé 3 10 cm au dessus de la surface du
bain, par 1l'intermédiaire d'une piéce d'aluminium trés
légére.
Cette piéce d'aluminium est percée d'un trou dans lequel
passe le fil de torsion en acier, maintenu par une vis.
Elle se compose également de deux bras,

- 1'un, muni d'un crochet, vers 1l'avant, indispensable
pour la calibration de 1l'appareil

- 1'autre portant un miroir.
Le flotteur de mica est aussi directement rattaché au
fil d'acier inoxydable par deux fils de nylon, collés
3 1'aide d'une goutte de "Pyseal', ou de collodion,

de chaque coté de la piéce d'aluminium.

On peut mesurer 1l'angle de torsion supporté par le fil
d'acier, 3 1'aide d'un cadran circulaire gradué en degrés.
I1 est 3 noter que si 1'une des extrémités du fil de torsion
est reliée 3 ce cadran, l'autre par contre demeure fixe.
L'ensemble formé constitue un systéme optique basé sur le

principe d'un levier; en effet:
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- une barriére mobile, en verre dépoli, couverte de Teflon
aux deux extrémités’
(Teflon Tape, Type T, largeur: 2.54 cm

Commercial plastics and Supply, Montréal, Qué.)

peut tre déplacée manuellement d'une extrémite & l'autre,
du bain, le long d'une régle graduée. Llle glisse sur les
parois latérales du bain, recouvertes de Teflon et sert i
compresser une quantité connue de molécules déposées 3 la
surface de la sous-phase. Sous l'effet de cette pression,
le flotteur de mica transmet une certaine force provoquant
une torsion du fil. Le phénoméne est contr4lé par:
- le cadran circulaire gradué en degreé

- 1'inclinaison du miroir galvanométrique.

ITT.2.2 Principe de la technique des monocouches

- Nettoyage du Bain de Langmuir.

La cuve, le flotteur, la barriére mobile et leurs
accessoires, que l'on peut isoler de la poussiére
par un couvercle, doivent &tre maintenus rigou-
reusement nets. Pour ce faire, des soins minutieux
sont apportés lors de leur entretien. Aprés chaque
expérience individuelle, les instruments et le balmn
sont nettoyés au diéthyléther ou 4 1'éther de pétrole
et rincés plusieurs fois & 1l'eau bidistillie.

Une vérification des feuilles d'or et du flotteur

est recommandée pour ¢viter les fuites qui pourraient
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se produilre par le moindre petit interstice.
(Lorsque le remplacement des feuilles d'or, qui sont
extrémement fragiles, s'avére nécessaire, beaucoup
de délicatesse et de propreté sont de rigueur).

C'est par succion, gridce 3 une pipette Pasteur,
reliée par un tube en caoutchouc 3 une pompe 3 eau,
que se fait le vidage des cuves, ou le nettoyage de
la surface des phases liquides contenues dans le
bain.

Dans ce dernier cas, on procéde de la maniere
suivante:

La piéce étant obscure, on irradie tangentielle-
ment la surface de la phase sur laquelle seront
déposées les molécules. Toutes les particules de
poussiére diffractant cette lumiére, 11 devient
alisé de les localiser et de les €liminer.

On commence d'abord dans la zone comprise entre
le flotteur et 1l'extrémité opposée la plus proche.

La barriére mobile qui a #té ramenée 3 1'autre extré-
mité délimite une surface restreinte que 1'on nettoie

en second. On raméne alors rapidement la barriére

3 une dizaine de centimétre du flotteur tout en aspirant
les impuretés. Un deuxiéme nettoyage de chaque cOté

de la barriére et au niveau du flotteur complétera

le travail. Pour vérifier qu'il ne reste plus de
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particules étrangéres, on observe sur un écran le
mouvement de T'index rélléehi par le miroir galva-
nométrique. Aucune varijiation dans un sens ou dans
1'autre ne doit exister.
N.B.: Aulre condition nécessidre: La cuve interne
doit €tre remplie de solution au maximum,
de maniére a ce que la harriére mobile adhére
parfaitement a la surface. On aura facilité
ceci en succionnant la sous-phase de chaque
ceté de la barrigre mobile,
Ce n'est qu'une fois cette manipulation compléetée

que la deposition des pipgments est entreprise.

Deposition des pigments

Toujours dans 1'obscurité, on dépose 4 1'aide d'une miero-
seringue, une quantité connue de pigments. La barriére a été
GCloignée a vingt (20) centimétres approximativement du flotteur.
Pour dviter que Jes molcécules en solution dans le diéthyléther
ne tombent dans la phasce tampon plutot qu'd la surface, la serin-
gue st placée a deux ou trois centimétres au dessus du bain.
Aprés chaque goutte de solution,on']nisse le temps aux molé-
cules de se répartir d'une maniére uniforme sur la surface
priévace,  B'index véflécehi par le miroir galvanométrique permet
de suivre le mécanisme. bans un premier temps, 1'addition de

molécules a la surlace de la solution Lampon, oblige le flotteur
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d "reculer'", puis aprés quelques secondes, les mol&cules
occupent librement 1'espace disponible, amenant le fletteur
d retrouver sa position d'équilibre. La piéce en aluminium
reliée au flotteur et qui porte le miroir, tramsmet donc

tous les déplacements subis par le flotteur.

De la méme facon, des fuites de molécules, au niveau de
la barriére mobile,
des feuilles d'or,
du flotteur de mica, ou par
"dissolution" (précipitation) dans la phase tampon peuvent
étre décelées. Une fois toutes les molécules déposées, on
les compresse en ramenant la barriére mobile 3 une distance
déterminée du flotteur. Cette distance dépend du nombre
et de la nature des molécules. Elle délimite une surface
telle que les molécules qui l'occupent se trouvent étre juxta-
posées, sans qu'il y ait chevauchement des unes sur les autres.
Dans de telles conditions, cette monocouche de pigments a
produit une torsion du fil d'acier inoxydable dont 1l'angle
est mesuré & l'aide du cadran gradué. Lorsque cette distance
critique est réduite, le phénoméne du ''collapse', dont nous

parlerons plus loin, est amorcé et devient "incontrdlable'.

Déposition des monocouches de pigments sur les lamelles de quartz

A une pression de surface connue, contrdlée par 1l'angle

de rotation du fil de torsion, et maintenue constante par le
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déplacement progressif et régulier de la barriére mobile,

on immerge lentement une lamelle de quartz. C'est elle qui
sera recouverte des molécules de pigments. La descente et

la remontée de la lamelle sont effectuées par un moteur rotatif
de fagon d ce que le mouvement soit le plus homogéne possible,
da une vitesse de un tour toutes les trois minutes. Un axe

muni d'une pince maintient la lamelle et la soumet aux mouve-—
ments verticaux du moteur. La fixation des molécules sur la
surface de quartz (ou de verre) dépend de la nature hydrophile
ou hydrophobe de la lamelle et de l'orientation des groupements

polaires des molécules a la surface du bain de Langmuir.

- Dimensions et Caractéristiques des lamelles

[ quartz verre provenance:
| 5.10 5.0 l;A;:e;;‘(cm) | lamelle de quartz:

2.50 2.40 |largeur (cm) .Esco Products

0.10 0.15 |épaisseur (cm) New Jersey, New Jersey,
o - o U.S.A.

lamelle de verre:

Otta, Watska, Cie Ltee,

Montréal, P.Qué.

- Exemple concret illustrant le mécanisme:

chlorophylle a a 1l'interface air/lipide.
a) Généralement, on a l1'habitude de déposer les molécules
de chlorophylle a sur une base lipidique. Ce lipide a pour

propriété, outre celle d'€@tre un sel d'acide gras prisent
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dans la cellule vivante, de rendre plane¢ et uniforme la sur-
face de la lamelle de quartz, qui d 1'¢chelle moléculaire

prisente de grosses imperfections.

A 1'aide d'une microseringue, on dépose donc une quantité
AP . -3 .- _ -
connue d'acide arachidique (1 x 10 ~ M dans diéthyléther) a la
4

' ) -
surface de la phase aquecuse (HC1: | x 10 7 M, CdClQ: 1 x 10 M)

qui remplit le bain.

Les molécules sont ensuite comprimées jusqu'd une pression
de surface de 30 dynes x cm pression limite @ laquelle on
immerge la lamelle de quartz. La lamelle de quartz, nue, -est
hydrophilce, elle retiendra le lipide lors de la remontée seu-
lement, quand elle rencontrera les groupements polaires de ces
molécules. A sa premicre sortie du bain, la lamelle de quartz
sera recouverte d'une scule couche d'arachidate de cadmium
et ce sur chacune des deux faces. Chaque face est a4 présent
hydrophobe. A la deuxieéme plongée, lors de la descente, les
groupement s hydrophobes libres des moltcules de lipides, d la
surface de la lamelle, fixeront les groupemcnts hydrophobes
des autres molécules dressées a la surface de la solution
‘tampon. Par contre lors de la remontée, ce seront les groupe-
ments polaires des molécules fixées a la lamelle, qui s'asso-
cieront avec la téte polaire des sels d'acide gras situées a
I'interface. Ainsi a sa deuxieme sortie du bain, la lamellc

de quartz portera trols monocouches de liplde sur chacune
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des faces (schéma 8). Elle est nréte 3 recevoir

les monocouches de chlorophylle a subséquentes.

b) I.'eau tamponnée du bain, ayant 21¢ vemplacte par une
solution dibasique (pli: 8.0), on reprend la méme technique
que celle qul vient d'étre décrite mais en substituant la
chlorophylle a a 1'acide arachidique. Tl est 3 remarquer
que, dans c¢c cas, la pression de surface a maintenir cous-
: -1 . .
tante est de vingt deux dynes x ¢cm , c¢ qui implique une
2 P
aire moléculaire de 90 R° aux pigments photosynthetiques.
De plus, dés la premiére plongée, la surface de la lamelle

étant hydrophobe, clle fixera la partic non polaire des molé-

cules de chlorophylle a.

Conscrvation des lamelles

Les lamelles qui portent des monocouches de pigments
sont placces dans un dessicateur noir, ot mises d |'obscu-—
rité afin d'oviter toute décomposition ou décoloration des
produits par |'air ou la lumiére. Flles seront Gtudiées

immédiatement.

Les lamelles qui portent des monocouches de linides seront
cgalement conservées dans ce rocipient. lles seront utilisées

dans les deux jours qui suivent leur prc¢paration.

l.c nettoyage des lameles de quar tz est un travafl minu-

tleux: ] faut les immerger vendant plusiceurs (deux) heares
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dans l'acide chromique (KZCr207+ HZSOA) chaud et concentré
puls les rincer abondamment a l'eau. On les place ensuite
jusqu'a utilisation dans 1'hydroxyde de sodium (NaOH) 0.1 N.
A ce moment-1a, on les lave soigneusement da 1'eau distillée,
on les séche, et on évite toute contamination subséquente.
Un tel entretien des lamelles nous permet de les utiliser

de six a huit mois. Par contre cette période est énormé-

ment réduite en cc qui concerne les lamelles de verre qui

sont rapidement attaquées par 1l'acide.

I1I.2.3 Critéres de pureté de 1l'eau

La calibration du bain de Langmuir s'effectue
en utilisant de 1'eau la plus pure possible. Géné-
ralement, plusieurs distillations (trois) sont néces-
saires pour fournir une eau débarassée d'ions, de sels
minéraux, et de substances organiques diverses, qui

n'engendrera nas d'erreur appréciable dans nos mesures.

