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RÉSUMÉ 

Les organismes photosynthétiques peuvent, suite à l'absorption 

d'énergie lumineuse, transformer de l'eau et du gaz carbonique en gluci-

des et en oxygène. L'énergie solaire est drainée vers deux centres réac-

tionnels où, dans des conditions optimales, une grande quantité est emma-

gasinée à des fins photosynthétiques. 

La spectroscopie photoacoustique mesure le dégagement de chaleur 

d'un échantillon suite à l'absorption de lumière. Ceci permet l'établis-

sement d'une carte chromophorique de l ' échantillon appelée profil de pro-

fondeur. Dans le cas d'une feuille, il devient aussi possible, grâce à 

la spectroscopie photoacoustique, de déterminer le dégagement d'oxygène 

consécutif à l'activation de l'appareil photosynthétique. Nous utilisons 

cette technique afin de mesurer l'activité photosynthétique de l'érable à 

sucre, du haricot, de l'impatiens et du maïs. 

Les profils de profondeur des plantes à l'étude sont présentés. Ils 

permettent de visualiser la présence des principaux pigments photosynthé-

tiques ainsi que leur localisation à l'intérieur des différentes couches 

de la feuille. Outre cet aspect morphologique, des données d'ordre phy-

siologique sont aussi obtenues. Dans un premier temps, nous définissons 

les paramètres photoacoustiques optimaux d'utilisation. C'est ainsi que 

les effets du temps, de la fréquence de modulation et de l'intensité des 
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faisceaux actinique et modulé sur le signal photoacoustique sont caracté-

risés. Par la suite, nous nous servons de ces conditions expérimentales 

afin d'évaluer l'activité photosynthétique des plantes à l'étude. L'Im-

patiens présente la plus forte activité suivie dans l'ordre par le maïs, 

le haricot et l'érable à sucre. 

L'érable à sucre possède une activité photosynthétique bien infé-

rieure à celle des autres plantes. Nous· émettons l' hypothèse que la pho-

torespiration, un mécanisme régulateur de la photosynthèse pourrait 

expliquer cette faible activité. En utilisant différents mélanges gazeux 

et de l'acide glycidique, un inhibiteur de cette voie métabolique, nous 

suggérons que l' activi té photosynthétique, telle que détectée en spec-

troscopie photoacoustique est modifiée par la photorespiration. 

Ainsi, le présent travail caractérise les paramètres d'utilisation 

de la technique photoacoustique en vue de travaux ultérieurs portant sur 

le dépérissement des forêts. De plus, une analyse de la régulation de la 

photosynthèse est entreprise, ce qui permet d'apporter un éclairage 

nouveau sur les mesures photoacoustiques de l'activité photosynthétique. 
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CHAPITRE 1 

INTRODUCTION 

A) LA PHOTOSYNTHÈSE 

La photosynthèse est un processus métabol ique fondamental pour tous 

les êtres vivants. En permettant la transformation de l'énergie solaire 

en énergie chimique, elle constitue la source immédiate d'énergie pour 

les plantes vertes et les autres autotrophes photosynthétiques. De plus, 

elle représente la source ultime d'énergie pour tous les organismes hété-

rotrophes par l'intermédiaire des chaînes alimentaires présentes dans la 

biosphère. 

1) Historique de la photosynthèse 

Les recherches sur cette mystérieuse boîte noire qui constitue la 

clef de la vie sur Terre ne datent pas d' hier. Déjà au IVe siècle 

avant notre ère, Aristote constata que la lumière était nécessaire à 

la croissance des plantes. Beaucoup plus tard, S. Hales (1727) dé-

montra la justesse de cette assertion, en plus de proposer que l'air 

avait un rôle à jouer dans la nutrition des végétaux. J. Priestley 

(1771) fut le premier à montrer que les plantes échangeaient des gaz 
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avec leur environnement, l'oxygène étant rejeté. J. Ingenhousz 

(1780) prouva que le dégagement d'oxygène nécessitait de la lumière. 

N. de Saussure, au début du XIXe siècle, établit que, dans 

l'obscurité, les plantes respiraient, inhalant de l'oxygène et reje-

tant du gaz carbonique. De plus, il fut le premier à relier l'eau au 

processus photosynthétique. Les travaux de J. Sachs, au mil ieu du 

XIXe siècle, permirent de découvrir que la chlorophylle se trouvait 

uniquement dans les chloroplastes et que l'amidon constituait lui 

aussi un produit de la photosynthèse. Les pigments de chlorophyl-

les ~ ~  responsables de l'absorption lumineuse, ne furent isolés 

et caractérisés qu'en 1918 par Wilstatter et Stoll. 

C. Blackman (1920) mena des expériences qui sont à la base du 

concept des deux photosysnthèses; une, 1 umi neuse (photochimi que) et 

l'autre sombre (enzymatique). C.B. van Niel mit en évidence la simi-

litude des processus photosynthétiques des bactéries et des végétaux. 

Les travaux de R. Hill (1939) permirent de conclure que l'oxygène 

dégagé par des chloroplastes provenait de l'eau, lorsqu'on y ajoutait 

des accepteurs d'électrons appropriés. 

Les années cinquante constituèrent une véritable plaque tournante 

dans les recherches au niveau de la photosynthèse. D. Arnon montra 

que le NADPH constituait un produit final des réactions lumineuses et 

qu'il était important dans la réduction ultérieure du C02. De 
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plus, il démontra que la phosphorylation, la formation d'ATP, était 

liée à la présence de lumière. Pendant ce temps, M. Calvin et ses 

collaborateurs, grâce à l'utilisation de marqueurs radioactifs éluci-

dèrent le côté biochimique de la photosynthèse en découvrant comment 

le C02 est métabolisé à l'intéri€ur d'un cycle qui porte maintenant 

son nom. De plus, les étu"des sur la fixation du C02 permirent de 

scinder les plantes en deux grandes catégories. 

R. Emerson, en examinant l'activité photosynthétique à l'inté-

rieur du spectre visible, conclut que deux longueurs d'onde, une, 

i nféri eure à 680 nm et une seconde, supéri eure à 700 nm, étai ent 

nécessaires afin de maximiser cette activité. Cette découverte est à 

l' ori gi ne du concept des deux photosystèmes que nous connai ssons 

aujourd'hui. Toujours à la même époque, Hill et Bendall décrivirent 

les réactions lumineuses comme une suite de réactions d'oxydo-réduc-

tion dont les deux photosystèmes, rel iés en série, sont les agents 

moteurs. 

les articles qui ont servi à présenter ce bref historique sont 

les suivants: Bidwell, 1979; Clay ton, 1980; Salisbury et Ross, 1978; 

Sheeler et Bianchi, 1987. 
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2) Description de la photosynthèse 

L'étude de la photosynthèse requiert la collaboration de scienti-

fiq'ues oeuvrant dans plusieurs champs disciplinaires. Les trois com-

posantes de ce processus, l'absorption de l'énergie lumineuse et sa 

transformation, la synthèse glucidique et le dégagement d'oxygène 

forment autant de grands axes de recherches. 

L'énergie quantique capturée par l'organisme photosynthétique est 

transformée en énergie potentielle chimique présente dans les liens 

des gl ucides. Cette transformation démarre ainsi le cycle énergéti-

que dans la nature. Quant à l'oxygène dégagé au cours de la photo-

synthèse, il devient l'ultime agent oxydant des réactions du métabo-

lisme cellulaire des êtres vivants. 

Dans la cellule végétale (figure lb), l'organite responsable de 

l'activité photosynthétique est le chloroplaste (figure le). D'une 

taille pouvant varier de 1  à 10 ~  leur nombre peut passer de 1 dans 

certaines algues eucaryotes comme Chlorella jusqu'à 40 dans les cel-

l ules des végétaux supérieurs (Lehninger, 1981). Les chloroplastes 

sont, avec les mitochondries, les seuls organites à posséder de l'ADN 

extra-nucléaire (Sheeler et Bianchi, 1987). Ils contiennent aussi de 

l'amidon présent sous forme de granules. 
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Figure 1: Niveaux organisationnels de la photosynthèse chez les végé-
taux. Schémas de coupes transversales d'une feuille (a), 
d'une cellule végétale (b) et d'un chloroplaste (c). Tirées 
de Alberts et al., 1983. 
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Les chloroplastes sont entourés d'une membrane externe unique et 

continue. De plus, une membrane interne forme, su 'ite à des replie-

ments, des aisques dits thylacoïdes. Ces disques se retrouvent en 

empilements nommés 'grana (figure le). Le stroma, liquide dans lequel 

baigne les grana, contient la majeure partie des protéines utiles à 

la photosynthèse, en plus des acides nucléiques chloroplastiques et 

des granules d'amidon. Les membranes thylacoïdiennes possèdent tous 

les pigments photosynthétiques ainsi que les protéines nécessaires 

aux réactions primaires de la photosynthèse. 

L'acte photosynthétique peut être scindé en deux parties: (i) la 

première, dite phase lumineuse, comprend les réactions photochimiques 

d'absorption et de transformation de l'énergie lumineuse. (ii) Quant 

à la seconde, la phase obscure, elle est constituée des réactions 

enzymatiques qui fixent le C02. 

La figure 2 schématise l'ensemble des réactions photochimiques et 

biochimiques à la surface et dans la membrane thylacoïdienne. Les 

photons de lumière sont absorbés par les complexes antennes qui drai-

nent cette énergie jusqu'aux centres réactionnels des photosystèmes l 

et II. A cet endroit, la chlorophylle (probablement une paire spé-

ciale) perd un électron qui est entraîné au travers de la chaine 

transporteuse d'électrons jusqu'à l'accepteur final, le NADP+. 
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Le photosystème II constitue le site où l'eau se scinde, libérant 

les électrons nécessaires à la réoxydation de la chlorophylle, et de 

l  '.oxygène, produit de la photosynthèse. Les électrons, en passant au 

niveau de la plastoquinone, amènent des modifications de cette molé-

cule. Ceci permet le passage de protons, ce qui conduit à l'établis-

sement d'un ~  électrochimique de protons de part et d'autre de 

la membrane thylacoïdienne. C'est ce gradient de protons qui est à 

l'origine de la synthèse de l'ATP, une molécule hautement énergéti-

que. Cette synthèse se produit lors du passage des protons à l'inté-

rieur de l'ATP-synthétase. Cette réaction se nomme la photophospho-

rylation. L'ATP et le NADPH formés au cours de ces réactions servi-

ront au cours de la phase obscure. Ainsi, la phase lumineuse de la 

photosynthèse pourrait se resumer comme étant: 

4  h'J 

2 H20 +2 ADP +2 p. +2 NADP+ --+) 02 +2 ATP +2 NADPH +2 H+ 
l 

La fixation du gaz carbonique et sa réduction en glucose se pro-

duisent à l'intérieur des réactions enzymatiques du cycle de Calvin 

(figure 3). 

L'enzyme ribulose diphosphate carboxylase oxygénase (Rubisco) est 

responsable de la fixation du C02 atmosphérique. Elle transforme 

une molécule de ribulose 1,5-diphosphate (RuDP) et une de C02 en 

deux molécules de 3-phosphoglycérate (3-PGA). Cette enzyme repré-

sente jusqu'à 50% de toutes les protéines chloroplastiques d'où son 
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surnom de l ' enzyme la plus abondante au monde (Ellis, 1979). Le 

NADPH et l ' ATP utilisés à l'intérieur du cycle de Calvin proviennent 

des réactions lumineuses étudiées précédemment. 

Le bilan de la production d'une molécule d'hexose peut s'écrire: 

6 C02 +18 ATP + 12 NADPH + 12 H+ +12 H20 

~ 

Le processus photosynthétique exp1 iqué jusqu ' ici est cel ui des 

plantes dites en C3 car le premier composé formé comprenant le 

C02 est le 3-PGA, une molécule à 3 atomes de carbone. Ce processus 

est dominant dans le monde végétal. Certaines plantes, telles la 

canne à sucre et le maïs, métabolisent le C02 en produis-ant - une 

molécule à quatre atomes de carbone, l'oxaloacétate. La phosphoénol-

pyruvate (PEP) carboxylase agit ici comme l'enzyme fixatrice du C02 

sur le PEP à l'intérieur des cellules du mésophylle. Par la suite, 

le C02 est transporté au niveau des cellules périfasciculaires où 

le cycle de Calvin se produit (figure 4). 

La PEP carboxylase, à cause de son insensibilité à la concentra-

tion d'oxygène, permet d1augmenter ia concentration de C02 à l'in-

térieur de la feuille, accroissant de ce fait l'activité carboxylante 

de la Rubi sco. La photosynthèse de ce type de végétaux se révèl e 
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Figure 4: La fixation du  C02 chez les végétaux en C4. Tirée de 
Lehninger, 1981. 
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a insi pl us efficace que celle des plantes en C3 (Somerville et 

Somerville,1984). 