Pour ce faire, le montage a distillation que nous
utilisons au laboratoire comnrend un systéme en série
ol aucune manipulation n'est prévue avant le prélé-
vement final (145). Du permanganate de potassium saturé
et de 1'hydroxyde de sodium 1.0 N, servent de déminéra-
lisant et d'oxydant de matiéres organiques. La neutra-
lisation des amines présentes est prévue par l'addition

d'acide sulfurique concentré.
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Avant chaque expérience, des mesures de coenduc-
tivité et de tension de surface sont prises pour véri-
fication des critéres de pureté de l'eau. Les appareils
utilisés sont un tensiométre de surface: Surface Tensio-
meter Fisher et un Metrohm Herisau pour la conductivité,
chacun ayant été calibr@ 3 1'aide de solutions précises

. = =2
et de grande pureté (n-hexane, benzéne et KCl:1l x 10 ™ M

respectivement) .

Un tableau (tableau 3) donnera une idée de la
fluctuation des caractéristiques de quelques &chan-
tillons d'eau suivant leur nature et le nombre de
distillations auxquels ils ont été soumis. Dans la
majorité des expériences rdalisées au long de ce présent
travail, une attention sérieuse a été apportée gquant 4
l'utilisation de 1'eau que nous nous efforcions de

choisir la plus pure possible.

La figure 5 est un exemple de résultat obtenu
3 partir d'une eau dont les critéres de pureté
n'étaient pas satisfaisants (méme aprés bidistillation).
Nous pouvons voir clairement 3 quel point les facteurs
deviennent prépondérants lors de la préparation de la
solution aqueuse 3 1l'interface de laquelle nous déposons
nos molécules de pigments. Evidemment, 11 devient

inutile de préciser que les chances de dépositiouns
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Evaluation des Critéres de Pureté de 1'cau disponible

Type d'¢chantillon Tension de Surface (dynes x cm—L Conductlvité (Mﬂ—l)
HZO purce (référence) 712 > 1.5
H20 non distillée a) 58.20 201.3
en laboratoire D) 58.72 8.9
HZO'monodistillée_ a) 59.46 8.32
b) 60.00 1.65
||20 hidistillee ) 60.47 7.60
1) 60.6 1.52
HZO tridistilice a) 60.72 5.36
aprés 1 semaine de b) 60.90 3.37
mise en marche c) 62.3 2.09 i
_____________________________________________________________________________ |
2 semaines ¢) 65.8 1713 l
3 semalnes @) 66.45 1.607 i
; I
a) eau provenant de la Compagnie '"Pepsi - Scven Up"

Cap-de-la-Madeleine, .

Oué.

b) eau préalablement filtrée et distillée dans un systéme

"Corning-Déminéraliseur".

(Haute Capacitdé) Corning glass works. New York, U.S.A.

¢) «cau doja distlllée dans un systeme

Fisher,

IFisher Scientific Co.,

Sherbrooke,

"Barnstead'.

P.Oud.
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homogénes de la chloronhvlle et du caroténofde sur

les lamelles de quartz en sont directement diminuédes.

Calibrag2 du Bain

Aprés avoir nettové trés soigneusement le bain
et les piéces accessoires avec du diéthyléther pour
dissoudre toute trace de graisse, la cuve est remplie
entiérement d'eau distillée. Toute particule conta-
minante ou de poussiére 3 la surface de l'eau est
enlevie par succion. La barriére mobile est ensuite
amenée a 1.5 cm du flotteur de wmica, distance iden-
tique entre flotteur et parceidu bain. L'index du
cadran circulaire, relié au fil d'acier inoxydable
est ajusté au zéro, de méme que 1'index lumineux
reflétd par le mirvir sur le tableau. On dépose
ensuite par importance croissante, différents noids
sur le plateau de la balance et 1'on note l'angle

de torsion imposé au fil d'acier correspondant.

Des mesures identiques sont prises lorsgue les
poids sont enlevés. Cette procédure nous permet
d'établir le graphique donnant le poids (en grammes),
en fonction de 1'angle de torsion 3 partir duquel
nous pourrons déduire la sensibilité de 1'appareil

(Tableau 4, figure G).
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Calibrage du Bain de Langmuir
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Sensibilité - S (dynes x cm—l X degré_l) = w.g.1]

12.L.0
ou § = sensibilité

w = poids déposé en grammes

g = accélération spécifique de la gravité

ll = longueur du bras de lévier au bout duquel est suspendu
le poids.

12 = longueur du bras de lévier correspondant a la distance
fil de torsion - flotteur de mica

L= longueur efficace du flotteur, en centimétre:

longueur réelle ; 1 distance totale: flotteur mica-paroi
2
latérale du bain

@ = degré de rotation pour retourner a la position O
(schéma 6, figure 6).
Résultats:
Pente de la droite fig. 5: 6.18 mg/degré
6.18 x 107° p/degré

6.18 x 10> x 980 x 7.7 =
8.8 x 14.02

wi
I

0.38 dvnes x c:m-l x deg

W
]

Courbes de pression de surface

Afin de vérifier les propriétés du bain de Langmuir, la pu-

reté des produits, et déceler des fuites éventuelles, des
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courbes préalables de pression de surface sont construites (figures 7,8),
Les substances étudiées sont choisies en fonction de leur compo-
sition chimique et/ou de leur r8le présumé dans le transfert
d'énergie du systéme biologique photosynthétique. C'est le

cas des acides arachidique et stéarique entrant dans la compo-
sition des membranes du chloroplaste. La concentration pgéné-
ralement utilisée est de 1l'ordre de 1 x l(f4 ilx lO_‘5 M, et
les solutions sont préparées avec un solvant qui s'évapore
facilement, le diéthvléther. Comme précédemment décrit, on
dépose a 1'aide d'une microseringue 0.1 cc (ou un volume cennu)
de molécules 3 l'interface rigoureusement propre air - eau.

On avance alors la barriére mobile qui va compresser les molé-
cules contre le flotteur de mica. Au fur et 3 mesure de la
compression, on note l'angle de torsion du fil d'acier inoxy-
dable. A une pression de surface critigue pour le soluté déter-
miné, l'angle de torsion ne varie plus: c'est le 'collapse".
Ceci indique que les molécules prialablement en monocouches,

ne pouvant plus €tre compressées & cause de leur encombrement
stérique, commencent a se chevaucher pour domner des couches de

plusieurs molécules d'épaisseur.

Cette région du collapse est impertante A relever car
elle ne doit pas étre dépassée lors de la déposition de mono-

couches sur des lamelles.

A titre de référence, quelques valeurs de la pression de

surface,du collapse sont données dans le tableau 5 pour diffé-
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Tableau 5: Localisation du collanse pour différentes substances.
Substance Solvant Sous—-phase Pression au Aire 2
Collapse 1 moléculaire (X
(dynes x cm )
Acide Stéarique | n-Hexane HC1: 0.01N 26 20 RZ
pH: 2.0
Cholestérol Diéthyléther H20 bidistillée 30 38
nén tamponnée
I
Phytol Diéthyléther | H, 0 bidistillce 30 30
‘| dibasique; pH: 8.0
Chlorophylle a | Diéthyléther |H,0 bidistillée 22 30
dibasique; pH: 8.0
Chlorophylle b |Diéthyléther [Hy0 bidistillée 28 60

dibasique; pH: 8.0
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~rents pigments (146).

Lorsque le bain de Langmuir présente des fuites, afin de
localiser l'endroit exact od les molécules quittent la surface
compressée, on répand délicatement un peu de stéarate ferrigue
sous forme de poudre trés fine et colorée, 3 l'interface air-eau.
En avancant la barriére mobile, il est facile de suivre le
déplacement de cette poudre qui va avoir tendance a s'échapper

par les interstices.

Quand 1'appareillage ne présente aucun défaut, les molé-
cules de chlorophylle et de f-caroténe sont déposées sur les

" dont le role

lamelles de quartz déja couverte d'une '"base'
essentiel est de rendre plane, au niveau "moléculaire’™, la sur-

face de cette lame.

Cette base peut s'appeler: acide arachidique, stéarique,
stéarate ferrique, etc... (Dans ce dernier cas, c'est seulement
par simple essuyage de ce composé 2 l'aide d'un papier mouchoir

qu'on réalise le but cherché).

Plusieurs moyens permettent d'estimer si une déposition

terminée peut €tre considérie comme valable.

- Le plus simple consiste a seuffler sur la surface de la
lamelle une fois la déposition terminée et 4 observer a
l'obscurité la partie embuée carrespondant & la zone
couverte de pigments. Si la surface ainsi délimiteée

est réguliére et trés homogéne, les étapes suivantes sont
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effectuées successivement:

* Fvaluer le rapport de déposition:

Surface du bain comnressée
Surface de la lamelle immergée dans la phase aqueuse

Un quotient égal a 1 indique une bonne technigue de
déposition.

* L'étude des spectres d'absorption et de fluorescence
des pigments en monocouches doit fournir des résultats
comparables d ceux de la littérature:

Tableau 6:

Absorption des monocouches de chlorophylle a sur Arachidate de Ba. (146)

D.0. = densité optique par | Demi largeur de
monocouche bande
-4 679 mM 0.008 _ 0.009 42 _ 45 R
(maximum dans
le rouge)
- 4 438 mM 0.011 _ 0.013
(maximum dans
le bleu)

*#0 - Densité optique dans le Bleu = 0.5 _ 0.6
Densité optique dans le Rouge
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. Ci-dessous sont énumérées quelques unes des principales
causes de variation sinon d'échec lors de la priparation
de monocouches:

- propreté rigoureuse de 1l'appareil et des accessoires
(lamelles, spatules, etc...)

- pureté des produits et des solvants

- renouvellement des phases aqueuses

- température de l'expérience

- pH de solutions tampons, et leur composition

- vitesse de compression des molécules

- vitesse d'immersion des lamelles

- nature hydrophile ou hydrophobe de la lamelle sur
laquelle les pigments seront déposés

- région du collapse non établie clairement

- fuites éventuelles de molécules, etc...

IIT1.3 Spectrophotométrie d'absorption

L'etude des propriétés photophysiques des molé-
cules de pigments, soit en solution, soit en monocouches
va nous amener 3 utiliser les deux types d'appareils:
spectrophotométre d'Absorption "Unicam SP 1800"
spectrofluorimétres - ''Perkin FElmer"

- lasers

1- Description du spectrométre d'Absorption

"Unicam SP 1800 Spectrophotometer'

Pye Unicam Ltd. Cambridge, logland.
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I1 s'agit d'un spectrophotométre d'absorption & ultra-
violet, et a double faisceau. Quelques unes de ses
caractéristiques sont les suivantes:

Source de tension : Tension: 110 - 120 / 200 _ 250 volts

Fréquence: 50 ou 60 Hertz

Sources lumineuses: Arc au deuterium
Lampe & filament de tungsténe.

Balayage ¢ Manuel ou automatique
possible entre 190 et 850 nm.

Fentes : largeurs variables entre 0.0l mm et 1.0 mm
Fente couramment utilisée: 0.25 mm
correspondant a une Largeur de bande
de: 0.8 nm

Monochromateur : Tyne”F/lO Ebert grating"
distance focale: 25.4 cm
limite de résolution pour les fentes
les plus minces: Q.1 nm

Photomultiplicateur: Type EMI 9558 QB
échelles d'Absorbance: 0-2: 0-1; 0-0.5;
0-0.2

Précision photométrique: * 17 3 n'importe quelle échelle utilisée
Précision sur la longueur d'onde: * 0.5 nm
Lumiére diffusée: <17 a 200 nm

IEnregistreur "Unicam AR 25"

2 échelles de vitesse du papier: sec./cm

min./cm
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Cellules utilisées: quartz Hellma (Toronto, Ont.)

2- Utilisation

L'appareil a été utilisé pour déterminer les spectres
! . ; -8 . -4
d'absorption de solutions (10 a 10 M) et de mono-

couches de chloronhylle a, et de-mélange '"chl a/f-caroténe".

Spectrofluorimétrie

1- Spectrofluorimétre "Perkin-Elmer' M.P.F.-2A

Cet appareil qui porte le nom de:

"Fluorescence spectrophotometer Perkin Elmer MPF-2A" (Norwalk-
Connecticut, U.S.A.) permet d'obtenir des snectres d'excitation
et d'émission de la fluorescence de divers échantillons.

(schéma 9). |

La bréve description suivante donnera une idée de son
utilisation. Il est composé d'un
- spectrophotométre avec - deux monochromateurs:
d'excitation et d'émission,

. 1'un servant 4 irradier la substance
avec de la lumiére monochromatique
entre 200 et 700 nm
l'autre, qui détermine 1l'intensité
de la lumiére émise entre 220 et 800 nm

- deux photomultiplicateurs.

- source continue de lumiére fournie par une lampe au Xenon

de 150 watts, alimentée par une tension de 150 volts
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fréquence: 50 a 60 Hertz.

- monochromateur a fentes ajustables, variant de 0.13 a
5.16 mm, ce qui donne des largeurs de
bandes allant de 1.0 a 40 my.

- amplificateur avec 6 positions différentes pour la

seénsibilité.

N.B.: Etant douné que les facteurs d'ampli-
fication respectifs n'étaient fournis
qu'approximativement, un calihrage
précis a été fait en se servant d'une
solution de chlorophylle a.

11 a été ainsi trouvé que lorsqu'on pas-
sait de la sensibilité 3 3 la sensibilité 4.
le facteur était 2.87 au lieu de 3.

de la sensibilité 4 a la sensibilité 5.

le facteur ctait 3.16 au lieu de 2.

de la sensibilité 5 & la sensibilité 6.

le facteur était 2.98 au lieu de 2.

- enregistreur Modele QPD-33, Perkin-Elmer,

a deux vitesses de papier (50 mm/min.;

100 mm/min.). -

Cet appareil d'une grande utilité pour nous, malgré ses
nombreuses qualités, présente un inconvénient majeur: il

n'est pas suffisamment sensible pour détecter de faibles
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intensitésde fluorescence provenant de solutions de
concentrations inférieures a 10_8 M. L'une des causes
principales est due & la nature méme du spectrophotométre:
1'intensité de la lumiére transmise par le monochromateur
varie dans le méme sens que la deuxiéme puissance de la
largeur des fentes. Or, un spectre de fluorescence est
d'autant plus précis que la lumiére excitatrice est mono-
chromatique et intense, donc lorsque la largeur de la
bande & 1'excitation est faible. Nous voild donc rendus
a une impasse lorsque notre étude porte sur un échantil-
lonnage de solutions dont les concentrations varient de

10712 33 107 i o

Pour résoudre ce probléme, nous avons mis au point

un systéme portant le nom de ''spectrofluorimétre laser".

2- Spectrofluorimétrie - laser

a) Généralités:

Depuis leur découverte les lasers présentent
des intéréts variés et de plus en plus importants
dans un grand nombre de domaines (147) et une biblio-
graphie sérieuse y est annexée (1487149). Leurs
propriétés, telles que: cohérence, monochromaticité,
puissance, polarisation, les rendent utilisables dans
1'étude de l'interaction ""Rayonnement ~ Matiére' en
Physique, Technologie, puis plus tard Chimie et Bio-

Chimie (150 a 153). 11 serait ambitieux de vouloir



résumer en quelques mots lear diversité mais notons

néanmoins 1l'existence de

~ lasers au Rubis et au Neoodyme, caracterisces par une

puissance “levée, dont 1'Cnergie

d'un pulse atteint plusieurs joules,

. -13
en un temps aussi bret que 10
seconde .
- lasers aux gaz: Hydrogéne, Deutérium, Bioxvde de

’ 5
carhone, d'une puissance de 107 walts,
et d'une durde d'impulsion de l'ordre
de la nanoseconde.

= N&élium/Cadmium, MHélium/NCon avec des puissances
plus faibles mais fournissant une illumination
continue. (153)
- lasers a colorants qul ont la propricté de dispenser tres
facilewment une source d'Cnergic d longuceur d'onde
. Y . 5 . 6
variable, d'une puissance: 107 a 10 watts,
. - -8 . -17
durée d'une impulsion: 10 a 1o secondes.
- lasers d semi-conducteurs. HNous ne doanernns aucune des carac
téristiquesrelativesi ce type de lasers car elles
varient énormément suivant la composition. Par

ailleurs, leurs applications sont loin d'étre

inventoriées.

Fn résamc, les vastes applications des Tasers permettent

une ctude deg proprictés de certalnes moleculey dans ey
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champs allant de 400 & 47,000 e

En chimie, les lasers sont surtout utilisdés en
spectroscopiec et en cinétique pour

- des déterminations précises de différentes fréquences

optiques.

- des études sur - les propriétc¢s optiques conventionnelles
de certains composés: absorption, lumi-
nescencc,résonance.

- les phénoménes de dissociation moléculaire
ou de réactions en chaine.

- la gpectroscopie multiphotonique, l'effet
Dipler.

- la relaxation en phase condensée.

sans oublier,

- 1'évaluation de 1'énergie vibrationnelle de certaines

distributions moléculaires pendant les réactions chimiques

- 1'étude des vitesses de transfert d'énergie électronique (154).

Concernant ce dernier point, mentionnons, qu'avec des
temps de 1'ordre de la nanosecondc et de la picoseconde,
les lasers constituent 1'instrument idéal pour fournir des
informations sur les mécanismes de

- "recombinaison intersystéme'
- relaxation vibrationnelle
- trénsfert,rudluLiF ou non,d'Cnergie

vibrationnelle
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- réorientation moléculaire de substances
organlques en ptase Tiqulde et méme
cristalline (159).

- fluorescence sensibiliade

- "quenching' par Jdes molécules 8 1'état

singulet ou triplet (156)

L) Spectiovfluorimétre - laser: Description du systéme
Le aom lui-méme suggére d&jA sa composition. 11
s'agit d'un détecteur de fluorescence ayant un mono-
chromateur comme &lément dispefsif de la Jumiére exci-

tatrice émise par un laser.

Ce disposiitif ou plutit ses Gquivalents, commencent
a Gure judiciecusement utilisés par divers groupes de
chevchears (81, 157 4 161) pour étudier la Eluorescence

de molécules pigmentaives (81, 15/ 4 161).

En ce qui nous concerns, i soucce d'excitation est
constituée de deux lasers:
- 1'un 3 118 fum/ N (Ha/ Ne)

- 1'autre 3 1'Né1dum/Cadmiun (He/Cd)

Nous nous servons de 1'un on 1l'autre
s raisons de ce cholx sont Lrés simptles:
le laser He/Ne dmet & 642.8 um

le laser He/Gd émet soit a 441.6 aw, sott a 325 nm.
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C'est-d-dire dans les deux régions oli la chlorophylle a

présente ses maxima d'absorption.

Un schéma du montage (schéma 10) nous indique que le

lalsceau de lumiére émise par un laser pénétre dans une cham-
br¢ noire hermétique pour aller frapper notre échantillon.
Cet échantillon qui peut @tre soit une solution de chloro-
phylle a, soit une lamelle de quartz portant des monocouches
du plgment, est placée sur un disque rotatif approprié:
-porte cellule et cellule pour la chlorophylle en solution
—~porte lamelle et lamelle pour la chlorophylle en

monocouches.

Schéma 11

11 permet de faire varier l'angle d'orientation de la

lamelle par rapport au faisceau incident. (schéma 11)

l.e support de la lamelle en plus d'€tre rotatif, se
deplace latéralement ceci afin d'éviter que la lumiére in-
tense émise par le laser irradie toujours la méme zone de
monocouches. Aprés avoir traversé la cellule ou la lamelle,
le faisceau du laser atteint un miroir de premiére surface;

ia lumiére est réfléchie, passe 3 nouveau 3 travers l'échan-
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tillon et frappe un deuxiéme miroir (de premiére surface),
placé presque parallélement au premier. La lumiére est
ainsi réfléchie un grand nombre de fois a travers 1'é-

chantillon.

La fluorescence émise par notre substance est foca-
lisée 4 l1l'aide d'une lentille convergente en verre, de
distance focale 3.54 cm. Lorsque l'on &tudie des mono-
couches de pigments, il ‘est nécessaire d'intercaler entre
la lamelle de quartz et la lentille, un diaphragme dont
le rble essentiel est de laisser passer les seuls faisceaux
de lumiére émise (non dispersante ou diffusée), qui pré-

sentent des spectres ayant des maxima les plus élevés

possibles.

L'angle d'orientation de la lamelle de quartz par
rapport a4 la direction du faisceau incident est trés impor-
tant. En effet, les molécules de chlorophylle en mono-
couches étant probablement orientées d'une maniére précise,
leur coefficient d'absorption va varier en fonction de cet
angle. De nombreux spectres de fluorescence peuvent donc
€tre obtenus 4 partir d'une seule lamelle suivant la posi-—
tion qu'elle occupe sur le support. L'inclinaison de la
lamelle présente encore un avantage essentiel:

Elle augmente la surface des pigments susceptibles de fluo-
rescex: le diamétre du faisceau de lumiére émis, au lieu

de demeurer égal d celui de la lumiére incidente du laser
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(soit 1.5 mm pour laser He/Cd), du fait de la réflexion
multiple dans la lamelle de verre inclinée, se trouve au

moins multiplié par un facteur de 4!

Des expériences successlves nous ont amenés a construire

un diaphragme en métal percé d'une fente de 6 mm x 9 mm.

La lentille de verre, accolée au diaphragme concentre
les rayons qu'elle regoit exactement dans la fente d'un

monochromateur fix¢é a la chambre noire.

Sur le trajet du faisceau convergent,un filtre a été
placé afin d'éliminer toute lumiére dispersante, et toute
lumiére ayant une longueur d'onde inférieure 3 640 nm.
les caractéristiques sont les sulvantes:

Sharp cut off filter - 640 nm.

l.a lumiére passe ensuite dans le monochromateur et
atteint.le photomultiplicateur placé dans une chambre

refroidie a la glace séche.

l.es trois dispositifs: chambre noire, monochromateur,
phetomultiplicateur font corps ensemble et ne peuvent étre

déplacég malencontreusement.

Comme l'amplification assurée par le photomultipli-
cateur est proportionnelle 3 la tension appliquée a ses bor-
nes, une source de tension variable et trés stable pouvant
attelndre facilement plus de 3,000 V a été raccordée a

Jlapparetl.



Caractéristiques des Gléments du dispositif:

- laser Hélium - Cadmium (laser He/Cd)

Modéle 185/285 - Puissance 75 mW

(Spectra Physics - California, U.S.A.)

Source continue de lumiére cohérente émettant a 441.6 nm
mode transversal: TEMgq

diamétre du faisceau: 1.5 mm

divergence du faisceau: 0.5 milliradians 3 441.6 nm

polarisation : > 99.97
plan de polarisation : vertical & = 5°
source de tension : voltage: 115 v/230 v £ 10%

fréquence: 50/60 Hertz

puissance: 1200 vA.