La Rubisco, outre sa. fonction de carboxylation, possède aussi un 

site de fixation de l'oxygène qui entre en compétition directe avec 

celui du C02. Le RuDP est encore ici le substrat de la réaction, 

produisant une molécule de 3-PGA et une autre de phosphoglycolate. 

Ainsi, on gaspille une partie des molécules utiles à la photosyn-

thèse. La molécule de phosphoglycolate sera dégradée dans le proces-

sus de photorespiration (figure 5). 

La pho toresp i ra t ion ut il i se comme sub s tra ts 1 e pho sphogl yco l a te 

et l'oxygène atmosphérique. La dégradation des molécules de phospho-

glycolate requiert la coopération de plusieurs organites cellulaires 

(figure 5) et de multiples enzymes. Cet ensemble de réactions néces-

sitant une sur-utilisation de molécules de 11ADPH et d'Arp produites 

pendant les réactions lumineuses, il constitue en quelque sorte un 

gaspillage énergétique (Osmond, 1981). Certains chercheurs y attri-

buent aussi une fonction de protection ( Somervi 11 e et Somervi 11 e  , 

1934; ~ 1987).La p'tlOtorespiration est plus élevée chez les 

plantes en C3 puisqu'elles ne possèdent pas de mécanisme pour con-

centrer le C02. 

Le Tableau 1 résume quelques caractéristiques différenciant les 

végétaux en C3 et en C4. 
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Tableau 1 

Quelques points de comparaison de la photosynthèse 

chez les plantes en C3 et en C4 

Caractéri sti que 

Anatomie de la feuille 

Enzyme carboxylante 

Demande énergétique 
théorique afin de 
fixer le C02 . 
(C02:ATP:NADPH) 

Point de compensation 
en C02 (ppm) 

T aux maximal 
photosynthétique 
(mg CO 2/ dm2 / h ) 

Taux maximal de 
croissance 
(g poids sec/dm2/j) 

Sens ibil i té de la 
photosynthèse à 
l'oxygène (1-21%) 

Température optimale 
de croissance (OC) 

Réponse de la photo-
synthèse nette à une 
augmentation de l'in-
tensité lumineuse 

Photosynthèse en C3 

Présence uniforme des 
cellules du mésophylle 
à l'intérieur de la 
feuille 

Rubi sco 

1:3:2 
(jusqu'à 1:10:6 en con-
ditions de photorespi-
ration) 

30 à 70 

15 à 40 

19,5 ± 3,9 

Oui 

20 à 25 

Saturation atteinte 
entre 1/4 et 1/3 de 
l'intensité solaire 

Photosynthèse en C4 

Couche définie de 
cellules périfas-
ciculaires entou-
rée des cellules 
du mésophylle 

PEP carboxylase 
puis Rubisco 

1:5:2 

o à 10 

40 à 80 

30,3 ± 13,8 

Non 

30 à 35 

Proportionnelle à 
l ' i n te n si té l um i -
neuse jusqu'à une 
saturation à l'in-
tensité solaire 
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B) LE DÉVELOPPEMENT DE LA SPECTROSCOPIE PHOTOACOUSTIQUE 

Le concept sur lequel l'effet photoacoustique repose découle d'expé · 

rimentations effectuées par Alexander Graham Bell il y a un siècle (Bell, 

1880). A ce moment, il découvrit qu'en illuminant de façon intermittante 

un solide placé dans un volume isolé, il se produisait un son audible 

(Bell,1880). Il appela cet appareil le photophone, puisqu'à cette 

époque, ses travaux sur le téléphone progressaient. Le spectrophone, un 

dérivé du photophone original est présenté à la figure 6. 

-

Figure 6. Le spectrophone d'Alexander Graham Bell (tirée de Bell, 1881). 

Avec cet appareil, c'est le soleil qui constitue la source de rayon-

nement, 1 a roue d'une mach i ne à coudre fa i t offi ce de modul a teur alors 

que l'oreille humaine agit comme détecteur. 
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C'est à l'aide de cet instrument que Bell et son collaborateur, Sum-

ner Ta inter, étendirent leurs recherches aux 1 iquides et aux gaz. . Il s 

purent constater que les liquides généra,ent les signaux acoustiques les 

plus faibles, alors que les signaux étaient supérieurs avec des gaz 

absorbants. Il est intéressant de noter au passage que Bell tenta de 

modifier son spectrophone afin de le rendre utile aux militaires (Bell, 

1881); comme quoi le dilemme du chercheur face à l'armement ne date pas 

d' hier ... 

Parallèlement à ces travaux, des chercheurs européens expérimentèrent 

l'effet photoacoustique. John Tyndall travailla sur les gaz (Tyndall, 

1881), de même que Wilhelm Roentgen (1881) alors que Mercadier mena des 

manipulations sur les solides, les liquides et les gaz (Mercadier, 1881). 

Tous ces chercheurs tentèrent d'expliquer l'effet photoacoustique. 

Dans le cas des gaz, la connaissance des principes de base de leur 

comportement permit une explication juste. En absorbant la lumière, le 

gaz se réchauffe, ce qui" dans une ce 11 ul e fermée, se tradui t par une 

élévation de la pression. C'est cette variation de pression qui est à 

l'origine du mouvement du diaphragme sis à la sortie et qui, éventuelle-

ment, produit le son. 

En ce qui a trait aux liquides, aucune explication ne fut tentée par 

les chercheurs du XIXe siècle. Par contre, plusieurs hypothèses furent 

formulées pour décrire l'origine de l'effet photoacoustique dans les 

solides. 
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Bell remarqua que les corps foncés et spongieux produisaient les 

signaux les plus intenses. Il émit l'explication selon laquelle les par-

ticules ùu solide, suite à l'illumination, sont réchauffées et, par con-

séquent, se dil atent. Ceci cause une contraction des espaces entre ces 

particules. Ainsi, comme une éponge que l'on presse, l'air est expulsé. 

En stoppant l'illumination, le processus inverse se produit (Bell, 1880). 

Lord Rayleigh proposa que la génération de l'onde acoustique était 

due à un échauffement inégal des deux surfaces de l'échantillon, causant 

ainsi une dilatation supérieure d'un côté. C'est la vibration mécanique 

s'ensuivant qui provoquait le son audible (Rayleigh, 1881). 

Mais ce sont les hypothèses de Mercadier (1881) et de Preece (1881) 

qui se rapprochèrent le plus de la théorie actuelle. Selon Mercadier, 

l'effet photoacoustique provenait d'un mouvement vibratoire de la couche 

gazeuse à la surface de l'échantillon. Il était créé par l'échauffement 

et le refroidissement alternatifs de l'échantillon, suite à l'absorption 

des radiations intermittentes. Preece lui aussi pensa à la couche de gaz 

superficielle, la chaleur originant de la "dégradation" de celle absorbée 

par l'échantillon. 

Mal gré l'engouement initial, l'intérêt porté à cette méthode décrut 

rapidement. La diffi culté de quantifi er l'effet photoacousti que s'avéra 

un facteur important. D'un point de vue technique, la faiblesse des 

sources lumineuses (Luscher, 1981) et le manque de sensibilité du 
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détecteur, l'oreille, (Rosencwaig, 1980) constituèrent les principales 

pierres d'achoppement. 

L'avènement du microphone provoqua une renaissance de la spectrosco-

pie photoacoustique. Viengerov commença à utiliser la méthode afin 

d'évaluer les concentrations des divers composants de mélanges gazeux 

(Viengerov, 1938). Pfund (1939) et Luft (1943) développèrent la techni-

que et atteignirent une sensibilité de l'ordre de la ppm. Par la suite, 

ce type de mesures constitua la principale application de la spectrosco-

pie photoacoustique. 

Les travaux en phase gazeuse eurent aussi pour but d'étudier les pro-

cessus de désexcitation et de transfert d'énergie. Gorelik (1946) fut le 

premier à proposer que la mesure de la phase du signal photoacoustique 

pouvait servir à observer le taux de transfert d'énergie entre les 

niveaux vibrationnels et translationnels des molécules. 

L'étude de l'effet photoacoustique dans les solides ne recommença 

qu'au début des années soixante-di x sous l' impul s ion de Harshbarger et 

Robin (1973) des Laboratoires Bell. Allan Rosencwaig poursuivit leur 

travail. Avec son collaborateur Allen Gersho, ils élaborèrent une théo-

rie de l'effet photoacoustique dans les solides, théorie encore en usage 

aujourd'hui (Rosencwaig et Gersho, 1976; Rosencwaig, 1980). Nous discu-

terons cette théorie un peu plus loin. 
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Les applications de la spectroscopie photoacoustique au domaine bio-

logique ne datent que d'une dizaine d'années. L'avantage de la spectros-

copie photoacoustique réside dans le fait qu'on mesure la chaleur déga-

gée, contrairement aux méthodes spectroscopiques usuelles où l'on déter-

mine l'intensité de la lumière réfléchie ou transmise. Ainsi, on évite 

l es al éas d'échantillons opaques ou hautement diffusants, problème cou-

rant avec le matériel biologique (Braslavsky, 1986). De plus, une varia-

tion de la fréquence de modulation permet de sonder différentes épais-

seurs du spécimen étudié, caractéristique unique chez ce type de méthodes 

(Adams et Ki rkbri ght, 1977). 

Plusieurs articles ont été écrits sur des chromophores photosynthéti-

ques placés sur des supports artificiels afin d'étudier l'effet de l'en-

vironnement. Dans un premier temps, les études ont porté sur des systè-

mes modèles afin de vérifier l'état d'agrégation de la chlorophylle en 

monocouches et en mul ti couches (Désormeaux et Lebl anc, 1985). Upadhyaya 

a analysé les transferts d'énergie de la chlorophylle dans l'acétone 

(Upadhyaya. 1985; Upadhyaya et ~  1985). De plus, Frackowiak et ses 

collaborateurs (Frackowiak et ~  1985a et b) ont étudié les biliprotéi-

nes dans des films d'alcool de polyvinyle avant de déterminer l'effet de 

l'orientation des thylacoïdes et des chloroplastes dans ce même milieu 

(Frackowiak ~~  1985c). Des matrices d'albumine ont aussi été utili-

sées afin d'analyser l'effet des cations (Thomasset et ~  1982) et de 

la photoinhibition (Carpentier et ~  1987) sur les membranes thylacoï-

d iennes. 
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La technique du profil de profondeur permet de sonder différentes épaisseurs 

de l'échantillon, et ce, de façon non destructive. La localisation de divers 

chromophores à l'intérieur de spécimens complexes peut être réalisée (Adams et . 

Kirkbright, 1977). Ainsi, Mackenthum et al., (1979) ont pu étudier les 

caroténoprotéines de la carapace de homard. O'Hara et al. (1983) ont démontré la 

position différente de divers pigments d'un lichen tandis que Buschmann et Prehn 

(1983) ont fait de même avec des feuilles de radis. La localisation de la B-carotène 

dans la peau a été effectuée par Anjo et Moore (1984) alors que Giese et ses 

collaborateurs (Giese et a1., 1986) ont observé la pénétration d'écrans solaires dans 

l'épiderme. La distribution chromophorique à l'intérieur de la rétine a aussi été 

réalisée (Boucher et al., 1986). Afin d'améliorer le rapport signal sur bruit, Pessoa 

et al., (1985) ont développé une technique de résolution de phase et l'ont utilisée lors 

de l'étude de l'action d'herbicides sur le maïs (Néry et al., 1987). 

Outre cet aspect morphologique, une seconde application de la spectroscopie 

photoacoustique, plus physiologique, a été développée en grande partie par les 

équipes du Centre de recherche en photobiophysique de l'Université du Québec à 

Trois-Rivières et de l'Institut Weismann de Rehovot, en Israël. L'activité 

photosynthétique peut être mesurée par la biais de l'emmagasinage d'énergie ainsi 

que par le dégagement d'oxygène (Bults et al., 1982; Poulet et al., 1983). Ici encore, 

l'aspect non destructif de la méthode permet la réutilisation de l'échantillon à d'autres 

fins. Nous discuterons plus en détail cette méthode ultérieurement. 
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Appliquée à la ~  Anacystis nidulans, par Carpentier et ses collabo-

rateurs (Carpentier et al., 1983a et b, 1984) la technique a permis l'étude de la distri-

bution de l'énergie suite à son absorption ainsi que celle de l'activité photosynthé-

tique proprement dite. Les travaux effectués sur la cyanobactérie Anabaema 7120 

ont analysé la conversion d'énergie autour du photo système 1 (Carpentier et al., , . 

1986). Fragata et al., (1987), en mesurant la dissipation d'énergie de particules de 

photosystèmes II d'orge ont pu montrer le rôle de la phéophytine dans 

l'emmagasinage d'énergie photo synthétique. Finalement, des études sur les cellules 

périfasciculaires de feuilles de maïs ont permis de conclure que le photosystème II 

ne participait que partiellement à la réduction du photosystème 1 ayant plutôt un rôle 

de protection (Popovic et al., 1987a et b). 