- laser Hé&lium - Néon (laser He/Ne)

Modéle 120 - Puissance 5 mW

(Spectra Physics - California, U.S.A.)

source continue de lumiére cohérente émettant 3 632.8 nm
mode transversal TEM,,

diamétre du faisceau: 0.65 mm

divergence du faisceau: 1.7 milliradians

polarisation du faisceau: > 99.97

plan de polarisation: Vertical ajustable 3 * 20°

source de temsion @ voltage: 115 v/120v

fréquence: 50/60 Hertz

puissance: 50 VvA.
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- Polariseur -
Modéle: 310-21
(Spectra Physics - California, U.S.A.)
Utilisable entre 400 - 700 nm
Coefficient d'extinction: 103
Transmission: > 987
Précision sur la Rotation: * 0.2°
Distorsion lors de la Transmission: A

8

- Monochromateur

Modéle Ebert 0.25 meter .82-410

(Jarrell-Ash division; Fisher Scientific Company, Mass, U.S.A.)
distance focale: 0.25 m

€élément dispersif: réseau de 2,360 lignes au mm

résolution: 3 & a 313.1 nm

dispersion de la lumiére: 0.27

fentes: 150 u

- Photomultiplicateur

Modéle EMI RC 50 M. Gencom division Varian
(Emi - New York, U.S.A.)

tube 3 cathode sensible rouge - type 9558 OB
Amplification 1.3 x 106

Sensibilité (typique): J150 pA/L (cathode)
200 A/L (anode)
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- Source de tension

Modéle: Power Supply Nimpac 105
(Velonex - California, U.S.A.)
Tension produite de 0 3 3000 volts; ajustable manuellement,

utilisée 3 1040 volts

Précision: + (1% + 3 volts)

Résolution: 200 mV

Stabilité: Variation < 0.017 + 100 mV/heure
- Nanoampéremétre

Modéle: EMI, tvpe 911, Gencom division Varian

(Emi, New York, U.S.A.)

Courant mesurable 100pA — 1 nanoA.

Précision: 27

Résolution: lO_a Amp. sur 1'échelle la plus sensible,
Cancellation du bruit de fond: 1 nanoA - 10 pA,.

- Enregistreur

Modéle YEW 3043

Yokagawa Electric Works Ltd, Musashino-Shi, Japan
Précision: * 0.257 sur toute 1'échelle

Résistance 3 l'entrée: 200 K lorsque utilisé avec

un champ de 100 mV

Utilisation:
Pour évaluer la sensibilité de notre appareil et

la comparer a celle du Spectrophotométre Perkin-Flmer,
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différentes mesures ont été effectuées dans les deux cas.
La figure 21 représente 1'intensité relative de la fluores-
cence de la chlorophylle a, en solution, en fonction de sa
concentration. Les résultats montrent que le systéme
laser lie/Cd est plus préecis que le préciédant, pﬁisqu‘il
répond "'qualitativement' d des concentrations wmille fois

plus faibles.

Quantitativement, 11 peut méme déceler des concen-
' -12 . :
trations de l'ordre de 10 ""M, (mais avec une si grande
dilution, la sensibilité & utiliser ne permet pas d'éli-

miner la majeure partie de la lumiére dispersante).

La figure 22 a &té établie en utilisant le laser He/Ne.
Tci encore, méme sl la pulssance du laser est inférieure
3 celle du laser lle/Cd, la sensibilité atteinte par ce
dispositif est supérieure a celle obtenue par le spectro-

fluorimétre Perkin-Ilmer.

Si 1'on examine ad présent les résultats obtenus a
partir de monocouches de chlorophylle a, dans la figure 23,
ou la fluorescence de la chlorophylle a été tracée en
fonction de la longueur d'onde,-on remarque qu'il existe

encore un avantage pour le spectrofluorimétre laser:

son photomultiplicateur est relativement sensible dans le rouge.

I.'utilisation de la spectrofluorimétrie laser, pour

1'frude des spectres d'c¢ulssfon de la chloruphylle a pure
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et des mélanges variables: chlorophylle a/B-caroténe,
est trés avantageuse. Elle va nous permettre en autre
d'évaluer - 1'importance du transfert d'énergie
B-caroténe - chlorophylle a
- le degré de quenching de la chlorophylle a

par le caroténofde.

De plus, grdce a un polariseur de lumiére
Modéle: 310-21
(Spectra Physics - California, U.S.A.)
Utilisable entre 400-700 nm
Coefficient d'extinction: 103
Transmission: >987
o)

Précision sur la Rotation: *0.2

Distorsion lors de la Transmission: A
8

adaptable sur nos deux lasers, une nouvelle série d'expé-
riences va apporter des renseignements supplémentaires con-
cernant le sujet, soit
- 1'angle de polarisation de la fluorescence
de la chlorophylle a pure, en monocouches
- et celui du mélange B-caroténe/chlorophylle a
dans différentes proportions, en monocouches

également .
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Tableau 7

VERIFICATION DE LA LONGUEUR D'ONDE OBTENUE

AVEC LE MONOCHROMATEUR DU SPECTROFLUORIMETRE LASER

Résultats observés sur le monochromateur et sur 1'enregistreur
Utilisation . d'une lampe au mercure "Low Pressure"

. de la lentille convergente

. fente 150u
Valeurs publiées (v,) Valeurs exérim. (V;) Différence
références (en nm) obtenues (en nm) Vo -V (nm)
404.5 404 .0 N.5
407 .8 407.3 0.5
435.8 435.4 0.4
546.1 546.0 (9L
577.0 576.7 0.3
579.0 578.6 0.4
780.0 729.8 0.2
732.6 732.5 (079 1

N.B.: Incertitude publiée dans le manuel d'instruction du monochromateur:

(Toutes nos valeurs Vv vy sont inférieures 3 1 nm)

o -

1 nm
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CHAPITRE IV: PROCESSUS PHOTOPHYSIQUES

IV.1l. Spectroscopie U.V.-Visible de la chlorophylle a, du

B-caroténe, et du mélange chlorophylle a/fB-caroténe

1. En solution: chlorophylle a, B-caroténe,

chlorophylle a/B-caroténe.

. Nature des pigments et des solvants utilisés
~ chlorophylle a: Sigma Chemical Company
St-Louis, MO, U.S.A.

Caractéristiques: Lot de 1 mg en ampoule scellée

conservé 3 l'obscurité et 3 une tempé-

rature inférieure 3 OOC.
Sans chlorophylle b
Coefficients d'extinction £: (162)

dans le diéthyléther 5662:

8.4 x 1041 X mole-l X cm_l

(8428: 10.7 x 1042 X mole“l X cm

dans le benzéne 6666:

7.82 x 1042 pYe mole_l X cm“l

- chlorophylle b: Sigma Chemical Company
St-Louis, MO, U.S.A.

Caractéristiques: Lot de 1 mg en ampoule scellée

St

conservé 3 1'obscurité et A une tempé-

g - A0
rature inférieure 3 0 C.



- B-caroténe:
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Sans chlorophylle a

Coefficients d'extinction dans le diéthyléther

(162):

e 1 5.03 x 10°% e -1
664. . X X mole X Cm
6452: 15.1 x 1042 X mole_l X cm_1

Sigma Chemical Company

St-Louis, MO, U.S.A.

Caractéristiques: type I "trans"

N.B.: Cette ferme de R-caroténe synthétisé, a €té préférée a

synthétisée et sous forme cristalline

Lot conservé 3d l'obscurité@ et A une tempé-
. )

rature inférieure a 0 C.

Coefficients d'extinction (163)

dans le diéthyléther:

5 -1 -1
6452' 1.34 x 1002 x mole X cm

dans le benzéne:

5 -1 -1
6465. 1.42 x 1072 x mole X cm

celle obtenue par extraction 3 partir de carottes,

pour sa plus grande stabilité.

- diéthyléther:

— benzéne

Analar B.D.H.,P.Qué.
Fisher Scientific Company

sans Tiophéne - 997 pur

~
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Différents spectres d'absorption ont &té pris concernant la
chlorophylle a, la chlorophylle b, le f-caroténe, ou le mélange
chlorophylle a/Bf-caroténe dans différentes proportions avec
l'acide arachidique ou l'arachidate de cadmium et dans des

solvants tels que le diéthyléther ou le bHenzéne.

- acide arachidique: Eastman Organic Chemical Company
New York, U.S.A.

Caractéristique: synthétisé.

~ chlorure de cadmium: Baker Analyzed reagent. Baker Chemical
Company, New Jersey, U.S.A.

Caractéristique: A.C.S.

outre l'avantage de fournir des renseignements sur le degré de
pureté des pigments et des solvants employés, les spectres nous
permettaient de calculer la concentration précise des solutions

utilisées pour les expériences de spectrofluorimétrie.

Les calculs sont effectués a partir de la loi de Beer-Lambert,
a savoir:
Densité optique: D.0. = €.C.&

o £ = coefficient d'extinction molaire du
pigment choisi et dans un solvant
déterminé
en & x mole_l X cm_l

C = concentration du pigment en moles x litre

2 = longueur du parcours optique en cm.
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Les spectres sont comparables a ceux des figures 9 et 10dans
le diéthyléther et a ceux des figures 10 et 11 dans le benzéne.
En ce qui concerne les mélaunges chloruphylle §4/ f-caroténe,
la concentration de la chlorophylle a est toujours maintenue

-~ —8 = 1 " > 1
constante 8 «~ 10 "M (afin d'Gviter le'self-quenching'de la fluo-
rescence). Pour de faibles concentrations de B-caroténe le
solvant empluyé est le diéthyléther. Pour des concentrations

7

supérieures de f-caroténe (concentration > 10 M) le solvant est

le menzéne (fig. 12, 13).

A 1'étar solide: chlorophylle a

A partir de solutions relativement concentrées de chlorophylle a
_ p -4 _ .
dans le dicéthyléther ( = 10 M) des films de pigment sont préparés

sur des lamelles de quartz préalablement lavées & l'acide chromique.

On dépose a l'aide d'une microseringue une quantité de solution
(0.5 cc) que 1'on fait glisser le long de la lamelle inclinée de
maniére a éviter la formation de taches ou auréoles de pigment au

cours de 1'évaporation.

l.es spectres d'absorption de tels films (fig. 14) nous wmontrent
un déplacement bathochrome des pics maxima par rapport a ce qui

se produit en solution.

A 1'¢tat de monocouches

a) Calibration du bain

Avanl de réaliser des monocouches, Te bain o ¢te calibré
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SPECTRE D ARSORPTION dune SOLUTION
de CHLOROPHYLLE a/DI-ETHYL-ETHER

Chlorophylle a : 1.5510°*M
longueur du parcours optique : 0.1 cm

ptique

ETT

400 450 500 550 600 650

longueur d’onde ( nm)



fig10

SPECTRE D’APSORPTION d'une SOLUTION de
(D-CAROTENE /DI-ETHYL-ETHER.