Quant à l'équipe israélienne, ses travaux ont majoritairement porté sur des 

feuilles entières.  Bults et al., (1981, 1982) ont d'abord expliqué les différentes 

composantes du signal photoacoustique de la feuille. Poulet et al., (1983) ont ensuite 

élaboré une théorie basée sur les différences d'angle de phase entre les signaux 

thermiques et d'oxygène afin de déterminer l'activité photosynthétique de la feuille. 

Les travaux ultérieurs ont permis d'appliquer la méthode à l'étude des effets 

des stress environnementaux sur les plantes. Qu'il suffise ici de mentionner les tra-

vaux de Canaani et al., (1982a) sur le verdissement des plants de fèves, de Ronen et 

al., (1985) sur l'action de la pollution au S02 sur les lichens, de Yakir et al., (1985, 

1986) sur l'effet du stress thermique sur des plants de tomates. Havaux et al., ont 

travaillé sur les stress hydrique (1986a et b) et thermique (1987) chez des plants de 

tabac et de haricot. 
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D'un point de vue plus fondamental, les travaux de Canaani et al., (1 985a) sur 

des plants de tabac déficients en chlorophylle ont permis d'établir que les caroté-

noïdes présents possédaient un rôle protecteur. De plus, les recherches effectuées 

sur l'effet Emerson ont mené à la conclusion que, in vivo, la phosphorylation d'un 

enzyme était responsable de la régulation des transitions entre les états 1 et 2 

(Canaani et al., 1982b, 1984a et b, 1985b). 

Finalement, les dernières années ont vu poindre une variante de la spectrosco-

pie photo acoustique. L'utilisation de l'émission d'un laser pulsé comme source 

lumineuse permet une résolution dans le temps d'événements de l'ordre de la ns à la 

~  (Braslavsky, 1986). Les premiers travaux ont porté sur des molécules d'intérêt 

biologique telles la biliverdine (Braslavsky et al., 1983) et les phytochromes (Jabben 

et al., 1984). La première application de la technique, in vivo, sur des feuilles revient 

à Jabben et Schaffner (1985). L'avantage de cette méthode vient du fait que, étant 

plus sensible dans le domaine du temps, elle permet de séparer le signal thermique 

proprement dit du signal issu de la diffusion à l'intérieur du spécimen. Ce phéno-

mène est particulièrement important dans les feuilles (LaRue et al., 1985). Plus 

récemment encore, les états So-S4 du dégagement d'oxygène ont pu être mis en 

évidence par cette méthode (Mauzerall et al., 1988). 
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C) LES OBJECTIFS DU TRAVAIL 

La spectroscopie photoacoustique, comme nous l'avons déjà écrit, per-

met l'étude de l'activité photosynthétique sur différents types de spéci-

mens. Cette méthode sensible et non destructive est ici appl iquée sur 

des disques de feuilles. 

Les deux aspects de la méthodologie, le profil de profondeur et la 

mesure de l'activité photosynthétique sont utilisés afin de caractériser 

la photosynthèse au niveau foliaire. Comme nous envisageons d'étudier à 

court terme les effets des polluants atmosphériques sur les végétaux, la 

détermination de paramètres morphologiques et physiologiques de plantes 

saines constitue la base de travaux ultérieurs. 

Au niveau du profil de profondeur, nous nous attarderons particuliè-

rement à l'analyse des principales bandes observées dans nos échantil-

l ons. De plus, nous étudierons leur variation à l'intérieur de l'échan-

tillon. Quant aux mesures de l'activité photosynthétique, nous détermi-

nerons dans un premier temps les différents paramètres optimaux d'étude. 

Nous vérifierons les effets du temps, de la fréquence de modulation et de 

l'intensité des faisceaux actinique et modulé sur le signal photoacousti-

que. Par la suite, nous utiliserons ces paramètres afin de mesurer l'ac-

tivité photosynthétique de végétaux sains. 
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Au cours de nos expériences, nous avons observé un phénomène nouveau 

lors de ce type de mesures. Pour la première fois, il nous est apparu 

possible de détecter une activité photorespiratoire avec la méthodologie 

p hotoacousti que. La sèconde partie de ce travail relate les diverses 

manipulations effectuées nous menant à cette concluSion. 



CHAPITRE II 

LA SPECTROSCOPIE PHOTOACOUSTIQUE 

A) THtORIE DE L'EFFET PHOTOACOUSTIQUE DANS LES SOLIDES 

La théorie concernant l'effet photoacoustique dans les solides ne 

date que d'une quinzaine d'années et a été formulée par Allan Rosencwaig 

et Allen Gersho (Rosencwaig et Gersho, 1976; Rosencwaig, 1980). Selon 

cette théorie, la source primaire du signal photoacoustique provient du 

flot périodique de chaleur du solide vers la couche de gaz adjacente, 

suite à l'absorption modulée de la lumière excitatrice. 

1) tguations du flux de chaleur 

La lumière absorbée par le solide est convertie, en tout ou en 

partie, en chaleur suite à des processus de désexcitation non radia-

tifs. Le modèle développé par Rosencwaig et Gersho présente un flux 

de chaleur unidimensionnel résul tant de l'absorption de l'énergie 

1 umineuse. 

Partons d'une cellule photoacoustique cylindrique (figure 7) d'un 

diamètre 0 et d'une longueur L. Assumons que L est petite en compa-

raison avec la longueur de l'onde acoustique. Quant à l'échantillon, 
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il a la forme d'un disque de diamètre D et d 'épaisseur.R.. L'échan-

tillon repose sur un matériel de support d'épaisseur .R.b. matériel 

de faible conductivité thermique. exposant son autre surface au gaz. 

Ainsi. l'épais.seur de la colonne de gaz (.R,g) est donnée par l'équa-

tion: 

= L 

Avant d'aller plus loin. définissons les paramètres suivants: 

k· l est la conductivité thermique (cal cm-1 s-l °C-1) • 

Pi est la masse volumique (g cm-3) . 

C· l est la chaleur spécifique (cal g-l °c-1). 

w est la fréquence angulaire de modul at i on ( rad çl) (w = 2.7T.f). 

ex i = ki/Pi.Ci est la diffusivité thermique (cm2 S-1). 

ai = (w/2.exi)t est le coefficient de diffusion thermique (cm-l). 

~  = l/ai est la longueur de diffusion thermique (cm). 

(1) 

Le symbole i. représentant le matériel étudié. peut être remplacé 

par s. g ou b selon que nous analysions l'échantillon solide. le gaz 

ou le matériel de support. 

Considérons une source lumineuse monochromatique. modulée sinu-

soïdalement. de longueur d'onde À illuminant le solide avec une 

intensité (I): 
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1 = • (1 + cos w.t) (2 ) 

où 10 correspond au flux lumineux incident en W m-2• Soi t S , 

le coefficient d'absorption optique (cm-1) de l'échantillon à la 

longueur d'onde À. La densité de chaleur produite à n'importe quel 

point x suite a l'absorption lumineuse à ce point, est exprimée par 

lare lat ion: 

s 
•  e xp  ( S.x)·(l + cos w.t) (3 ) 

2 

Par la suite, établissons les équations de diffusion thermique. 

Ainsi, par une distribution uniforme de la source de chaleur dans le 

solide, nous obtenons l'équation: 

= ~  -A.exp(S.x). (1 + exp( j.w. t)) , -R,< x < O (4) 

où ~ correspond a la température, j à \f-1 et A = 

n étant l'efficacité à laquelle la lumière absorbée est transformée 

en chaleur via un processus non radiatif. 

Pour le gaz et le matériel de support, supposons qu'ils soient 

optiquement transparents. Nous obtenons ainsi les équations de dif-

fusion de chaleur: 
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Pour le matériel de support 

d2p 
= s!! 

dx2 a b dt 
- ~ + ~  < x < ~ (5) 

Pour le gaz 

~ = s!! 
dx
2 ag dt 

o < x < ~  (6) 

La partie réelle de la solution complexe de cP (x, t) des trois 

dernières équations représente la température dans la cellule relati-

vement à la température ambiante, en fonction de la position et du 

temps. Ainsi, les gradients de température dans la cellule photo-

acoustique sont donnés par l'expression: 

T(x,t) = Re (CP (x,t)) + <Il (7) 

où Re représente "la partie réelle de" et <Il est la température 

ambi ante. 

La sol ution des équations 4 à 6 est obtenue en appl iquant les 

conditions limites satisfaisant aux exigences de température et de 

continuité du flux de chaleur aux frontières de l'échantillon (x = 0 

et x = -R,). De plus, la température aux parois de la cellule (x = 

~  et x = -R, - ~  doit être égale à celle prévalant dans la 

pièce. 
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2) Distribution de la température dans la cellule 

La solution de ~ (x,t) nous permet de ~  la variation de 

la température dans la cellule en fonction de la position et du 

temps. La solution générale est exprimée par les relations suivantes: 

~ ( x, t) = (1 It b)' (x + t + t b). Ho + ~  exp[ab. (x + t  ) + j.w. t.] (8a) 

~ ( x, t) = el + e2.x + d.exp(S.x) + [U.exp(as'x) + V.exp(-os·x) 

-E.exp(S.x)].exp(j.w.t) (8b) 

~ (x, t) = ((1 -x) t g ) . 8
0 
+ 8 . exp ( -a g . x + j.w. t) (8c) 

où W, U, V, E et 8 sont des constantes complexes; el, e2, d, Wo 

et 8
0 
sont des constantes réelles et ai = (1 + j).ai. Remar-

quons aussi que 8 et W représentent les amplitudes complexes des tem-

pératures cycliques aux frontières éChantillon-gaz (x = 0) et échan-

tillon-matériel de support (x = -il respectivement. Quant à Wo et 

8
0
, ces valeurs comprennent la composante dc de la température aux 

surfaces de l'échantillon (x = 0 et - t). Les valeurs de E et de d 

sont données par les fonctions: 

A S l 
E 

0 
= 
(S2  _ i) 

= 2 i) 2.ks·(S 
(ga) 

d -A 
= 

S2 
(9b) 
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Remarquons que la distribution de la température dépendante du 

temps comporte des composantes ac et dc, de même qu'une autre, une 

exponentielle croissante. Toutefois, les auteurs omettent cette der-

nière dans la solution générale (équation 8) concernant le gaz et le 

matériel de support. En effet, pour toutes les fréquences w d' inté-

rêt, la longueur de diffusion thermique, )..t;, est petite comparati-

vement aux épaisseurs du gaz ~  et du matériel de support ~  

Ainsi, les composantes sinusoïdales sont fortement atténuées jusqu'à 

atteindre 0 près des parois de la cellule. 

Par la suite, il est possible de dériver les conditions de tempé-

rature et de continuité du flux de chaleur aux frontières échantil-

lon-gaz et échantillon-matériel de support. En appl iquant ces con-

traintes aux composantes dc et sinusoïdale de la solution, on peut 

déterminer les valeurs de el, e2, d, Wo et 80, De l a même 

façon, on peut calculer U, V, W et 8 à l'aide des équations 9a et 9b 

et en les appliquant sur la composante ac de la solution. 

Ces solutions permettent d'évaluer la distribution de la tempéra-

ture en fonction des paramètres optiques, thermiques et géométriques 

du systè.me. Comme solution explicite de 8 , l'amplitude complexe de 

la température cyclique à l'interface solide-gaz (x = 0) prend dès 

lors la forme de l'équation: 

Sol 
o 

2k ( S2  -i  ) 
s  s 

(r-l )(b+ 1 )exp(o ~ (r+ 1 )(b-l )exp( - 0 ~ )+2(b-r)exp( ~ ) 
( s s ) 

(g+l)(b+l )exp(o ~  -(g-l)(b-l)exp(-o ~  
s s 

(10) 
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b = 
(1l ) où 

9 
kg. ag 

= k s' a 5 

( 12) 

S 
r ::: (1 -j) (13) 

2 . a 
s 

L'équation 10 est évaluée pour des valeurs spécifiques de paramè-

tres comportant un nombre complexe, comprenant des parties réelles 

Ces parties déterminent respectivement 

les ~  en phase et en quadrature de la variation cyclique de 

la température à la surface de l'échantillon. 

3) Production du signal acoustique 

Comme nous l'avons vu, la variation cyclique de température dans 

l'échantillon produit un effet similaire dans le gaz, lequel est 

relié à la composante sinusoïdale (ac) de l'équation 8: 

cp ac (x,t) = G.exp (-0g.x + j.w.t) (14 ) 

En prenant la partie réelle de l'équation 14, nous obtenons la 

variation de température actuelle dans le gaz. 

Tac (x,t) ::: exp (-ag.x).[Gl.cos(w.t-ag.x) - G
2
.sin(w.t-ag.x)] 

(15 ) 
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La figure 8 montre que la composante de .la température de la phase 

gazeuse dépendante du temps décroît rapidement en fonction de la dis-

tance de la surface de l'échantillon. A une distance de ~  

nous n'observons plus de variation de la température. Ceci nous per-

. met de définir une couche gazeuse, égale à 2.ïT.)..1g, susceptible de 

répondre aux variations thermiques à la surface de l'échantillon. 

Nous pouvons calculer en fonction du temps la température moyenne 

du gaz à l'intérieur de cette couche limite en utilisant l'expres-

sion: 

f
2ïT)..1g 

cp (t) = (1/2.ïT.)..1g).0 cp ac (x,t) dx (16) 

En y appliquant l'équation 14, nous obtenons la fonction: 

cp (t) = (1/2. ~  [j.(w.t -il] (17) 

Ainsi, l'expansion et la contraction périodique de la couche 

l imite lui permettent d'agir comme un piston sur la colonne gazeuse 

de la cellule photoacoustique. En utilisant la loi des gaz parfaits, 

nous pouvons exprimer le déplacement de ce piston par la relation: 

uu G • )..19 
exp [j. (w. t  -% )] cSx ( t) = 2. ïT. )..1g. = (18) 

To 
V2. To 

ou T = cp + e 
0 0 
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Ceci se traduit, en assumant que le reste de la colonne se comporte 

adiabatiquement vis-à-vis l'action du piston, par la possibilité 

d'évaluer la pression acoustique dans la colonne en utilisant la loi 

des gaz adiabatiques. 

P.yY = Constante (19 ) 

où P représente la pression, Y, le volume gazeux de la cellule et Y , 

le rapport des chaleurs spécifiques. 

Ainsi, la variation de pression est donnée par l 'expression: 

oP (t) 
y  • P 

= --'-'V'---"'='o • 0 V 
o 

y  • P 
= __ ~  • ox (t) 

Q,g 
(20 ) 

Ce qui, en y introduisant l'équation 18 nous donne les équations: 

ou 

() Q [J'  ( TI )] oP t = .exp w.t-if 

Q = 

y  • P  • e 
o 

\f2·Q, ·a ·T 
9 g 0 

(21 ) 

(22) 

En combinant les équations 10 et 22 nous obtenons la relation: 

8  l Y P 
Q =  . 2 2) 

2 ~ k  • Q, . a  . T  . ( 8  -0" 
~  S 9  9 0 

.  o .. 0 

( r - l ) ( b + l ) exp ( 0" • Q, ) - ( r + l ) ( b - l ) exp ( -0" • Q,)+ 2 ( b - r ) exp ( -8 . Q,) 
( s s ) 

(g+l)(b+l )exp(O" .Q,)- (g-l )(b-l )exp(-O".Q,) 
.  s 

( 23) 
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Aux températures les plus courantes, T ~ 0, ce qui impl ique que 

les composantes dc de la distribution de température n'ont pas à être 

évaluées. Ainsi, ce développement permet de déterminer l'amplitude 

et la phase de l'onde acoustique produite dans la cellule par l'effet 

photoacoustique. 

4) Cas spéciaux 

L'interprétation de la formule 21 représentant la pression acous-

tique se révèle difficile, compte tenu de la complexité même de 

l'équation 23. Rosencwaig et Gersho ont simpl ifié cette relation 

dans certains cas bien précis. L'analyse de l'effet photoacoustique 

dans les solides s'en trouve ainsi facilitée. L'opacité optique a 

permis de regrouper les diverses situations. Trois catégories ont 

été instaurées, tenant compte de la longueur de diffusion thermique, 

~  de la longueur de l'échantillon, t , et de la longueur d'absorp-

tion optique, ~1  (où ~1  = 1/13, 13 représentant le coefficient d'ab-

sorption optique). Dans tous les cas considérés, on suppose que g < 

b et Que b = 1, ce qui impl ique que kg.ag < 

kb·ab = ks·as· 

La figure 9 illustre les six cas particuliers. Définissons Y 

y = 
y  • P  •  l 
o 0 ( 24 ) 

comme étant un terme constant apparaissant dans l'expression de Q. 
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Ici, les ca" décrivent des situations où la lumière est ab-

sorbée sur toute la longueur de l'échantillon, une partie étant· 

transmise. 

i) Soli des thermi quement mi nces (11 s » ~ ; 11 s > 11 B) 

En posant que ~  ~ ~  exp(+ 0s.n ~ 1 et 

r > 1 dans l'équation 23, nous obtenons la relation: 

Q 
~ 0 y 

(13 - 20 a 0 b  - j  o S ) = 
s 20 a °a ok g  b  b 

(25) 
( l - j ) 0 B 0 ~ \lb 

= 0 y 
2 0 a kb g 

Le signal acoustique est donc pro port i 0 nne 1 
, 

13 • a ~ et, 

~  l1b/ag est proportionnel à 1/w, il varie aussi 

selon w-1. Les propriétés thermiques du matériel de sup-

port sont à considérer. 

ii) Solides thermiquement épais (l1s > ~  l1s < l1B) 

En assumant que exp( -S. ~  1-S. ~  exp( 

1 ± ~ et r < 1, nous exprimons Q par l'équation: 

Q = 

= 

13 • ~ .y 
3 40k 0a °a ob 

s 9 s 

~ 

2  • a 
9 

\lb 

°kb 

+ j 

y 

± ° .Q,) Rl 
S 

(26) 
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L'expression de Q étant similaire à celle de l'exemple 

précédent, le' signal acoustique est donc proportionnel à ~ 

et à w-1. 

i i i) Sol ides thermiquement épai s (11 s < ~  11 s « 11 B) 

Dans ce cas, en plaçant ~  Rj 1 ~ , 

exp(- ~  Rj 0 et r « 1, Q est donné par l'expression 

Q = 
-joS Ol1

s ----
2 ° a g 

~ 0 

k 
s 

y (27) 

Remarquons que le signal acoustique est proportionnel à 

Ainsi, seule la lumière absorbée dans la première 

longueur de diffusion thermique contribue au signal; c'est un 

cas de saturation thermique. Nous pouvons conclure que 

seules les propriétés thermiques de l'échantillon se révèlent 

importantes. Ici, le signal est proportionnel à w-3/2. 

Ici, la majeure partie de la lumière est absorbée a une 

distance bien inférieure à la longueur de l'échantillon et ne 

permet virtuellement pas de transmission. C'est la situation que 

nous retrouverons lors de l'étude de feuilles. 



i} Sol ides thermiquement minces(].l s» -t;].l s »].lS) 

En appliquant les approximation exp(- S . ,(1, ) 

exp( ±o s. ,(1, ) z 1 et r » 1, nous dérivons la fonction: 

Q = 
(1 - j) 
2 . a g 
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0, 

( 28 ) 

Dans ce cas, nous retrouvons une sa tura tion optique et 

photoac0ustique car le signal photoacoustique est indépendant 

de S. Il est néanmoins proportionnel à w- 1 et dépend des 

propriétés thermiques du matériel de support. 

i i) Solides thermi quement épais (].l s < ,(1, ; ].l s »].lS) 

En supposant que exp(- S . ,(1, ) RJ O· exp(- o s. ,(1, ) ;:;; 0 et , 

r > 1, Q est représenté par la relation: 

Q 
y 

(S-2a -j· S) il:.il ].ls 
y (29) = = 2 • a ks 2 ·a ·a ·k • S s g g s s 

L'équation 29 est semblable à l'équation 28 sauf que 

les paramètres thermiques de l'échantillon remplaçent ceux du 

ma téri el de support. Ici aussi, le signal acoustique est 

indépendant de S et est proportionnal à w-1. 
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; ; i) $01; des t.J1erm; quement épa; s ~  ~  ~ > ~ S) 

En admettant que ~  :::::: 0, ~  o et 

r  < 1, Q est déterminé par l'équation 

Q = 
-j-S'Y 

3 
4'a -a ·k 
9 s  s 

(2. ag -B - j. B) = 
~  ~  

---"--ks y (30) 
2 • a 

9 

Dans ce cas, nous sommes en présence d'un solide très 

opaque (B.t » 1). Cependant, tant que B .)..ls < 1, i.e. 

)..ls <)..lB' ce solide n'est pas saturé photoacoustiquement 

mais l'est au niveau optique. Le signal acoustique est donc 

dépendant des propriétés thermiques de l'échantillon et fluc-

tue selon w-3/2• 

Ainsi, selon la théorie de Rosencwaig et Gersho, l'ef-

fet photoacoustique dans les sol ides est fonction de trois 

paramètres de l'échantillon: son épaisseur physique, sa lon-

gueur d'absorption optique et sa longueur de diffusion ther-

mique. Ce dernier paramètre régit ultimement le signal pho-

toacoustique. L'aspect intéressant de la technique photo-

acoustique réside dans le fait qu'il est possible de modifier 

l'épaisseur de l'échantillon (lors de la préparation) et la 

longueur de diffusion thermique (puisqu'elle est inversement 

proportionnelle à la fréquence de modulation). Ainsi, nous 

pouvons ramener toutes nos situations expérimentales aux cas 

ci-haut étudiés. 
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B) APPLICATION À L'ÉTUDE DE LA PHOTOSYNTHÈSE 

Au ~ des prochaines lignes, nous nous attarderons sur les appli-

cations de la spectroscopie photoacoustique à l'étude de la photosyn-

thèse. Dans ce domaine, cette technique possède des avantages uniques: 

elle permet dl analyser in vivo et de façon non destructive des pigments 
. ---

contenus dans des matériaux hautement diffusants, voire opaques. L'étude 

des propriétés thermiques et optiques des échantillons est également ren-

due possible. Des renseignements sur les différents modes de désexci ta-

tion des molécules impliquées peuvent aussi être obtenus. De plus, l'ac-

tivité photosynthétique peut être mesurée comme nous le verrons un peu 

plus loin. 

1) Principe d'application 

La chlorophylle constitue la molécule-clé de la photosynthèse 

puisqu'elle est responsable de l'absorption de l'énergie quantique et 

de sa première transformation. Les différents modes d'excitation et 

de désexcitation in vivo de cette molécule sont présentés à la 

figure 10. 

La désexcitation par des voies non radiatives libère de la cha-

leur qui, lorsque modulée, génère le signal photoacoustique. La 

fluorescence émise par la molécule de chlorophylle peut servir d'in-

dicateur de l'activité photosynthétique via 1 'effet Kausky (Krause et 
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Weis, 1984). Le transfert d'énergie se situe principalement dans les 

complexes collecteurs de lumière lors de la migration de l'exciton 

vers le centre réactionnel. Le travail photochimique se place au 

coeur même de la photosynthèse puisque la séparation de charges per-

met à l' él ectron d'entrer dans 1 a chai ne transporteuse. Comme nous 

pouvons le constater, tous ces processus entrent en compétition et, 

dans une feuille, se produisent en même temps. 

La spectroscopie photoacoustique mesurant de la chaleur, le tra-

vail avec des systèmes photosynthétiques nécessite l'élaboration d'un 

système de référence où la compétition entre les différents modes de 

désexcitation serait éliminée au profit de l'émission de chaleur. 

L'inhibition de la photosynthèse permet à la feuille de devenir sa 

propre référence en bloquant le transfert d'énergie et le travail 

photochimique. On considère que la fluorescence est négligeable com-

parativement à l'émission de chaleur (Bults et ~  1982). 

Deux méthodes sont utilisées pour inhiber la photosynthèse. 1) 

Le dichlorophényl diméthylurée (DCMU) bloque la chaine transporteuse 

d'électrons au niveau de la plastoquinone (Satoh et Fork, 1983), 

d'où inhibition de l'acte photosynthétique (Buschmann et Prehn, 1981 

et 1983). 2) Un résultat similaire peut être obtenu en appliquant un 

puissant faisceau lumineux, empêChant ainsi la séparation de charges 

entre le centre réactionnel et la phéophytine du photosystème II 

(Demeter et ~  1987). Ce type d'inhibition est facilement levé 
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dans les feuilles en éteignant le faisceau lumineux (Bults et ~  

1982) . 

2) Profil de profondeur 

Comme nous l'avons vu précédemment lors de l'explication de 

l'effet photoacoustique dans les solides, il existe une relation 

entre la longueur de diffusion thermique et la fréquence de modu-

lation. La figure 11 illustre la relation )J = (2.a /w)! où a vaut 

0,001 44 cm2/s soit la diffusivité thermique moyenne de tissus 

végétaux (Touloukian, 1973). 

Ainsi, il est possible d'observer la position de divers chromo-

phores dans l'échantillon en variant la fréquence de modulation. 