0.254

3. carotene - 20x10M

densué optique
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fig. M

SPECTRE D’ARSORPTION d'une SOLUTION
de CHLOROPHYLLE a /P>ENZENE

Chiorophylle @ :1.25x10™M
longueur du parcours optigue :Oicm

densité optique

5CDlorgueur d’onde(nm) 620 0

hﬂ' — s
L] ”-
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fig.12

O

5 densité optique o
W

SPECTRE D AP>SORPTION d‘une
solution de (ACAROTENE /P-ENZENE

N )
/3. carctene : 6.76x10 M
-longueur du parcours
optique : O.1cm
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o SPECTRE D APSSORPTION du MELANGE
CHLOROPHYLLE a-3CAROTENE
en SOLUTION

Chlorophylie @:30x10°°M
{b.ccroté e 20x10°™M
t Solvant - Pyenzéne
longueur du parcours optique :40 cm
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SPECTRE D’AR>SORPTION d’un FILM
cde CHLOROPHYLLE a sur lamelle de guartz

Solution mére chlorophylle an50x10 ™
cans Di-Ethyl.Ether

Lamelle de quartz ‘nue’
1.0-T _ :

denslteb optique
HJ'I

811

—a L
r 0 s

v

50 longuewr d‘onde (nm) 60 70
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(chapitre I1.2.4) fig.6 ) et les courbes de pression de

surface pour l'acide arachidique, la chlorophylle a, le

R-caroténe ont été détermindes.

LLes riésultats obtenus sont conformes a cecux de la litté-

rature (18 a 20, 164) (fig. 6, 7, 15).

b) Conditions d'expérience

- 1,0 tridistlllée - tension de surface » 66 dynes

2

- conductlvitd < 1 uQ_l

- chlorophylle a

- acide arachidique:

A partir d'une solution mére de concentration

connue

~

- 10_4M, dans le diéthyléther ou dans le benzéne,
déposition de 0.1 cc

Nombre de molécules a la surface du bain

= 1016 molécules

Sous-phase: H20 tridistillée, tampon phosphate

; ~ -4
NagHIO = NaH2P04 - 10 M

4

pi: 7.8 - 8.0

Zone de collapse pour

une aire moléculaire < 100 Rz/Molécule

une pression de surface > 21 dynes x cm
Solution mére - 10—3M, dans le benzéne
Nombre de molécules a4 la surface du bain

~

1016 molécules



fig-15 COURRSE de PRESSION de SURFACE du
(DCAROTENE sur HO tridistilice
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Sous-phase: H, O tridistillée, milieu HCI:

2
1 x 107%M
pH = 2.0
1°: 22.5%

Zone de collapse pour
; = . 22 .
. une aire moléculaire < 19 /Molécule

une pression de surface > 28 dynes x cm

Des courbes de pression de surface de 1'acide arachidique déposé

sur une sous phase H20 tridistillée, CdCl2 = 10—4M
pH = 8.0
° = 23%

ont été prises et comparées avec les précédantes: Elles sont

semblables

— R-caroténe : Solution mére = lO_3M dans benzéne
Nombre de molécules 3@ la surface du bain
= 1016 molécules

Sous-phase: H, O tridistillée, tampon phosphate

2
pH = 8.0
° = 22%

Zone de collapse pour une aire moléculaire

< 14 Xszolécule

Zone de collapse pour une pression de surface
> 23 dynes x cm

Le film est trés instable lors de la compression

des molécules.
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c) Monocouches de pigments

Seules les lamelles dont le rapport de déposition de l'acide
arachidique, ou du pigment choisiest supérieur a 857 ont été
conservées pour fins d'interprétation.
~ monocouches de chlorophylle a

Elles sont réalisées sur des lamelles de quartz préalablement
recouvertes de cinq (5) monocouches d'arachidate de cadmium sur
chacune des faces, de maniére 3 faciliter leur déposition

(voir chapitre III.2.2).

Une pression de surface de 20 dynes x cm ~ est maintenue
constante lors de 1l'immersion de la lamelle,

L'étude des spectres d'absorption de la chlorophylle a sous
forme de monocouches nous montre un déplacement bathochrome

des maxima tel que prévu (par rapport aux spectres d'absorption

des solutions) (fig. 16).

~ monocouches de [(3-caroténe
Le R-caroténe étant trés difficile 34 déposer, méme sur des
lamelles recouvertes d'arachidate de cadmium, il a été nécessaire
d'établir les proportions d'un mélange idéal acide arachidique:
B-caroténe d partir duquel se feraient les études de monocouches.
En effet, 1'acide arachidique plus polaire que le caroténofde a la
propriété de stabiliser les pigments photosynthétiques d'ol son

utilisation dans la technique des monocouches.



fig.16

SPECTRE D’AP>SORPTION .CHLOROPHYLLE a
en MONOCOUCHE |

N Chiorophylle a/Di-Ethyl-Ether : 1.56 x10 M

Chlorophylle @ : 2 monocouches  sur
Arachidate de Cadmium ; 10 monocouches

optigue

densité

v €CT

400 500 600 700

longueur d‘onde (nm)
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A partir de solutions de B-caroténe dans le benzéne, 2
. = = P _
des concentrations = 10 "M, divers mélanges ont é€té étudiés

et leurs courbes de pression de surface comparées.

- B-caroténe: Acide Arachidique 1:1
- B-caroténe: Acide Arachidique 1:2
- P-caroténe: Acide Arachidique 1:4
~ B-caroténe: Acide Arachidique 1:5

Conformément au résultat obtenu par Pincus (165) le mélange
1 PB-caroténe: 4 Acide Arachidique semble idéal et la
déposition est relativement aisée comparée aux autres conditions

expérimentales.

Cette conclusion s'appuie sur les données fourmies par
Gaines (166) concernant l'évaluation de la courbe de pression

de surface de mélanges en monocouches: (Tableau 8, Fig. 17 et 18)

Pour une monocouche composée de deux substances immis—
cibles (en l'occurence: 1'Acide Arachidique et le B-caroténe),
les propriétés sont celles des deux composants pris indivi-
duellement. Ainsi le film monomoléculaire peut étre considéré
comme constitué de deux monocouches séparées en équilibre

1'une avec l'autre, et pour un mélange idéal, nous aurons:

A - N.. .
1,2 = 1 Al * NZ A2
ol A, 9 = aire moléculaire moyenne dans la monocouche mixte
Ly
Nl et N2 = fractions molaires des deux composants

>
m
rr
>
1

aires moléculaires des deux composants
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Tableau 8: Comparaison des courbes de pression de surface (théorique et

expérimentale) pour le mélange "1 B-caroté&ne: 4 Acide Arachidique™

dans le benzéne.

Pression Aire moléculaire Aire moléculaire | Aire molécu- Aire moléculaire
de du B-caroténe (Tam- |[de Acfde Arachidi- |laire du mélan-{ du mélange idéal.
Surface pon phosphate) que (CdCly: lO"AM) ge idéal (va- (résultat expéri-
T dynes valeur théorique) valeur théorique) |leur théorique)| mental)
x cm~1 2/Molécule 2/Molécule R2/Mo15cule R2/Mo1écule
28 i9.5
22 14.7 19.75 18.7 19.1
20 15.2 | 20.0 19.0 19.4
16 16 20.3 19.4 19.9
12 16.5 22.0 20.1 21.3
8 17-.1 23.85 22,5 o 22.9
6 17.65 24.8 23.4 23.65
T2 20.5 26.6 25.4 25.6
0 26, 27.5 27.2 27.5

-

N.B.: Pour les valeurs expérimentales figurant dans ce tableau, une moyenne de
cing lectures a été calculée 3 partir de résultats semblables 3 ceux ob-

tenus au tableau 9.
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Tableau 9: Courbe de pression de surface du mélange B-caroténe:

Acide Arachidique, 1:4.

sur sous-phase: CdClz: = lO-AM

B-caroténe: 1.23 x 10~3M

Acide Arachidique: 4.91 x 1073y
Nombre de molécules déposées: 7.39 x 1016 molécules
Sensibilité de 1l'appareil: 0.41 dynes x cm-l X degré—l

Précision des mesures: Mesures faites au demi-degré de rotation prés

= 0.2 dynes x cm

Erreurs des mesures < 10Z

Surface (Xz) lAire moléculaire (Xz) Degré de rotation Pression de surface (Il dynes x cm—lt
213 x 10'® 28.8 0 0
206 27.9 1 0.41
198 26.8 2 0.8
191 25.8 3D 1.4
184 24.9 J15 3.1
176 23.8 13 5.3
169 22.9 ©19.5 8
162 21.9 25 10.25
154 20.8 30.5 12..5
‘147 19.9 40.5 16.6
140 18.9 46 18.9
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pour des monocouches individuelles, a 15 mwéme pression

de surface.

Concernant nos résultat's, lorsque la pressiion de surface
imposée aux molécules du wélange est supérieure 4 19 dynes
X cm—l, le film devient instable et les mesures subséquentes
ne sont plus aussi rigoureuses.
A partilr des courbes de wression de surifiace, obtenues expe-
rimentalement, du mélamge idéal: "1 f-caroténe: 4 aclde ara-
chidique'', et de 1*acide arachidique,il est possible di'evaluer
la courbe de pression de surface du R-taroténe seul sur la

méme sous-phase. Les ré&sultats coufirment ceux de la fig. 11

contrairement & ce qui est affirmé dams la publication (1653).

Le spectre d'absowption du mélange (3~rareténe: aclde ara-
chidique, en monocouches (fig. 19y, montre un déplacement
bathochrome de 25 nn par rapport aux sclutions de pigmapnrs
dans le benzéne.

Les dépositions se sopnt effectufes 3 une pression de surface

constante de 18 dymes x cm_l.

- monoecouclhes de mélunge:s: chlorophylile a: B-~caroténe:
acide arachidique. Elles sont ré:alisées 3 partir de
solutions mé&res dans lesqguel less la preportion des diwers
pigments variait tout en respectant le rapport:

1 R-caroténe: 4 acide arachidique.

Exemple: acide arachidique: B-carcoténe: chlorophiylle a

1 : 1 3 i
J
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soit B-caroténe: 2.5 x 10_4M
Acide arachidique: 1.0 x 10F3M
Chlorophylle a: 1.0 x lO_AM
Pression de surface lors de la déposition: 18 dynes x cm .
déterminée aprés avoir tracé la courbe de pression de surface

relative au mélange.

Les spectres d'absorption de telles solutions mixtes présen-—

tent les propriétés suivantes:

I1 existe un maximum d'absorption. dans le rouge 3 cause
de la présence de chlorophylle a
et . dans le bleu, entre
400 et 550 nm, a cause des deux pigments f-caroténe et
chlorophylle a. Il apparalt aussi que les déplacements
bathochromes qui existent pour des monocouches de chloro-
phylle a seule, semblent réduits en présence de B-caroténe.

(fig. 20).
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IV.2. Luminescence 2 l'aigg des spectrofluorimétres Laser et Perkin-Elmer

1. Détermination et comparaison de la sensibilité des deux systémes

L'intensité de fluorescence de diverses solutions de chlorophylle a
dans le diéthyléther a été évaluée aux spectrofluorimétres:
Perkin-Elmer MPF2A

laser He/Cd (441.6 nm)

laser He/Ne (632.8 nm)

By a 1073w

Les concentrations de pigment varient de 18]
Dans chacun des cas le maximum de fluorescence, pour une concen-

tration donnée, est comparé au maximum de fluorescence d'une

solution de chlorophylle b servant de référence.

Concentration de la solution de chlorophylle b dans le
diéthyléther: 4.0 x lO_7M. Les valeurs des intensités rela-
tives de fluorescence de la chlorophylle a, en fonction de la
concentration figurent dans des tableaux tels que les tableaux 10, 11,

par exemple.

La totalité des résultats nous a permis de tracer les figures
21, 22, 23, pour les trois types d'appareillage, et il est facile
de constater 1l'avantage du systéme laser qui permet de détecter
des intensités de fluorescence de solutions aussi peu concentrées

que 5,0 x lOvle !