Plus la fréquence de modulation est élevée, plus superficielle sera 

la couche sondée. Dans le cas de feuilles, le dégagement d'oxygène 

et l'emmagasinage d'énergie viennent s'additionner à la composante 

thermique usuelle. Dans ce cas, on se doit d'éliminer ces deux com-

posantes afin de ne pas fausser l'intensité des pics. L'emploi du 

C~  ou d'un fort faisceau lumineux, en inhibant la photosynthèse, 

enlève ces deux paramètres. 

3) Mesure de l'activité photosynthétigue 

Le signal photoacoustique d'une feuille est constitué de deux 

composantes originant des chloroplastes: i) la composante thermique 
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habituelle résulte de la conversion totale ou partielle de l'énergie 

quantique en chaleur. L'emmagasinage d'énergie photosynthétique 

(EEP) diminue cette quantité, puisque les deux paramètres constituent 

des modes compétitifs de désactivation énergétique; ii) le dégagement 

'd'oxygène provient de l'activation de l'appareil photosynthétique. 

Ce paramètre augmente le signal photoacoustique. 

caractérise le signal photoacoustique d'une feuille 

P = pmax 
th EEP tP 

o 

L 'équation 31 

(31 ) 

où P est la pression du signal photoacoustique, ~  la compo-

sante thermique maximale et Po est la composante d'oxygène. 

La méthode consiste à mesurer la variation du signal photoacous-

tique induite par la saturation de la photosynthèse chez un spécimen 

actif. La saturation est rendue possible en appliquant un faisceau 

lumineux continu de forte intensité. La saturation de la photosyn-

thèse enlève les composantes relatives à l'emmagasinage d'énergie 

et au dégagement d'oxygène, nous révélant un signal thermique pur. 

La valeur de EEP est déterminée en travaillant à des fréquences 

de modulation supérieures à 200 Hz. Dans ces conditions, la compo-

sante reliée au dégagement d'oxygène disparaît, l'oxygène n1ayant 

pas le temps de diffuser jusqu'à la surface (Bults et ~  1982). 

La valeur de EEP est similaire à faible fréquence de modulation 

comme en font foi les travaux de Kanstad et ~  (1983) en utilisant 

un radiomètre. Il est par la suite possible de calculer les 
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proportions des composantes thermique et oxygénique du signal photo-

acoustique, ce qui nous donne une idée générale de l'activité photo-

synthétique de l'échantillon. 

A première vue, l'addition des deux composantes du signal photo-

acoustique semble scalaire (Bults ~ ~  1981 et 1982). Poulet et 

ses collaborateurs (Poulet et ~  1983) ont développé un modèle du 

signal photoacoustique dans la feuille où les deux composantes sont 

des vecteurs originant du même endroit, le chloroplaste. Par contre, 

les vecteurs présentent une différence de phase car l'oxygène diffuse 

plus ~  que la chaleur au travers des tissus végétaux. C'est 

ce modèle que nous étudierons dans les prochaines lignes et que nous 

appliquerons à l'étude de l'activité photosynthétique. 

La figure 12 représente les composantes vectorielles du signal 

photoacoustique généré à des fréquences de modulation 'inférieures à 

200 Hz. Il est à noter que dans les calculs subséquents, nous assu-

mons que l'angle de phase du vecteur thermique ne varie pas lorsqu'on 

illumine la feuille. 

-+ 
Le signal photoacoustique résultant (R) est la somme vectorielle 

-+ -+ 
des composantes thermique (T) et de dégagement d'oxygène (0). Il est 

possible de scinder chacun de ces vecteurs en ses constituantes en 

phase (cosinus(c)) et en quadrature (sinus(s)). 
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Q) 
~ 

~ R -0 
~ 

~ 
0 Ts ~ 
cr 
c 
Q) 

0 
c 
Cl 

Cf) 

1* c 
Signal en phase 

Figure 12: Représentation sChématique des composantes vectorielles du 
signal photoacoustique dans les feuilles à faible fréquence 
de modulation (f < 200 Hz). 
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L'inhibition de la photosynthèse engendre des variations des deux 

composantes du signal photoacoustique. Le dégagement d'oxygène est 
-+-

bloqué, de même que l'emmagasinage d'énergie (EEP). Le vecteur 0 
-+-

disparaît alors que le vecteur thermique augmente de T jusqu'à une 
-+-* valeur T . 

Lors d'une mesure photoacoustique à une fréquence de modul a tion 

inférieure à 200 Hz, nous détectons les constituantes en phase et en 

quadrature du vecteur résultant R. La dimension et l'orientation de 

ce vecteur sont établies par les équations: 

(32) 

r = arctan (Rs/Rc) (33) 

L'illumination par le faisceau actinique permet d'obtenir les 

constituantes en phase et en quadrature du vecteur thermique maximal 
-+- * ~ T. De façon similaire, sa grandeur et sa direction sont calculees 

par les relations: 

(34) 

* * t = arctan (Ts/Tc ) (35) 
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-+ 
La relation entre les vecteurs ~  T et thermique maximal 

-+* 
T est établie à une fréquence de modulation supérieure à 200 Hz 

afin d'éliminer le dégagement d'oxygène. Les résultats de Kanstdd et 

~  (1983) ont montré que cette relation est semblable à faible fré-

quence de modu1 ation. Les consti tuantes en phase et en quadrature 

montrent le même rapport qu'entre les grandeurs des signaux totaux 

nous permettant d'obtenir les fonctions: 

k = 
ITI 
* 

Ts T 
c = ~ = --:jë (36) 

IT  1 Ts 
T 
c 

où k est une constante équivalente à (1 -EEP). 
-+ 

L'angle du vecteur T 
-+ 

est similaire à celui calculé pour T*. 

La dernière étape de la détermination des composantes vectorie1-

les du signal photoacoustique ne demande que du calcul. Les consti-

tuantes en phase et en quadrature du vecteur de dégagement d'oxygène 

sont déterminées en soustrayant les constituantes du vecteur T de 

celles du vecteur R. L' amp1 itude et l'angle de phase du vecteur 0 

sont données par les expressions: 

= (37) 

0= arctan((Rs-Ts)/(Rc-Tc)) (38) 
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En résumé, la mesure de l'activité photosynthétique en spectros-

copie photoacoustique requiert les paramètres suivants: i) "les 

valeurs des constituantes en polase et en quadrature de la feuille 

active et inhibée à une fréquence de modulation inférieure à 200 Hz; 

ii) les valeurs du signal photoacoustique de la feuille active et 

inhibée à une fréquence de modulation supérieure à 200 Hz. Les ren-

seignements obtenus, l'emmagasinage d'énergie photosynthétique ainsi 

que le dégagement d'oxygène de la feuille sont des paramètres fort 

révélateurs de l'état de santé de l'échantillon étudié. 



CHAPITRE III 

MATERIEL ET METHODES 

A) LES PRODUITS UTILISES 

Le Tableau 2 présente la liste ainsi que les caractéristiques des 

différentes produits employés au cours des manipulations. 

B) LES PLANTES 

Dans le cadre de ce projet de recherche, nous avons util i sé l' impa-

tiens (Impatiens petersiana), le maïs (Zea mays var. Golden Bantam), 

l'érable à sucre (Acer saccharum ~1  et le haricot (Phaseolus vul ga-

ris var. Saint-Sacrement). 

L'impatiens a été employée afin de mettre au point la méthodologie 

expérimentale. Utilisée antérieurement par d'autres chercheurs du Centre 

(LaRue et ~  1985; Désormeaux, 1986), cette plante domestique possède 

comme avantages d'être disponible à l'année longue et de posséder de lar-

ges feuilles plates non pubescentes, ce qui facilite les mesures photo-

acoustiques (Carpentier, 1983). 



Produit 

Engrais 

10-52-10 
20-20-20 
30-10-10 

Glycidylméthacrylate 
(acide glycidique) 

Mélanges gazeux 
C02 

C02 0,05% dans 02 

N2 
02 

Tableau 2 

Provenance 

Plant Prod. Co. Ltée 
Plant Prod. Co. Ltée 
Plant Prod. Co. Ltée 

Fluka AG 

Air Liquide Canada Ltée 

Pureté 

95% 

100% 

100% 
100% 

54 
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Le maïs, à cause de son importance dans l'agriculture québécoise, a 

été choisi comme plant expérimental afin de vérifier ultérieurement l'ef-

fet des polluants atmosphériques sur les végétaux. 

Le phénomène du dépéri ssement des érab li ères, un mal foresti er dont 

l'étendue augmente d'année en année en sol québécois en inquiète plus 

d'un (Dessureault, 1985; Bernier et Brazeau, 1986). L'acériculture 

constitue un important secteur économique des régions du sud du Québec. 

C'est pourquoi une étude du comportement de l'érable en présence de 

polluants s'avère justifiée. 

Finalement, le haricot, à cause de son type physiologique similaire à 

celui de l'érable (plantes en C3) est devenu un plant expérimental. 

Sa croissance rapide et ses larges feuilles expliquent son choix de sujet 

d'expériences. 

Le plant de départ d'impatiens nous a été gracieusement fourni par 

soeur Estelle Lacoursière, professeure au Département de chimie-biologie 

de l'Université du ~  à Trois-Rivières, qui nous l'a ainsi identifié. 

Par la suite, nous avons bouturé les tiges afin d'obtenir plusieurs 

plants. 

Les plantules d'érables à 5ucre proviennent de l'érablière expérimen-

tale du ministère de l'Agriculture, des Pêcheries et de l'Alimentation du 
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Québec sise à Tingwick, Québec. Quelques semis nous ont été offerts par 

madame Nic6le Brassard de l'Institut Armand-Frappier de Laval. 

Les plants de maïs et de haricot croissent à partir de graines (Se-

mances Laval, Laval). Les graines sont semées dans de la vermiculite et, 

lorsque les semis atteignent de dix à quinze centimètres de hauteur, ils 

sont transplantés dans de la terre noire. 

Tous les plants expérimentaux croissent dans une salle aménagée en 

chambre de croissance. L'éclairage est fourni par une lampe au quartz de 

400 VI (Luminor Inc., Québec). La photopériode est réglée à quatorze heu-

res de lumière et dix heures d'obscurité. La température de la chambre 

se maintient à 23 ± 3°C et l' humidité se situe à 40 ± 10%. Les plantes 

sont arrosées à l'eau du robinet trois fois par semaine, ce qui se révèle 

suffisant pour conserver la terre humide. 

C) LE SPECTROMÈTRE PHOTOACOUSTIQUE 

Comme nous l'avons déjà indiqué dans l'Introduction, le principe de 

la spectroscopie photoacoustique réside dans la production d'un son con-

sécutive à l'absorption d'un faisceau lumineux intermittent par un échan-

tillon placé dans une enceinte isolée. L'onde acoustique ainsi créée est 

captée, analysée et enregistrée. Au cours des prochaines 1 ignes, nous 



57 

étudierons l'appareil, puis nous verrons son utilisation dans le cadre de 

notre étude. 

Le spectromètre photoacoustique à simple faisceau dont nous nous som-

mes servis est schématisé à la fig. 13. Une description plus détaillée 

des diverses composantes est présentée dans le mémoire de Ducharme 

(1979). 

Le faisceau lumineux produit par une lampe à arc au xénon de 1 000 W 

(Schoeffel Instruments Corporation) est modifié à la suite de son passage 

à l'intérieur d'un monochromateur à réseau (modèle ~1 1  Schoeffel 

Instruments Corporation). La distance focale du monochromateur est de 

25 cm alors que la dispersion linéaire est de 3,3 nm mm-1. L' i nten-

sité lumineuse est réglée par deux fentes sises aux deux extrémités de 

1 'apparei 1. Ell e peut ainsi prendre une valeur compri se entre 1 et 

40 W m-2. Il est possible de balayer automatiquement un domaine de 

longueurs d'onde situé entre 230 et 900 nm grâce à un moteur relié à 

1 'ordi na teur. 

Par la suite, le faisceau monochromatique devient modulé à la suite 

de son passage au travers d'un disque métallique. Le disque possède des 

secteurs évidés en alternance avec d'autres secteurs pleins, tous d'égale 

dimension. Ainsi, l'intensité lumineuse suit une courbe quasi-sinusoï-

dale dans le temps puisque les secteurs pleins obstruent complètement le 

passage de la radiation. Le disque est mû par un moteur rel ié à un 



1 Source d'alimentation 
2 Lampe à arc au xénon 
3 Monochromateur 
4 Sélecteur de longueur d'onde 
5 Fentes a  -émission 

b  -exci tati on 
6 Di sque modul a teur 
7 Lentille convergente 
8 Filtre optique 
9 Miroir 
10 Cellule photoacoustique 

11 ~1  crophone 
12 Préamplificateur 
13 Amplificateur 
14 Régulateur de fréquences 

15 

15 Amplificateur à verrouillage 
de phase 

16 Enregisteurs a  -en phase 
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b  -en quadrature 
17 Micro-ordinateur 
18 Table traçante 
19 Table anti-vibrations 
20 Lampe act in iq ue 

Figure 13: Le spectromêtre photoacoustique. 
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régulateur de fréquences (modèle 218F; Bentham). Des disques dotés de 

deux, cinq ou dix ouvertures permettent d'obtenir une plage de fréquences 

comprises entre la et 1 000 Hz. Une photodiode est fixée au modulateur 

afin de générer une onde de référence pour l'amplificateur. 

Une lentille convergente permet de focaliser le faisceau. Au 

besoin, un filtre (modèle GG455; Schott), dont le mécanisme de posi-

tionnement est lui aussi relié h l'ordinateur, élimine les harmoniques 

des longueurs d'onde supérieures h 500 nm. Finalement, un miroir 

concave, dont la distance focale est de 15 cm dirige le faisceau lumi-

neux vers la cellule photoacoustique. 

Alors que la majorité des composantes du spectromètre est disponible 

chez des compagnies spécialisées, la cellule photoacoustique a été cons-

truite dans notre laboratoire (Ducharme et il., 1979; Goulet, 1983). La 

cellule est protégée des vibrations extérieures par une table anti-vibra-

tions (modèle TLI-386; Technilab Instruments Inc.). 

Le signal acoustique produit par l'échantillon est décelé par un 

microphone du type condensateur-électret (modèle 1972-9600; General Radio 

Co.). Il est ensuite préamplifié, puis transmis à un amplificateur à 

verrouillage de phase (modèle 393; Ithaco-Dynatrac). Les données ainsi 

recueill ies peuvent être directement tracées sur papier par un enregis-

treur (modèle 5 000; Fischer-Recordall ou modèle 555-0000 ; Linear) ou 

sont emmagasinées sur un disque mou grâce à un micro-ordin ateur (modèle 

Apple Ile; Apple Co.) en vue d'un traitement ultérieur. 



60 

Lorsque requis, la photosynthèse est saturée par un faisceau de 

lumière blanche continue de forte intensité. Ce faisceau actinique 

est produit par une lampe de type tungstène-qua rtz- ha l ogène (modèle 

SV-181; General Electric). Une fibre optique conduit la l umière jus-

qui au-dessus de la cellule photoacoustique. Llintensité de la lampe 

est de 420 W m- 2 et son spectre comprend une gamme de longueurs dlonde 

située dans toute la région du spectre visible. Un filtre infrarouge 

él imi ne les longueurs dl onde supéri eures à 850 nm. LI adjoncti on de 

divers filtres neutres permet dlobtenir une plage dlintensités lumineu-

ses comprise entre 40 et 420 W m- 2 . 

Les intensités lumineuses ont été mesurées à llaide dlun radiomètre 

(modèle UDT-2IA; United Detector Technology). 

0) LES MESURES PHOTOACOUSTIQUES 

Lors des mesures photoacoustiques, un disque de 1,8 cm de diamètre 

est prélevé sur une feuille. Suite à une adaptation à llob scurité dlune 

dizaine de minutes, le disque est transféré à la cellule pho t oacoustique. 

Deux types de mesures sont effectuées: i) des spectres de li échan-

tillon sont réalisés en balayant le spectre visible. Dan s ce cas, le 

spectre doit être divisé par celui du noir de charbon obtenu dans les 

mêmes conditions. Cette substance, en absorbant toute l a radiation 
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incidente, nous permet d'obtenir le profil de la lampe, ce qui se r.évèle 

être un moyen de normaliser le spectre. 

ii) Lorsque les mesures visent à mesurer l'activité photosynthétique 

de l'échantillon, par le biais du dégagement d'oxygène et de la perte 

photochimique, on fixe la longueur d'onde à 680 nm et on applique le 

faisceau actinique de façon répétée. La détermination des signaux photo-

acoustiques de l'échantillon actif et inhibé est effectuée. L'enregis-

trement des signaux en phase et en quadrature (hors-phase) est fait 

s imul tanément grâce à l' emploi de deux branchements correspondant aux 

signaux en cosinus et en sinus de l'amplificateur. 

alors relayés vers les deux enregistreurs. 

Les signaux sont 

Une cellule photoacoustique munie de clapets de vidange est utilisée 

lors de la mesure des effets des mélanges gazeux sur l'activité photosyn-

thétique. Un faible courant du mélange gazeux (0,5 l min- 1 ) est 

entraîné dans la cellule photoacoustique afin de modifier l'atmosphère. 

La présence de la photorespiration est aussi déterminée à l'aide de 

l'acide glycidique. Ce composé est reconnu pour inhiber la glycine:sé-

rine aminotransférase, une enzyme de la voie métabolique photorespira-

toire (Zel itch, 1974). Le disque de feuille est incubé dans une sol u-

tion 1 mM légèrement agitée pendant 30 minutes avant la mesure. 
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Une série de mesures, telle que .l'effet de la fréquence de modulation 

entre 20 et 200 Hz, comprend deux ou trois répétitions du même paramètre 

(p.ex. la fréquence de modulation de 100 Hz). La mêmt: série de mesures 

est répétée de huit à douze fois. 



CHAPITRE IV 

RÉSULTATS ET DISCUSSION 

A) LES PROFILS DE PROFONDEUR 

Comme nous l'avons déjà mentionné dans l'Introduction, la méthodolo-

gie du profil de profondeur nous permet d'obtenir des données d'ordre 

morphologique au sujet du spécimen étudié. Dans cette section, nous 

étudierons d'abord les différentes bandes d'absorption présentes avant 

d'analyser les profils de profondeur proprement dits. 

La figure 14 présente les spectres photoacoustiques des feuilles à 

l'étude. La fréquence de modulation util isée (35 Hz) permet de sonder 

les différents pigments de la feuille. 

Les larges bandes visibles entre 250 et 300 nm sont dues à la pré-

sence des acides nucléiques (260 nm (Inagaki, 1986)) et des protéines 

(les acides aminés tryptophane et tyrosine absorbant à 275 et 280 nm res-

pectivement (Creed, 1984a et b)). Les caroténoïdes, les pigments acces-

soires de la photosynthèse, absorbent à 11 intérieur de la région s'éta-

1 ant entre 450 et 550 nm (Clay ton, 1980). Quant à la chlorophylle, le 

principal pigment photosynthétique, elle possède des bandes d'absorp-

tian aux environs de 450 nm (bande de Soret) et de 680 nm (Clay ton, 

1980). 
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Toutes ces bandes sont présentes dans les différentes feuilles, mais 

en des proportions différentes. Les rapports entre les différentes ban-

des pourraient être des indicateurs de l'état de la feuille. A ce stade-

ci des travaux, nous devons demeurer prudents car de grandes variations 

sont observées dans les bandes reliées aux acides nucléiques et aux pro-

téines d'un échantillon à l'autre (Charlebois, résultats non publiés). 

Avant de discuter des profils de profondeur, nous devons définir 

l'axe de profondeur utilisé. Selon la théorie de Rosencwaig et Gersho 

(1976), la couche thermiquement sondée (L) équivaut à ~  Cependant, 

Malkin et Cahen (1981) considèrent cette valeur de L trop ampl ifiée et 

l'évaluent plutôt à ~  Nous avons décidé d'utiliser une valeur 

mitoyenne de L valant ~  comme Boucher et ~  (1986). 

Les profils de profondeur des différentes plantes étudiées sont pré-

sentés à la fig. 15. 

Les premiers 12 ~  ne laissent apparaître que les bandes d'absorption 

associés aux acides nucléiques, aux protéines et aux cires. Ces compo-

sés se retrouvent en grande majorité dans l'épiderme de la feuille, dont 

l'épaisseur correspond à cette zone (fig. la). Bien que la couche 

épidermique comprenne les cellules de garde stomatiques, leur faible con-

tenu de chlorophylle (Ziegler, 1986) explique l'absence de cette bande. 

Chez l'érable, la décroissance de ces pics avec la profondeur noys porte 

à croire que la densité protéique est plus grande dans les premières 
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couches de la feuille ou qu'il existe une très grande réflexion interne 

de ces longueurs d'onde dans l'épiderme, ce qui provoquerait une  augmen-

tation de leur absorption. Étant donné l'importance biologique de ces 

molécules, l'épiderme aurait alors un rôle de filtre solaire. 

La présence des pigments photosynthétiques, la chlorophylle et les 

caroténoïdes, est détectée à une profondeur de 12 ~  Cette profondeur 

correspond à celle des cellules du mésophylle, sises sous la cuticule de 

la feui-lle (fig. la). L'intensité des bandes de ces composés augmente 

proportionnellement à la profondeur sondée. Le rapport entre les bandes 

de la chlorophylle (à 680 nm) et des caroténoïdes (à 500 nm) ne varie que 

très peu à  l 'intérieur d'une feuille et d'une espèce à l'autre. Ce rap-

port est de un chez les espèces étudiées. 

Dans le cadre de nos études ul térieures sur le dépéri ssement des 

forêts, cette méthodologie peut se révéler efficace dans la détection des 

dommages morphologiques. La région de la cuticule, comprise entre 0 et 

15 ~  devient un premier repère en cas de dommages. Percy et Baker 

(1987) et Caporn et Hutchinson (1986) ont démontré que les cires de 

l'épiderme de feuilles soumises à l'action de pluies acides étaient 

affectées en qualité et en quantité. Nagel et ~  (1987), en travaillant 

sur des aiguilles de sapin, ont déjà montré l'efficacité de la méthodolo-

gie photoacoustique dans ce domaine. 
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Quant à la région supérieure à 15 ~  son intérêt réside dans la pré-

sence des pigments photosynthétiques. Des variations du rapport des ban-

des d'absorption de la chlorophylle et des caroténoïdes pourraient être 

visibles dans des cas de dommages importants à la feuille. Nous pensons 

ici à un déplacement de l'équilibre acido-basique du cytoplasme, suite à 

l a perte de son pouvofr-tampon ou à des dommages directs à un des deux 

pigments. 

B) LES MESURES DE L'ACTIVITÉ PHOTOSYNTHÉTIQUE 

Les résultats présentés dans cette section ne tiennent pas compte de 

l'aspect vectori el des composan tes thermi q ue et de dégagement d'oxygène 

du signal photoacoustique. Nous considérons que le calcul scalaire des 

composantes nous donne une idée suffisamment juste afin de déterminer les 

paramètres optimaux. Par contre, lors de mesures de l'activité photosyn-

thétique, avec les paramètres optimaux, nous utiliserons l'aspect vecto-

ri el. 

L'effet du faisceau actinique est enregistré selon la relation: 

(39) 
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où Qm+a représente li intensité du signal photoacoustique lorsque les 

faisceaux modulé et actinique sont allumés. Qm symbolise l'intensité 

du signal photoacoustique lorsque seul le faisceau modulé esv allumé. 

L 'application du faisceau actinique supprime l'activité photosynthé-

tique. En même temps, les paramètres observables de dégagement d'oxygène 

et d'emmagasinage d'énergie photosynthétique se retrouvent annulés. 

Clest ainsi que le signal photoacoustique variera selon les intensités de 

ces deux paramètres. Si l 1 intensité du dégagement d'oxygène est la plus 

grande, l 'effet du faisceau actinique résulte en une diminution du signal 

photoacoustique (effet négatif). Dans le cas inverse où la contribution 

de l'emmagasinage d'énergie est supérieure, il y aura augmentation du 

signal photoacoustique (effet positif) lors de l'application du faisceau 

actinique. 

1) Effet du temps 

Suite à l'introduction du disque de feuille dans la cellule pho-

toacoustique, ils 1 ensui t général ement une péri ode de trans ition 

(Fig. 16b). Pendant ce laps de temps, le signal photoacoustique 

varie jusqu'à l'atteinte d'un plateau. En travaillant à des fréquen-

ces de modulation inférieures à 200 Hz, nous avons constaté que l'ef-

fet du faisceau actinique passait de positif à négatif. Par contre, 

en opérant à des fréquences de modulation supérieures, l'effet 
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positif initial augmente légèrement. La fi·gure 16 montre la période 

de transition observée pour chacune des plantes à l'étude. 

Cette ·période de transition, présente aussi chez des plants de 

tabac, est expliquée comme étant une phase d'induction de la photo-

synthèse (Bults ~ ~  1982). CI est pourquoi nous pouvons aperce-

voir cette transition autant au niveau du dégagement d'oxygène que de 

l'emmagasinage d'énergie photosynthétique (résultats non présentés). 

Par contre, la période de transition varie d'une espèce à l'au-

tre. Sa valeur passe de 30 minutes chez le maïs à plus de 6 heures 

chez l 'érable à sucre, en passant par 40 et 80 minutes chez l'impa-

tiens et le haricot respectivement. L'érable représente un cas spé-

cial: cette transition slaccompagne d'une perte de près de 75% de sa 

masse fraîche. Dans le cas des autres plantes, la perte de masse ne 

représente que 20 à 25% de la masse fraîche pendant la période de 

transition. Ceci nous porte à croire qulun autre phénomène entre en 

ligne de compte. Nous en reparlerons plus loin. 