2. Détermination de la zone de "Self-Quenching" de la chlorophylle a

A partir d'une certaine concentration de pigments chlorophylliens



Tableau 10:

Intensité relative de fluorescence de la chloroohvlle a en

foncticr de

le concentration.

M evcirtation:

Mesures faites 3 l'aide du spectrofluorimétre laser He/Ne

| Nature et
Nermaliczé

i des solutions

log. concen- |
ration

|

|

. Absorption 3 633 nnm
Echantillon

Fluorescence
Référence Iocm Echantillon I*le
13

(au maximum)

|

lchlcrophylle

(riférence)
4.0x107/M

-6.40

| r

ol

.83

¥)

3yA:

24,

24

24,

31A

SuA
lua
3ea

100 NanoA : 1.

124 .8

Q
o wm
.U

w
RaJaYe}
~d

|
|

‘chlorophylle
4. 0x10-7M
ichlorophylle
11.99%x107'M
chlorophyvlle
1.45x1079M

.84

vl

3uA:

3UuA:

25.

25.

25.

3uA

10uA
3HA
100:A
3pA

(@]

[98)

N
PN

u

Q

- 0.11

.11

-

chloropbylle
4.0x107"M

chlorophylle
1.55x1074¥

|

| P

.40

24.

24.

3uA

1001:A
3uA

N
o
©

O W

b
&

1~

0.68

N.D.: Absorption & 633 nm présentée en terme de densité optique d'un échantillon placé dans

une cellule de 1.0 cm de parcours optiaque,

BET



Tableau 11: Intensité relative de fluorescence de 12 chleorophvlle 2 £ nrerac

Mesures faites 2 l1'aide de spectrofluorimétre Perkin-Elmer MPF-2A

) excitation: 633 nnm

SET

{Nature et | log. concen- | absorption 2 633 nm i Fluorescence (au maximum)
Normalité de | tration | Référence Echantilloni Référence I,cm| Echantilion IFCt: s log Iy
la solution i | ' | == E_
~ | | | fo °
: oA -3 - '
chlorophylle bl -6.40 9.3x10 3 |9.3x10 | sens 6: 47.9 !sens 6: 47.9 2 ! 0
(référence) !
4.0x1079 i
S |
chiorophvlle EJ =970 9.3x10 . i = sens 6: 47.9 sens 6: S _
1.99x10710y | :
= | =4 i
chicreophylle a —7.83 ©.3x10 3 5.0x10 sens 6: 47.9 sens 6: 4.3 M i -1.04
1.49x107°Y | | : !
| i i |
| = e~ |
| chioreophvlle bl -6.40 9.3x18 . ;9.3x10 2 sens 6: 47.5 |sens 6: 47.9 2 ' 0
{(référence)
4.0x107 7y 5 ' .
chiorophylle a; -6.70 9.3xlf-3 }l.ixl.—3 sens 6: 47.9 sens 6: 38.3 ! 0.8 =BLE
1.egxitTiy T | ! .t |
! ! ! i
3 Z ( |
chlerophylle b| -6.40 6.3%10 " \9.3x10 3 sens 6: 46.5 sens 6: 46.5 i 1 0 ‘
(reférence) i !
4.0x10-7y | | , !
chlcrophvlle a| -4.84 l 9.3x107> iO.Z sens 6: 46.5 |sens 3: 22.5
1.45x107oM | sens 6: 608 alE] ot , 1.11
1 1
| }
|chiorophylle b| - 6.40 9.3x10-3 |®.3x1075 sens 6: 46.5 |sens 6: 46.5 3 | 0
(référence) I
4.0x1077M |
chlorophylle a| -3.81 9.3)(10-3 1.6 sens 6: 46.5 sens 3: 8.2
1.55x107*M sens 6:221.6 | 4,76 i 0.68
|
N.B.: - sens. (3) = sensibilité (3)

- Absorption & 633 nm présentée en terme de Censité Optique d'un échantillicn

placé dans une cellule de 1.0 cm de parcours optigue.
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que nous essayerons de préciser, la fluorescence de la
chlorophylle décroit suite au phénoméne de "Self-Quenching"
qui est en quelque sorte une réabsorption d'une partie de
1'énergie lumineuse qui devrait €tre normalement émise sous

forme de fluorescence par ces mémes molécules.

La figure 24 montre 1'importance de 1'addition d'une subs-
tance telle que le phytol qui, introduite dans la solution de
chlorophylle a, et dans la monocouche,&loigne les molécules

de pigment empéchant ainsi la réabsorptien.

Nous utilisons le spectrofluorimétre Perkin-Elmer puisque
ce mécanisme de '"Self-Quenching'" se produit pour des concen-
trations de chlorophylle a relativement élevées. Le tableau
12 et la figure 25, nous indiquent que cette zone s'étend
dans un domaine de concentrations plus élevées que 7.0-8.0

be lO-éM.



fig.24
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Tableau 12:

Déterminazion de la zone de''self-quenchinp’'de la chlorophvlle a

Solution de référence: chlorophylle a :

9.0 x 107°M

Intensité relative de fiuorescence de la chlorophvlle a en fonctlion de la concentration

Mzsures faites 2 aicde du Spectrcofluorimétre Perkin-Elmer MPF.2A
¢ excitation: 632
i Nature et concen- | Absorpticn & 633 nm Fluorescence (au maximum)
| Normalité ce Références [Echantillon |Référence:Iycm |Echantillon: Ipcm i I- log. IF
| la scluzion ' | = I
chioropvile al S Kiatel tros | isens 6: 0.9 cm:sens 6: 0.9 cm 1 : 0
réidrente) | faible | | | .
9.0x167 %y i i | ! '
|
chlcrophylie - 6.84 = isens 6: 0.9 cmisens 6:13.1 cm 1.16
l.46n30-"N i i
chloropliyllie 3 6.0 - sens 6: 0.9 fsens 4: 8.5 |
1.0x1070w | isens 6:80.0 | 1.95
I
chioropnvile a .05 ™ sens 6: 0.9 Isens 6: 0.9 H 1 0
(référerce) i
9.Cx107"x '
chiogrophvlie a 49 - sens 6: 0.9 isens 3: 8.3 }
A.EXICER ¢ sens 6:224.3 2.40C.
chlorophvlle a 5.38 S sens 6: 0.9 sens 3:12.5
4.2x1070 sens 6:337.8 | 2.57
i
cricrophylle ajf .05 S rsens 6: 0.9 sens 6: 0.9 0
(référegce) ! j
9.0x107"x |
chlorephyvlile a - sens 6: 0.9 sens 3:14.6 |
9.4x10 6y ' sens 6:394.5 ! 3 2.64
chlorophvlle a 4 .05 - sens 6: 0.9 sens 3: 8.2 :
9.0x1072¥ sens 6: 221.6 2.39

N.B.: absorp:iicn 3@ 633 nm présentde en terme de densité

cans une cellule de 1.0 cm de parcours optique.

optique d'un échantillon placé

%I
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3. Comparaison des spectres de fluorescence de la chlorophylle a

et des mélanges chlorophylle a / [i~caroténe.

Chlorophylle a en solution:
Des expériences précedentes, nous devons retenir un point
car il est d'une grande importance pour les présentes expé-
riénces, en solJution:
Nécessité de maintenir une concentration de chlorophylle a
toujours Inférieure 3 10_7M afin d'éviter le "Self-Ouenching"

de la fluorescence.

. B-caroténe (dans le diéthyléther, ou dans le benzéne):
Fn aucun cas lorsque les solutions de f-caroténe ont été
préparées le jour méme de 1'expérience et utilisées immé-

diatement, il n'a pd étre décelé une quelconque fluorescence.

. Mélange chlorophylle a / B-caroténe (dans le benzéne):
Relativement a la fluorescence, le comportement de la
chlorophylle a en solution en preésence de concentrations
crolssantes de. ff—caroténe a éLé-évnluO.

Dans de telles conditlons, il s'agissait de déterminer
i pour une concentration donnée de chlorophylle a

-8 .
(= 10 M) et dans un domaine ou le '

'self -quenching" est
exclu, il existe quand méme un processus conduisant &
une perte de 1'intensité de fluorcscence.

les tableaux 13 et 14 permettent de Lracer la figure 26,

flle représente la variation de 1'intenslteé de {luorescence



Tableau 13:

Veriation de 1'irtensité de flucrescence de la chlorophvile a en

de concentrations croissantes de

S-caroténe.

3 excitaticn: 6

nomn w

2.8 nm - Specircfluorimétre laser He/Ne.

chloreophvlle a = 3.0 x 107%M constante
A-carotane 3.0 % 10784 2 3.0 x 1073y
| Nature et Normalité ﬁog thl. g:;lcg :f—caroténeT Flucrescence (au maximum) |
de la solution | Référence: Io cmechantillon IF cm Ip ! log If
| | | ! To 1 |
1 .
|chlorophylle a -7.52 i ' 320 XNaroA: 2.55 i3CO NanoA: 2.55 ! 1 0 [
| (réference) l | : |
‘ 3.0x10784 ‘ - i
| ehl a: 3.0x10 2wy ~7.52 ' -7.52 300 Nano: 2.55 |300 Nanok: 2.15 C.84 | -o0.07
| B-carotene: 3x107°M ,
| [}
[ chi.a: 3.0x10—8M/ l -7.52 -6.52 I 300 NarnoA: 2.55 |300 NanoA: 3.0 ! 1.13 A S0)5]
| Z-caroténe:3.0x107 /¥ i f |
I chlorophylle a | -7.52 300 NanoA: 2.55 1300 XanoA: 2.55 | 1 c
(référence) | [ !
3.0x10-6M ‘
|
chl a: 3.0x1076% 1 -7.52 ‘ SNl O 300 Nanoa: 2.55 [300 NanoA: 2.4 C.9% -C.026
Z-carotene:3.0x107M ‘ ‘ |
|
chl a: 3.0x10-8M/ -7.52 -4.,52 ] 300 NanocA: 2.55 [3N0 NanoA: 2.45 0.96 ‘ -0.016
S-caroténe:3.0x10-9 ’ l 3
| chlorophvlle a -7.52 300 NanoA: 2.45 [300 NanoA: 2.45 1 V 0
(référence) !
3.0x10-8M |
- |
chl a: 3.0x10 8M =-7.52 —3.52 300 NanoA: 2.45 |300 NanoA: 1.85 0.755 -0.12
B-caroténe:3.0x10 4%
chl a: 3.0x1078y SN ARSI -2.52 300 NanoA: 2.45 300 NanoA: 0.99 0.40 f -0.39
R-caroténe:3.0x10-3M !
l S-caroténe:S.OxlO_BN SRR 300 NanoA: 2.45 | 200 NanoA: O \

941



Tableau 1

3: (suicte)

Nature et Normalité

= D

cg 'chl.