L 'établ issement dl un plateau par le signal photoacoustique indi-

que que la photosynthèse a atteint un état stationnaire. ce est à 

partir de ce moment que les mesures de li activité photosynthétique 

peuvent être effectuées. L'activité photosynthétique est stable pen-

dant plus de 3 heures chez les végétaux étudiés. De plus, le dépôt 

du disque sur un linge humide permet d'augmenter cette période jus-
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qu'à 8 heures. Ces résultats montrent que nous di sposons de suffi-

samment de temps afin d'analyser des échantillons récoltés hors du 

campus dans le cadre du projet sur le dépérissement des forêts. 

2) Effet de la fréquence de modulation 

Des résultats similaires à ceux présentés par Bults ~  (1982) 

ont été obtenus avec trois des plantes étudiées. La figure 17 montre 

l'influence de la fréquence de modulation sur l'effet du faisceau 

actini que. 

L'effet du faisceau actinique est dépendant de la fréquence de 

modulation chez le haricot. l' impatiens et le maïs. Nous observons 

des effets négatifs à des fréquences de modulation inférieures à 

200 Hz. Les mesures effectuées à des fréquences supérieures à 200 Hz 

montrent des effets positifs. Comme nous l'avons déjà indiqué. l'ef-

fet négatif est dû à la contribution supérieure du dégagement d'oxy-

gène par rapport à l'emmagasinage d'énergie. La disparition de la 

composante de dégagement d'oxygène aux environs de 200 Hz est reliée 

à la faible vitesse de diffusion de l'oxygène dans les tissus végé-

taux (10-2 cm çl (Windrem et Plechy (1980)). Ainsi 
, 
a haute 

fréquence de modulation. l'oxygène n'a pas le temps de se rendre à la 

surface de la feuille afin de générer le signal photoacoustique. 
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L'indépendance de l'effet du faisceau actinique en regard de la 

fréquence de modulation constitue un phénomène jamais relaté jusqu'à 

présent. Notons toutefois que l'érable à sucre représente le premier 

arbre dont l'activité photosynthétique est mesurée selon cette métho-

dologie. En effet, les mesures antérieures ont porté sur des plants 

de tabac (Bul ts ~ 2l., 1982), de fèves (Canaani et 2l., 1982), de 

tomates (Yakir ~ 1  1985) et de haricots (Havaux et21., 1986). 

Ces résultats nous permettent d'établir les premiers paramètres 

de mesure de 11 activi té photosynthétique. Le dégagement maximal 

d'oxygène (effet négatif) est ohservé à 40 Hz pour le haricot et 

80 Hz pour l'impatiens et le maïs. Quant à l'emmagasinage d'énergie 

photosynthétique, son taux optimal se rencontre à 300 Hz pour l'impa-

tiens et à 350 Hz pour le haricot et le maïs. En ce qui a trait aux 

paramètres maximaux de l'érable à sucre, nous util iserons 80 et 

350 Hz, résul tats l es pl us fréquemment rencontrées. Ces données se 

retrouvent dans le Tableau 3. 

3} Effet de l'intensité du faisceau actinique 

Le faisceau actinique agit en saturant la photosynthèse, ce 

qui permet ainsi d'éliminer les composantes de dégagement d 'oxygène 

et d'emmagasinage d'énergie photosynthétique du signal photoacous-

tique. Il se révèle donc important de travailler à une i ntensité 

actinique sous laquelle la photosynthèse est complètement saturée. 
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La figure 18 présente l'effet de l'intensité du faisceau 

actinique sur la saturation de l'activité photosynthétique des 

plantes à l'étude. 

Nous discernons deux tendances de ces résultats. L' activité 

photosynthéti que des deux plantes en C3' l' é rab le à suc e et le 

ha r i co tes t sa tu ré e à des i n te n s ité sac tin i que s a v 0 i sin a n t 

150 W m- 2. Quant au maïs, une plante en C4' la saturati n de la 

photosynthèse se produi t aux envi rons de 250 W m- 2 . En ce qui 

a trait à l'impatiens, aucune étude, à notre connaissa ce, n'a 

détermi né son appartenance à l'un des deux types phys i 0 l ogi ques. 

Ces données montrent les comportements différents des plant s appar-

tenant aux deux types physiologiques. L'activité photosy thétique 

des plantes en C3 est saturée à des intensités lumineuses i nférieu-

res à celle des plantes en C4 (Black, 1973 voir le Tableau 1). 

Nous utiliserons donc des intensités actiniques de 00 VI m- 2 

pour saturer la photosynthèse chez l'érable à sucre et le haricot, 

de 250 W m- 2 chez le maïs et de 350 W m- 2 chez l' impati ens. Ces 

valeurs constituent des intensités suffisantes pour sature r l'acti-

vité photosynthétique mais inférieures à celles qui ris ueraient 

d'endommager irréversiblement l'appareil photosynthétique d s feuil-

les. En effet, à ce niveau d'organisation, la feuille es t capable 

de synthé ti ser suffi samment de nouveaux composé safi n de remp lacer 

ceux dégradés par la lumière. 
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4) Effet de l 1 intensité du faisceau modulé 

L'intensité du faisceau modulé peut elle aussi entraîner une 

saturation partielle de l'activité photosynthétique. La réduction du 

dégagement d'oxygène qui s'ensuit est observable à la fig. 19. 

Il est à noter que l'allure générale de la courbe des résultats à 

haute fréquence de modulation est similaire à celle obtenue à basse 

fréquence de modulation. Cependant, en raison de li intensité moindre 

du signal photoacoustique aux environs de 300 Hz, les points 

expérimentaux présentent une plus grande dispersion (résultats 

non présentés). 

L 'amplitude des effets négatifs est supérieure aux faibles inten-

sités lumineuses du faisceau d'analyse comparativement à celle obser-

vée aux intensités plus élevées. Ceci s'explique par la saturation 

partielle de l'activité photosynthétique aux fortes intensités. Ces 

données devraient nous inciter à choisir une intensité du faisceau 

modulé la plus faible possible. Cependant, comme nous utilisons la 

même intensité lumineuse à des fréquences de modulation de 300 Hz, 

nous devons opter pour une intensité de faisceau d'analyse supérieure 

afin d'obtenir un signal photoacoustique et un rapport signal/bruit 

acceptables. Clest pourquoi nous travaillerons avec un faisceau 

modul é de 7 H m- 2 , ce qui correspond à des ouvertures des fentes 

du monochromateur de 2 et 2 mm. 
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5) Mesure de l'activité photosynthétigue 

Nous présentons au Tableau 3 une synthèse des parties précédentes 

ainsi que les résultats obtenus à l'aide de ces paramètres. 

LI activité photosynthétique est déterminée par le rapport des 

amplitudes des vecteurs de dégagement d'oxygène et thermique maximal. 

Le vecteur de dégagement d'oxygène représente l'activité photosynthé-

tique proprement dite. La division par le vecteur thermique maximal 

permet en quelque sorte d'obtenir une référence puisque son amplitude 

est directement reliée à la quantité de chlorophylle présente dans la 

feuille. L'impatiens possède l'activité photosynthétique la plus 

élevée comme en témoigne le rapport des composantes oxygène/thermique 

maximale de 1,7. Le maïs, le haricot et l'érable à sucre suivent 

dans l'ordre avec des valeurs de 0,7,0,6 et 0,1 respectivement. 

Cette tendance se retrouve autant au niveau de l'analyse scalaire que 

vectorielle du signal photoacoustique. Hesketh et Moss (1963) et 

Hesketh (1963) ont mesuré des taux de fixa ti on de C02 . de 31, 12 et 

5 mg de C02 dm- 2 h- 1 pour le maïs, le haricot et l'érable à 

sucre respectivement. A notre connaissance, aucune étude sur l'acti-

vité photosynthétique de l 1 impatiens nia été effectuée. 

Les résultats observés par la méthodologie photoacoustique se 

révèlent donc comparables à ceux enregistrés avec une autre méthode. 

Cette correspondance entre les diverses techniques avait aussi été 
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Tableau 3 

~1  de l'activité photosynthétique de diffé, entes plantes 

Paramètre Plante 
Érable 

, 
Haricot impatiens Maï s a sucre 

Période de transition 360 30 40 40 
( min) 

l ntens i té acti nique 200 200 350 250 
sa turante (W m-2) 

Intensité du faisceau 7 7  7  7 
modulé (W m-2) 

Basse fréquence de 80 40 80 80 
modulation (Hz) 

Haute fréquence de 300 350 300 300 
modulation (Hz) 
-----------------------
Approche scalaire 

Effet négatif (% ) -4 -36 -82 -22 

Effet positif (% ) 25 24 66 50 

Poxygëne/Pthermique 0,3 0,8 4,5 2,9 
-----------------------
Approche vectorielle 

Thermique Max. 
Amplitude (10-5V) 43,5 25,1 16,7 10,5 
Angle (  0  ) 13,3 34,5 12,4 -4,0 

Thermique 
(l0-5V) Amplitude 30,1 17,4 8,2 8,1 

Angle (  0  ) 13,3 34,5 12,4 -4,0 

Oxygène 
(l0-5V) Ampl itude 6,1 14,7 27,9 7,4 

Angle (  0  ) -56,7 22,8 -34,5 -31,4 

Résul tant 
(l0-5V) Amplitude 32,3 32,3 34,5 15,1 

Angle (  0  ) 1,0 29,3 -24,0 -15,4 

~ ... 
101/1T*1 0,14 0,59 1,67 0,70 
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obtenue par Carpentier et Q.;, (1984) avec des mesures de dégagement 

d'oxygène et par Yakir et Q., (1985) en fluorescence. 

Dans un autre ordre d'idées, la variation de l'angle observée 

entre les vecteurs résultant et thermique de l' impatiens est simi.,. 

laire à celle présentée par Carpentier et al. (1985) soit environ --, 
40°. De façon générale, la différence entre les angles des vecteurs 

thermiques et résultants est d'une dizaine de degrés. Ces vecteurs, 

obtenus en absence et en présence du faisceau actinique, expriment 

bien le modèle de Poulet et Q., (1983) de superposition de deux com-

posantes, de phases différentes, formant le signal acoustique. Dans 

tous les cas, le vecteur résul tant, qui contient la composante 

oxygène, est le premier à être détecté (d'un point de vue angulaire). 

Ceci s' expl i que par l a courte di stance que parcourt l'oxygène pour 

générer un signal photoacoustique. En effet, l'oxygène libéré par 

les chloroplastes diffyse rapidement au travers les cellules avant 

d'atteindre les espaces aérifères de la feuille. A cet endroit, il 

engendre des ·variations de pression sur les parois cellulaires con-

verties en vibrations mécaniques de la feuille, produisant ainsi un 

signal acoustique (Bults et Q., 1982). La majeure partie de la com-

posante thermique voyage jusqu'à la surface de la feuille, subissant 

ainsi une forte atténuation. Ce parcours plus long explique le 

"retard" du vecteur thermique (LaRue et Q., 1985). 
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A ce stade des travaux, nous considérons que seul le rapport 

entre les vecteurs oxygène et thermique maximal constitue un point de 

comparaison entre les différentes plantes. Nous avons tenté de tenir 

compte de la masse fraîche des spécimens mais sans parvenir à des 

comparaisons valables (résultats non présentés). Dans le futur, des 

contrôles pourront être effectués sur la base de la masse sèche ou de 

la concentration de chlorophylle. Par contre, dans le cadre d'une 

étude sur le dépérissement des forêts, ce dernier point peut fausser 

les résultats si les dommages foliaires s'étendent jusqu'à atteindre 

l a chlorophylle. Des comparaisons avec des méthodes biochimiques 

pourraient aussi être envisagées; nous pensons ici aux mesures de 

dégagement d'oxygène par électrodes par exemple. 

C) DÉTECTION D'UNE ACTIVITÉ PHOTORESPIRATOIRE 

L'indépendance de l'effet du faisceau actini que sur les feui lles 

d'érable selon la fréquence de modulation (figure 17) constitue un phéno-

mène unique parmi toutes les plantes étudiées jusqu'ici. Deux causes 

pourra i en t expl i quer cette part icul arité: i) une composante de dégage-

ment d'oxygène inexistante ou fortement atténuée par une feuille gorgée 

d'eau, comme dans les solutions de chloroplastes (Carpentier et ~  

1985); ii) une composante d'emmagasinage d'énergie photosynthétique supé-

rieure, ce qui aurait comme effet de dissimuler les variations du signal 

photoacoustique induites par la suppression du dégagement d'oxygène. 
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Nous avons déjà vu à la fig. 12 que l'effet positif initial devenait 

négatif après 6 heures .• A ce moment, la feui 11 e avait perdu envi ron 

50% de sa masse. La réhydratation de la feuille permet de redonner 

cet effet positif avec une amplitude comparable (Fig. 20). Le taux 

d'humidité de la feuille se révèle important puisqu'une autre feuille, 

conservée humide, ne montre pas cet effet. Ceci nous montre l'importance 

de l'effet de l'eau sur la structure de la feuille et de par le fait 

même, sur les composantes de diffusion thermique et d'oxygène. Cette 

donnée nous permet de croi re que nous pourri ons être aussi vi s-à-vi s 

un phénomène nécessitant de l'eau, probablement d'ordre biochimique. 