é]ilog,[B—caroténJi

1
t

Fluorescence {(au maximum)

i
de la soluzien i T ' Référence: I, cm Zchantillon I_ co I= i leg 1Ip
| T —ii —— I
| . ! | o j Io |
chlorophyile a SN N - ; 200 NanoA: 3.25 | 300 NanoA: 3.25 | = i @
(référence) ! f
3.0x1078y | |
jchl a: 3.ox10'8M/_” | -7.52 -12.52 ! 300 NanoA: 3.25 | 300 NanoA: 3.1 £.95 L - 0.02
{B-carotine:3.0x10 “7V 1 | ! : |
chl a: B.Oxlo_sM/ ~7.52 -11.52 300 NanoA: 3.25 | 300 NanoA: 3.25 : Z j 0
8—carocéne:3.0x10—lzx { | [
| | |
chlorophyvlle a -7.52 - l 300 NanoA: 3.2 | 300 NanoA: 3.2 |z 0 |
(référence) I !
3.0x108y l l ! | |
chl a: 3.0x10 %y -7.52 -10.52 | 300 Ranmoa: 3.2 | 300 XancA: 2.75 e | -c.06 - |
E-carozéne:3.0x1N ll‘H i | |
| | |
chl a: 3.0x1578w/ | -7.52 - 5.52 | 300 Nanoa: 3.2 | 300 Nanoa: 3.2 1 ! 0
f-carotene:3.0x10 loﬁ ; :
[ | !
chlorophvlle a I - 7.52 - 300 Nanot: 3.25) 300 NancA: 3.25 P4 ! 9
(référence) ! (
3.0x1078M |
chl a: 3.0xlO‘8M/ 8 SN/ -8.52 300 NanoA: 325 300 kanoA: 2.75 0.85 -0.07
B-caroténe:3.0x10" "M i
chl a: 3.OxlC_8M/ -7.52 -7.52 300 NanoA: 3.25| 300 NanoA: 3.15 C.97 -0.012
B-carotene:3.0x1078M
R-caroténe:3.0x10~%y . -5.52 300 NanoA: 3.25| 300 NanoA: 0 - -

el



Tableau 14:

Variation de l'intensitd de flucrescence de la chlorophvlle a

en orésence de concenctrations crcissantes de f-carotege.

A ewciter
chlerephy
f-caroténe

n:
e

3.0 x 1078v 3 3.0 x 10 "M

533 am - Spectrefluorimétre Perkin-Elmer MPF-2A
a: 3.0 x 1078 constante

Nature et normalité

log {chl QJ log

TE-caroténe]

Flucrescence

fau maximum)

de la sclution ! Référence Ip cm, Echantillon IF cm ig log IFf
‘ ; ‘ IO ! IO

chiorcohvlle a S BSIA { - sens. 6: 2.03 sens. 5: 2.05 1 i 0
(référence) |
3.0x1078x |
chi a: 3.0x10 "M/ -7.52 -7.52 sens. 6: 2.05 | sens. 6: 1.85 0.85 f -0.07
f-caroceéne: 3.OxlO’8M | !
chl a: 3.0x2078w/ | -7.52 -6.52 seas. 6: 2.05 | sems. 6: 2.15 | 1.05 ‘ 4C.02
R-caroténe: 3.0x10 "M ! | |
cnlorephylle a S FEE = sens. 6: 2.05 sens. 6: 2.05 i 1 / C
(réfeérence)
3.0x10-8p

fohl a: 3.0x10 2wy | 752 -5.52 sens. 6: 2.05 | sens. 6: 1.9 0.¢3 | -0.03
f-caroténe: 3.0x1C ™M | '
chl a: 3.ex1078w/ | -17.52 -a.52 sens. 6: 2.05 | sens. 6: 1.9 b'o0.93 -2.03
f-caroténe: 3.0x10 "M AL I
chlorcphylle a U SE | - sens. 6: 2.05 sens. 6: 2.05 1 0
(ré€érence)
3.0x1078M
chl a: 3.0x10-8M/ -7.52 -3.52 sens. 6: 2.05 | sens. 6: 1.65 0.8 -0.09
B-caroténe: 3.0x107%M
chl a: 3.OxlO—8M/ -7.52 -2.52 sens. 6: 2.05 sens. 6: 0.8 0.39 -0.41
B-caroténe: 3.0x107>M

| B-caroténe: 3.OxlO"3M -2.52 sens. 6: 2.05 sens. 6: 0

941



Tableau 14: (suite)

Nature et hormalité [og .chl ajf log [8—caroténe:.{| Fluorescence (au maximum) { | !
de la sclution | Référence: m | Echantillon Lem | Ip . log IF |
| Z=ri | -

! | ~ | o ! ‘o j
chlorophvlle a -7.52 i sers. VA5 { sens., 6: .4 ] 3 [ G ‘
(référence) f ;
3.0x1078M | ‘
ehl a: 3.0x107 M/ _yy [=7.52 -12.52 | sens. 6: 2. sens. 6: 2.25 0.9¢ | -0.028 |
8-carotdne:3.0x10 M | | |
chl a: 3 0x107Sm/ 12 !—7 52 -11.52 sens. Zic sens., 6: 2.2 0.92 i -0.037
Z2-caroténe.3.0x10 "M | - I'

I | | ' !
chlecrophylle a |=7.52 _ sens. ' 2P sens. 6: 2.4 1 0 f
(référence) l !
3.0x107 8 | . |
chl a: Z.OxlO'BH/ :—7.52 -10.52 | sens. 6: 72t sens. 6: 2.15 GatsEs : -0.047
8—caroténe:3.0x10-11x ! g
chl a: B.Oxlt“_e.\i/ -7.52 -9.52 : sens 2. sens. 6: 2.4 1 I 0
E-c:—.roténa:B.OxlO_lON | | :

1 i !
chlorophylie a [—7.52 - | sens. 2. sens. 6: 2.4 1 | 0
(référence) I !
3.0x1078 _ !
chl a: 3.0x10 Oy i~7.52 - 8.52 sens. 2. sens. 6: 2.0 {0.83 | -0.07
B-carotdne:3x10~ M
chl a: 3.0)(10_8.’-1/__8 -7.52 -7.52 sens. 2. sens, 6: 2.3 0.9 -0.018
f-caroténe:3.0x10 "M

- —-5.52 sens. 2 sens. 6: 0 ] -

|
B-carotane:3.0x1076y !
|
i

L91
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de la chlorophylle a exposé a une radiation lumineuse de
longueur d'onde

A = 632.8 nm (ou 633 nm, suivant 1'appareil utilisé)
Quelques réflexions peuvent déja étre émises concernant
l'interprétation du graphique:

- La longueur d'onde d'excitation du mélange:

chlorophylle a / B-carotdne étant 632.8 nm, c'est dire

que dans cette région du spectre le B-caroténe ne

contribue en rien 3 1'absorption de la lumiére excita-

trice (du moins sous forme de monomére).

- Il existe une perte croissante de la fluorescence de la

chlorophylle a lorsque la concentration de B-caroténe

atteint 5.0 x 10 °M.

De quelle maniére le B-caroténe participe-t-il & ce mécanisme?

Existe-t-il un transfert d'énergie de la chlorophylle a vers

le B-caroténe?

Quel type de transfert?

Est-ce un phénoméne de quenching de la chlorophylle a a
1'état singulet par le B-caroténe?

La figure ne nous permet pas de le dire.

C'est en essayant d'appliquer la théorie de Stern-Volmer

a cette cinétique que nous pourrions prévoir si un transfert

d'énergie a lieu entre les pigments photosynthétiques du

mélange (167).
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V3 Cinétigue Stern-Volmer appliquée au mélange

chlorophylle a / f-caroténe, en solution

1. Rappel de la théorie:

La cinétique "Stern-Volmer'" s'applique 3 un systéme photo-
physique ou deux molécules d'espéces différentes sont mises
en présence. Elle étudie le processus de désactivation radia-
tive de 1'état excité d'une espéce D par addition de 1'autre:
A, dans un intervalle de concentrations restreint.

Soit D la molécule initiale capable d'émettre de la lumi-
nescence (chlorophylle a par exemple),
Sous excitation continue: [:D* ] reste constante soit

*
dn” _ 0
dt

*
Si aucun processus de désactivation de D n'intervient
. ¢] . e
pendant 1'intervalle de temps T (temps de vie de 1'état
. - * - - -
excité de D), D émettra un photon et sera désactivée.
. * t - . - .
Si D est l'etat excité le plus bas des niveaux singulets,

= o : . s e P
c'est~3-dire Sl’ la vitesse de disparition de D peut s'écrire:

dd—sl= kf [SI] L kST [Sljl s kS [Sl] +
t

21 k, [s1] [@] + Ej K EN

ou kf = constante de vitesse pour la fluorescence
= i r - T
kST constante de vitesse pou Sl 1
kS = constante de vitesse pour Sl > SO
k, = constante de vitesse du quenching bimoléculaire
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kj = constante de vitesse de''self-quenching"
[Si] = concentration de S] a 1'équilibre
B){] = concentration du''quencher”

Nous voyons que dans cette équation interviennent deux types
de quenching: - le'quenching' bimoléculaire

- le'"self-quenching"

Comme nous devons exclure le "self-quenching' puisque les
expériences ont lieu avec de faibles concentration de chlo-

, < 108 " ) ‘-
rophylle a (= 10 M), la seule désactivation de 1'état de la
molécule N considérée doit résulter de 1'interaction des molé-
cules excitées avec les composants du sysltGme.

Considérons le processus de''quenching'd'une molécule excitée

*
D , par addition d'une autre molécule A (f-caroténe par exemple)

*
DO L, hv =D absorption
* S - .
D » Dy + hv’ emission
'k * e e .
D . Ao > A Do "quenching"bimoléculaire
* . . .
D -+ D chaleur désactivation

avec les vitesses respectives pour -chacune des réactions:

Ia (einsteins/2, sec) = vitesse d'absorption de la lumiére

.
Ky [D J (émission)
* - .
k2 {b J |a) ("quenching' bimoléculaire)
' ik ,
lai “3 | (désactivation)
X
Remarues: LI: vitesse de formatbon de D
k

D = ¢tal exclté gingulet ou triplet
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Sous illumination continue, comme c'est le cas dans nos

expériences, et en absence de réactions irréversibles:

d [p*] o, _ (k; + k, [4] 4 k3)[D*]
dt

- : . *
A 1'8&quilibre: I, = ( k1 ¥ k2 [A} 4 k3) D)J

Appelons ¢O, le rendement quantique d'émission & partir de D

et en absence de A

(1)0 g kl [D*J
Ia

kg

k1+k3

Lorsque l'on ajoute A,.3 une concentration, le rendement

*
quantique d'émission 4 partir de D devient ¢A

*-
Soit ¢, = k3 [D] -
Ia

ky + ky + k,[4]

& 3

Ceci nous permet d'établir:

%o -k 4k, + Ky [A]

T,
A
kl + k3
Oou ¢o =1 +k, T [4]
N
avec T =1 correspondant au temps de vie

k1+k3 "
mesureé de D en absence de A.
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En posant ¢g5 = K .I}J ou K = pente de la droite = k2 o en
29
*A - B i}
comme I peut étre évalue, k2: constante de

*
vitesse de desactivation de D par quenching

bimolc¢eulalre (ou transfert d'énergle) peut

étre déterminée facilement,

Résultats expérimentaux

En utilisant nos résultats, nous avons calculé Iy pour la
Ir

chlorophylle a, e¢n fonction de quantités croissantes de

f-caroténe.

Le tableau 15 et la figure 27 nous montrent que pour des
N - -6

concentrations de [(-caroténe comprises entre 1.0 x 10 M

- . ~
et 5.0 x 107'M le rapport I, en fonctiou- dc [b—carotene]

Tr
donne une droite de pente K.

2
= 3.3 x 107 =
K 3.3 x 10 1(2_‘(

N.B.: Au chapitre 1.4.3,T = tcups de vie de la chlorophyllelg
en absence de quencher = 5 x lO—9 sec.
C

(Temps de vie radiatif:15 x ION) sec.)