-& 

Dans un second temps, véri fi ons l' amp li tude du vecteur O. La pré-

sen ce du vecteur de dégagement d'oxygène est établie en réglant la phase 

de mesure. Lorsque le faisceau actinique est allumé, seule la composante 

thermique est détectable. L'angle de la phase de mesure est alors réglé 

afin d'obtenir seulement un signal en phase. L'extinction du faisceau 

actinique restaure la composante de dégagement d'oxygène, qui peut ainsi 

être observée en quadrature (signal hors-phase). Ce sont les variations 

de ces deux signaux que nous présentons à la fig. 21. 

Le signal en quadrature de la feuille d'érable à sucre varie de 

façon similaire à celui de la feuille d'impatiens. L'augmentation de 

ce signal lors de la fermeture du faisceau actinique indique la présence 

d'une composante de dégagement d'oxygène. Cec i corrobore nos résul tats 

précédents sur la présence de ce vecteur chez l'érable à sucre 

(Tableau 3). Le vecteur relié au dégagement d'oxygène est donc caché 

par une composante d' emmagasi nage d' énergi e photosynthétique supéri eure 

~ celle ~  chez les aut r es plantes étudiées jusqu' ici. 
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Voici la question qui se pose a ce stade: Quel est le phénomène, 

probablement biochimique, qui augmenterait l'emmagasinage d'énergie dans 

la feuille? Nos lectures nous ont mené vers la photorespiration. Osmond 

(1981) indique qu'une plante chez laquelle la photorespiration est active 

consomme jusqu'à 10 molécules d'ATP et 6 de NADPH pour assimiler une 

molécule de C02. Ce rapport est de 3 molécules d'ATP et 2 de NADPH 

dans des conditions où la photorespiration est inhibée. Ces deux molécu-

les énergétiques constituent les sites ultimes d'emmagasinage d'énergie 

dans les réactions lumineuses. Elles peuvent dOllc être rel iées à la com-

posante d'emmagasinage d'énergie mesurée en spectroscopie photoacous-

tique. 

La photorespiration est affectée par la composition gazeuse de l'at-

mosphère (Fock, 1979). Nous avons donc soumis des feuilles d'érable à 

sucre à différents mélanges gazeux. Le résultat en est présenté à la 

fig. 22. 

Seuls des mélanges de C02 produisent le passage d'un effet positif 

à un effet négatif. Ceci s'explique en ana)ysant l'activité de l'enzyme 

r ibul ose-l, 5 di phospha te carboxyl ase oxygénase (Rubi sco). Cette enzyme 

possède une double fonction: de carboxylation lors de la photosynthèse, 

et d'oxygénation lors de la photorespiration. Il est à noter que ces 

deux fonctions sont compétitrices (Zel itch, 1976). Ainsi, en augmentant 

la concentration de C02 de 0.03% (air normal) jusqu'à 2 ou 100%, on 

privilégie la photosynthèse. Cec i se traduit par une augmentation du 
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dégagement d'oxygène et, suite à une diminution de la photorespiration, à 

une régression de l'emmagasinage d'énergie. La conjugaison de ces deux 

phénomènes permet l'établ 'ssement d'un effet négatif. 

Pour vérifier l'effet du C02, nous avons enduit de sil icone les 

disques de feuilles. Lorsque le disque est sous une atmosphère normale, 

aucune variation de l'effet du faisceau actinique n'est observée 

(Tableau 4). Par contre, sous atmosphère de C02, la feuille enduite de 

sil icone présente l'effet pos iti f antérieurement noté, contrai rement à 

l'effet négatif engendré par l a présence de C02. Le sil icone, en empê-

chant le passage du C02 jusqu'à la feuille enlève son effet sur l'acti-

vité photosynthétique. 

Notons au passage que l'effet du faisceau actinique sur la feuille en 

présence de C02 est indépendant de l a fréquence de modul a tion. En 

effet, nous observons un effet néga tif à des fréquences de modul a ti on 

supérieures à 200 Hz. Ce résultat nous laisse perplexes. Il faudra véri-

fier à l'aide d'une autre méthode si le dégagement d'oxygène peut encore 

être détectable aux fréquences de modulation supérieures à 300 Hz, ce qui 

contredirait les hypothèses de Bults et ~  (1982). 

Toujours en vue de déterminer la présence d'une activité photorespi-

ratoire, les feuilles ont été mises à tremper dans une solution d'acide 

glycidique. Ce composé est un inhibiteur de la voie métabolique de la 

photorespiration au niveau de l'enzyme glycine:sérine aminotransférase 
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Tableau 4 

Effet du faisceau actinique sur le signal photoacoustique 

de feuilles d'érable à sucre enduites de silicone. 

Qm+a. - Qm X 100 
Qm+a 

Dans l'a ir Dans le C02 
sans silicone avec silicone sans sil icone avec sil icone 

25 25 -5 17 
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(Zelitch,1974). La figure 23 compare les résultats obtenus sur des 

feuilles traitées à l'acide glycidique ou mises à tremper dans l'eau dis-

tillée. 

Nous avons étendu nos mesures à nos plants expérimentaux afin de 

vérifier la présence de la photorespiration (Tableau 5). 

Nous constatons que chez les trois plantes en C3, l'acide glycidi-

que produit plusieurs résultats: soit le passage d'un effet positif à un 

effet négatif dans le cas des arbres (érable à sucre et pin), soit une 

augmentation de l'effet négatif chez le haricot. L'acide glycidique, en 

inhibant la photorespiration, produit une augmentation de l'activité pho-

tosynthétique. Ceci se traduit par un plus grand dégagement d'oxygène et 

une diminution de l'emmagasinage d'énergie. Quant au maïs, une plante en 

C4, il n'est pas affecté par l'acide glycidique, ce qui correspond au 

schème général selon lequel ce type de plantes ne possède qu'une très 

faible activité photorespiratoire (Canvin, 1982). 

A la lumière de ces résultats, l'impatiens semble être une plante en 

C4. Son activité photosynthétique est très élevée et n'est saturée 

qu'à de hautes intensités lumineuses. De plus, elle ne semble pas affec-

tée par l'acide glycidique, comme le maïs. Toutes ces données sont 

caractéristiques des plantes du type physiologique C4 (Black, 1973). 

Des mesures en vue de déterminer son appartenance à un type physiologique 

nous permettraient de juger de la pertinence de la méthodologie 
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Tableau 5 

Effet du faisceau actinique sur la variation du signal 

~  de feuilles traitées à l'acide glycidique 

Plante Dans l'eau Dans l'acide glycidique 

Érable à sucre 19 -12 

Haricot -12 -21 

1 mpa ti ens -39 -39 

Maïs -57 -57 

Pin 10 - 5 
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photoacoustique dans ce domaine. La facil i té de la prise de mesures et 

d'interprétation se révéleraient des avantages indéniables comparative-

ment aux méthodes d'analyse par marquage radioactif ou d'analyse spec-

troscopie des échanges de C02 (Zelitch, 1976). 

Toutes ces données convergent vers une même conclusion: la photores-

piration serait à l'origine de l'indépendance de l'effet du faisceau 

actinique sur les feuilles d'érable à sucre selon la fréquence de modula-

tion. La photorespiration diminue la composante de dégagement d'oxygène 

et augmente celle d'emmagasinage d'énergie photosynthétique. La conju-

gaison de ces deux résultats est à l'origine de l'effet positif observé à 

des fréquences de modulation inférieures à 200 Hz chez l'érable à sucre. 

La possibilité de détecter la photorespiration par la méthodologie 

photoacoustique ouvre des voies d'étude fort intéressantes. L'analyse 

des interactions bioénergétiques entre la photosynthèse et la photorespi-

ration sera ainsi permise. Ceci nous permettra de mieux saisir les modes 

de régulation entre ces deux phénomènes. La facil ité et la rapidité 

d'utilisation de la méthodologie photoacoustique sont deux avantages 

indéniables vis-à-vis les autres techniques. 



CIiAPITRE V 

CONCLUSION 

Au cours de ce travail, nous avons utilisé la spectroscopie photo-

acoustique afin d'obtenir des données morphologiques et physiologiques 

sur des feuilles. L'emploi de la spectroscopie photoacoustique se révèle 

fort avantageux pour l'étude des propriétés spectroscopiques de matériaux 

biologiques. Souvent, les méthodes conventionnelles ne permettent pas 

l'étude de tels matériaux, les limitations provenant de l'opacité de 

l'échantillon, des phénomènes de diffusion lumineuse, de l'hétérogénéité 

de la surface, etc. La technique photoacoustique constitue donc une 

méthode d'investigation privilégiée des propriétés optiques et thermiques 

des systèmes ..i!! vivo. De pl us, dans le cas de feuilles -intactes, des 

informations peuvent être obtenues sur l'emmagasinage d'énergie photosyn-

thétique et du dégagement d'oxygène, deux indicateurs de l'état de santé 

de la feuille. 

Dans un premier temps, nous avons dressé des cartes chromophoriques 

des feuilles par la technique de profil de profondeur. Ceci nous a per-

mis d'établir la présence et de localiser les différents pigments foliai-

res. Dans le cadre d'études ultérieures sur les effets des polluants sur 

la flore, il nous apparait important de corréler ces résultats avec ceux 

obtenus à l'aide des techniques microscopiques usuelles afin de bien 

situer les différentes assises cellulaires. 
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Par la suite, nous avons mesuré l'activité photosynthétique de dif-

férentes plantes par le biais de l'emmagasinage d'énergie photosynthéti-

que et du dégagement d'oxygène. Nous avons pu vérifier les effets du 

temps, de la fréquence de modulation et de l'intensité des faisceaux 

actinique et modulé sur le signal photoacoustique. Ceci nous a permis de 

déterminer nos paramètres de mesure. Pl us particul ièrement, nous avons 

observé une indépendance de la fréquence de modulation sur l'effet du 

faisceau actinique dans le cas de l'érable à sucre. 

Ce nouveau phénomène, rapporté pour la première fois, a été relié à 

la photorespiration, un mécanisme régulateur de la photosynthèse. L'uti-

lisation de mélanges gazeux affectant l'une ou l'autre de ces voies méta-

boliques, ainsi que l'emploi d'un inhibiteur de la photorespiration nous 

ont permis d'exprimer cette hypothèse. 

En ce qui a trait à la détermination de l'activité photosynthétique 

de plantes soumises à des stress environnementaux (pluies acides, pol-

luants gazeux) par la spectroscopie photoacoustique, nous nous permettons 

quelques remarques. Une des étapes cruciales dans le calcul de l'acti-

vité photosynthétique (ôrT*) consiste en la détermination de l'emmagasi-

nage d'énergie photosynthétique. Comme celle-ci se déroule à des fré-

quences de modulation supérieures à 350 Hz, le rapport signal/bruit est 

faible, ce qui entraîne une erreur sur la mesure. Une seconde méthode, 

telle l'effet Mirage, permettrait de mieux définir l'emmagasinage d'éner-

gie photosynthétique, et ce, à des fréquences de modulation inférieures à 
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100 Hz. De plus, nous avons présenté dans ce travail, des valeurs d'ac-

tivité photosynthétique calculées à une fréquence de modulation donnée. 

Il serait préférable, dans le cadre d'études basées sur des comparaisons 

entre différents sujets, d'utiliser plusieurs fréquences de modulation 

a fi n de dé termi ner le rapport OIT*- à une fréquence de modul a ti on de a Hz. 

Ceci correspond en quelque sorte à un rendement quantique puisque l'on 

divise une activité photochimique (le dégagement d'oxygène) par une 

valeur (T*) reliée à la quantité de lumière absorbée. De plus, il est 

possible â partir de ces 'données de vérifier la capacité de diffusion de 

l'oxygène à travers les tissus. Finalement, des mesures de l'effet Emer-

son sur des échantillons nous permettraient de cerner le ou les sites 

d'action des stress. 

La spectroscopie photoacoustique demeure un outil important qui per-

met d'élargir la puissance des analyses spectroscopiques. Avec l'adjonc-

tion -d'autres techniques d'investigation physiologiques (fluorescence, 

transmittance ... ) elle devient utile dans une recherche de la 

compréhension des processus de base régissant la ~  
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