(Temps de vie fluorescence: 5 x ]0_—9 sec.),

Nous conduit a une valeur de 52 = constante de gquenching

-1 -
de la chlorophylle a par le B-caroténe = 6.68x lO8 mole "X sec

B -4
Pour des concentrations de f-caroténe supcérieures a 5.0 x 10 M
un phénoméne différent d'un transfert d'inergie chlorophylle a -

(-carotenc e prodult. Mous ne T'interpreterons pas icl,



Tableau 15:

Cinétique Stern-Volmer appliquée au mélange

""chlorophylle a/B-caroténe’ exposé a une

lumiére excitatrice de longueur d'onde
632.8 nm (ou 633 nm) _
concentration de chlorophylle a constante: 3.0 x 10

154

8

M

[B—caroténé] Ip cm I cm 1o
3.0 x 107 3 3.25 3.1 1.06
3.0 x 102y SR 3.25 1.06
3.0 x 10711M 3.2 2.75 1.14
3.0 x 10-10M 3.2 3.2 1.0
3.0 x 10-M 3.25 2.75 1.19
3.0 x 1073 3.25 3.15 1.04
3.0 x 107'M 2.55 3.0 0.92
3.0 x 107tm 2.55 2.4 1.07
3.0 x 1079M 2.55 2.45 1.06
3.0 x 107%M 2.45 1.85 1.28
3.0 x 107°M 2.45 0.99 2.53

intensité de fluorescence
de la chlorophylle a en
absence de B-caroténe.

intensité de fluorescence
de la chlorophylle a en
présence de R-caroténe.
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CINETIQUE STERN-VOLMER pour cdes mélanges
CHLOROPHYLLE g—@-CAROTENE
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CHAPITRE V. DFPOLARISATION DE LA FLUORESCENCE

1. Hypothésegactuelles sur l'orientation de la chlorophylle a

dans le systéme photosynthétique

1. "In vivo"

Le probhléme de L'orientation de la chlorophylle a "in vivo",
dans les lamelles intergranaires et les thylakoTdes n'a pas
encore ¢té resolu clairement. Méme si la majorité des cher-
cheurs reconnalt que la molécule doit €tre orientéepréféren-
tiellement dans la structure en '‘couches d'un disque granaire
(schéma: 3 ) le degré d'orientation et 1'angle que fait
1'anneau pbrphyrine avec la surface du thylakolde restent
encore imprécis.

Certains auteurs considérent que les molécules de pigments
sont faibleﬁent orientées (167 a 170) par contre d'autres
pensent que la chlorophylle occupe une surface bien déterminée,

respectant un Mangle magique'. (73, 171 a 174)

2."Tn vitro"
Des études, en monocouches, tendent aussi a apporter quelques
précisions concernant le sujet (175 -5 176). Dans ce cas également

une certaine orientation de la chlorophylle est signalée.

Plusieurs moyens sont actuellement employés, notamment:

-~

- quantification du potentiel électrique généré a

travers "la membrane' au cours des illuminations



158

- polarisation de 1'absorption lumineuse
- dépolarisation de la fluorescence
- dichrolfsme magnétique

pour n'en citer que quelques uns.

2. Résultats expérimentaux

A 1'aide du polariseur annexé sur spectrofluorimétre laser He/Ne
nous avons essay® de mettre en Cvidence 1'orientation possible de 1la
chlorophylle a en monocouches.

Plusieurs séries d'expiériences ont été effectuées a4 1'aide de
lamelles de quartz préalablement recouvertes d'arachidate de cadmium
pour assurer une meilleure déposition des pigments chlorophylliens.

Comme dans les manipulations précédentes, seules les lamelles
dont les rapports de déposition étaient trés bons(soit supérieurs
a 0.9) sont utilisées.

Une seule monocouche de chlorophylle a recouvre chacune des faces,
et dans tous les cas nous avons obtenu des résultats identiques.

- 1'intensité de fluorescence de la chlorophylle a
varie suivant 1'angle de polarisation de la lumiére
incidente qui frappe 1'échantillon

- cette variation est réguliére et donne une courbe
sinusofdale lorsque l'angle de polarisation varie de

0° a 360°.
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Afin d'éliminer toute cause d'erreur)due par exemple a la perte
naturelle de la fluorescence de la chlorophylle a lorsqu'elle
est irradiée pendant un certain temps avec une source continue
de lumiére, les mesures de 1'intensité de fluorescence ont été
prises
- soit immédiatement, dés 1l'ouverture de l'obturateur
au maximum de fluorescence
- soit dans la partie linéaire horizontale de la courbe
de décroissance de la fluorescence
de la chlorophylle a en fonction
du temps (figure 28).
Dans le premier cas chaque lamelle n'é@tait utilisée que pour une
ou deux mesures:

— la détermination de I, intensité de fluorescence de la

H

chlorophylle a pour un angle de
polarisation égal & 0° (figure 29)

- la détermination de I intensité de fluorescence de la

]

chlorophylle a pour un angle de

polarisation donné.

Dans le deuxiéme cas, une vérification de 1l'existence de la fluo-
rescence est faite aprés l'obtention du spectre de décroissance

de la luminescence en fonction du temps.
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intersitée relaiive de fluorescence

DECROISSANCE de la FLUORESCENCE
i d'une lamelle de CHLOROPHYLLE a
en fonction du temps

. laser He/Ne; 5 mW

091

temps (minutes)



29 GpECTRE DE FLUORESCENCE de la

CHLOROPHYLLE a a Iétat de MONOCOUCHE
A excitation :632.8 nm

A
Chlorophylle a (2 monocouches) sur
Arachidate de Cadmium (5 monocouches)
(sensibilité 100 nanoamp)
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Des tableaux tels que celui de la pagel63(tableau 16) nous ont
permis de tracer la figure 30,

Elle indique clalrement qu'il existe une orientation de la
chlorophylle a en monocouches qui ne peut étre imputée a la
structure de la lamelle de quartz 'nue'" ou recouverte d'acide
drachidique. En effet, des spectres de fluorescence ont étée
pris en fonction de 1'angle de polarisation de la lumiére inci-
dente, pour ces deux derniers cas:

Aucune fluorescence ni aucune variation de la ligne de base
n'ont été observées.

De plus, des fllms de chlorophylle a ont ¢té également étudiés:
Leurs spectres de fluorescence ne montraient aucune variation de
1'intensité lumineuse émise par cux en fonction de 1'angle de pola-
risation. (figure 31)

les expdriencés que nous avons réalisées jusqu'd présent ont été

faites avec des lamelles orientées comme indiqué dans le schéma 11-



163

Tableau 16: Dépolarisation de la fluorescence de la

chlorophylle a en monocouche.

Spectrofluorimétre laser He/Ne: A\ excitation 632.8 nm.

Lamelle no. 3:

Caractéristiques: Rapport de déposition

de 1'acide arachidique: 0.94

Rapport de déposition
de la chlorophylle a: 1.04

Degré de rotation du polariseur I, cm I cm I

Io

0 17.3 17.3 1
30 17.15 15.8 0.92
60 17.0 14.25 0.84
90 16.75 13.4 0.8
120 16.5 14.25 0.86
150 16.35 15.8 0.97
180 16.2 16.2 1.0
210 16 15.7 0.98
240 15.85 13.6 0.86
270 15.65 13.3 0.84
300 15.49 14.2 0.92
330 15.37 15.25 0.99
360 15725 16.1 1.05
0 15 1 s, 1 1.0

o

I, cm - intensité de fluorescence de la lamelle a 0

I cm

!

intensité de fluorescence de la lamelle 3 un angle déterminé



tig 30

VARIATION de lintensité de FLUORESCENCE de
MONOCOUCHES de CHLOROPHYLLE a en fonction
cle l'angle cle POLARISATION de la lumiéreincidente

0 30 & 90 20 B0 B0 20 20 250 30 B0 3BO

degré de rotation

791



fig3n

FLUORESCENCE de la CHLOROPHYLLE «a
a I'état solide : FILM ; A excitation; 632.8nm

(a)spectre de fluorescence du film _Chiorophylle a .
(b) variation de la fluorescence en fonction de I“angle
de molarisation de la lumiére inciderme Xémis.:674 nm
( sensibilité;100 nancamp. 50 mv)

I (b)

intensité relative de fluorescence
irtensité rejative de fluorescence

69T

229 longueurggnde( nm) A0 0 BOdegrgb de %Q.Gilo;éo 150 B0 ©
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VI - CONCLUSION

La présente étude nous améne d établir les conclusions
suivantes concernant 1'obscur probléme du transfert d'énergie
entre les pigments photosynthétiques:

= Un transfert d'énergie non radiatif, par résonance in-

duite, de la chlorophylle a vers le B-caroténe est
possible.
Dans les conditions: A excitation = 632.8 nm
-7
Ephlorophylle 31 < 1.0 x 10 M
-6 S -4
10 x 10 = M < [B-caroténe| < 5.0 x 10 M
la constante de quenching de la chlorophylle a par le
- - 8 -1 -
R-caroténe = 6.6 x 10 mole X sec

Lorsque la concentration du B-caroténe est supérieure a

5.0 x lO'—4 M, un mécanisme différent de celui-ci a lieu.

- Dans le thylakoYde, il semble trés probable que les
molécules de chlorophylle a soient orientées préféren-
tiellement comme le montre le comportement de ce pigment

en monocouche.

D'autre part:
- La zone de "self-quenching" de la chlorophylle a s'étend
dans des domaines ou sa concentration est supérieure &
8.0 x 107 .

- A partir du mélange 1 B-caroténe: 4 acide arachidique",
ftabli comme étant idéal,

l.La courbe de pression de surface du B-caroténe s'avére
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identique 3 celle obtenu par Leblanc, R.M., Orger B.H. (164).

Nous avons également confirmé que:
- Le B-caroténe n'est pas un pigment fluorescent a la
température de la piéce.
et nous mettons en évidence qu'
- Il fait partie du systéme "trappe" du thylakoilde ol est
retenue 1'énergie nécessaire au déclanchement de la photo-

synthése.

Nous avons vu que le B-caroténe joue le r6le d'un accepteur
dans la chaine de transfert d'énergie entre les pigments photo-
synthétiques, or son spectre d'absorption montre qu'il n'absorbe

pas dans le rouge.

Faut-il supposer, qu'aprés excitation par de la lumiére 3
633 nm, un certain pourcentage de chlorophylle a amené dans un
état triplet, transfére une partie de 1'énergie acquise au

?

f-caroténe lui-méme dans un état métastable’

Le schéma (E) , & la page 56, montre qu'une telle transition

* %
II -l est vraisemblable.

Une autre hypothése peut €tre envisagée:

La chlorophylle a, a4 1'état de monomére, initialement "isolée"
dans le thylakolde, aurait tendance 3 se réorienter de maniére 3
assurer une forme de couplage avec le f-caroténe, forme sous

laquelle le caroténofde joue le role d'accepteur.
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Pans des études ultérieures, qui feront 1'objet d'une re-
cherche pour 1l'obtention du dipldme de Doctorat, nous essayerons
de prouver qu'

- Un transfert d'énerpie B-caroténe > chlorophylle a existe

également.

- I1 est prépondérant comparé a celui chlorophylle a

-+ f-caroténe.

- FEn captant 1l'énergie lumineuse, dans la région '"bleu"

du spectre, le caroténolde prévient la photooxydation

de la chlorophylle a.

Nous préciserons:

- La vitesse de transfert d'énergie entre la chlorophylle a
et le B-caroténe.

- La propriété éventuelle qu'a le B-caroténe de 'quencher'
1'état singulet de la chlorophylle a.

- L'orientation de la chlorophylle a en monocouche mixte
(chlorophylle / B-caroténe) aprés absorption de 1'énergie
lumineuse émise par le spectrofludrimétre He/Cd (A excltation:

441.6 nm).
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