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RESUME

La composition de 1'unité photosynthétique, responsable de la trans-
formation de 1'énergie 1uminéuse en énergie chimique, montre que les chlo-
rophylles a et b et quelques quinones participent aux &tapes primaires de
la photosynth&se. Cependant, 1'importance de 1'interaction chlorophylie/

quinone n'est pas encore bien connue.

Par 1a méthode des monocouches, laquelle nous permet de simuler une
-orientation probable des pigments photosynthé&tiques dans 1a membrane in-
terne du ch]orop]aste, nous avons &tudié les proprié&tés de pression de
surface des systémes chlorophylle/vitamine K], chlorophylle/a-tocophéryl-

quinone, chlorophylle/a-tocophérol et chlorophylle/phytol.

L'écart entre la loi additive des pressions de surface et les iso-
thermes expérimentales détermine 1'importance de cette interaction. Une
analyse thermodynamique de ces résultats nous apporte une preuve supplé-

mentaire de 1'interaction chlorophylle/quinone.

Finalement, une &tude en spectroscopie infrarouge du systéme chloro-
phylle a/a-tocophérylquinone nous permet de déterminer, d'une fagon hypo-

thétique, le type d'interaction entre la chlorophylle et la quinone.

g AMne M

R.M. LEBLANC ) M. MORIN
Directeur de Recherche . Etudiant gradué M.Sc.




Avant-propos

"Un arrangement ordonné est la tache d'un homme de science. Une science
est batie de faits tout comme une maison est batie de briques. Cepen-
dant, un simple ensemble de faits ne peut €tre appelé une science pas

plus qu'une pile de briques peut &tre appelée une maison."

(Henri Poincare)

"Le fait que nous n'avons pas réussi @ nous voir comme étant une partie
d'un monde immense et indivisible nous a probablement induit en erreur.
Pendant trop longtemps, nous avons basé nos vies sur un sentiment pri-
mitif que le r6le de 1'homme, donné par le Créateur, €tait de dominer
les poissons de la mer, les oiseaux dans les cieux ainsi que toute cho-
se vivante qui peut se mouvoir sur la terre. Nous n'avons pas réussi a
‘comprendre que la terre ne nous appartient pas mais que nous appartenons

d la terre."

(Ro1f Edberg)

MILLER, G.T.Jr. (1976). Chemistry: A contemporary approach. Wadworth
Publishing Co., Inc. Belmont,California, p.19, 149.
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1.0 INTRODUCTION

Tous les efforts faits pour comprendre la base de la vie sur terre
doivent toujours &tre ramenés a la photosynthé&se, ce processus gui per-
met aux plantes de croftre en utilisant le gaz carbonique (CDE}, 1'eau
et de petites quantités de minéraux. La photosynth&se est un processus
a grande &chelle qui convertit des composés inorganiques simples et sta-
bles en une combinaison d'oxygéne et de mati@res organiques riches en

énergie, ce qui rend possible une vie abondante sur terre.

La transformation par les plantes vertes, les algues et autres or-
ganismes photosynthétiques d'une toute petite partie de 1'énergie solai-
re (environ 1%) arrivant sur terre permet la fixation annuelle de mil-

liards de tonnes de carbone dans les molécules organiques.

C'est essentiellement au sein d'organites tré&s spécialisés, les chlo-
roplastes, que se déroulent ces ré&actions. Ainsi, des mécanismes trés
E€laborés permettent la transformation de 1'&nergie solaire en &nergie

chimique potentielle assimilable par tous les &tres vivants.

L'homme dépend &troitement de la production végé&tale pour vivre et
se développer: chaque molécule d'oxyg&ne que nous respirons, chaque ato-
me de carbone de chaque molécule de notre corps a nécessairement tra-

versé la membrane 1imitante d'un chloroplaste.

La connaissance des processus photosynthétiques devrait permettre,
et permet déja, d'améliorer les plantes en vue d'obtenir un meilleur ren-

dement photosynthétique, et par conséquent, une meilleure productivité.



Par ailleurs, la-perspective de voir nos ré&serves énergétiques s'épui-
ser est inquiétante; aussi, pour aider & résoudre ce probléme, i1 est né-
cessaire de mieux comprendre les mé&canismes qui permettent aux végétaux
d'utiliser 1'énergie solaire, seule forme d'énergie qui parvienne en per-
manence sur 1a terre. Ces mécanismes de la photosynth&se sont nombreux
et souvent tr@s complexes. Nous nous sommes donc intéressé d un de ces
mécanismes, soit celui qui régit 1'interaction des chlorophylles avec les

différentes quinones présentes dans le chloroplaste des végétaux.



2.0 THEORIE ET RAPPEL DE LA LITTERATURE

2.1 Structure et fonction de 1'appareil photosynthétique

L'observation de la feuille d'un végétal supérieur fait apparaftre
les relations qui existent entre sa structure et sa fonction. La grande
surface du limbe en fait un récepteur efficace du rayonnement solaire.
Sa faible épaisseur, sa structure lacunaire et la présence de stomates
sont favorables aux &changes gazeux. Les vaisseaux conducteurs, qui
vont dans les moindres recoins de Ta feuille, la mettent en relation
avec le reste de la plante. I1s véhiculent les molécules nécessaires
d Ta photosynth@se et ils exportent les produits synthétisés. Enfin
les cellules du parenchyme de la feuille contiennent dans leur cytoplas-
me une trés grande quantité de chloroplastes. Ces organites, renfermant
la totalité de 1a chlorophylle, sont spécialisés dans 1'accomplissement
de Ta photosynth&se. Dans un gramme de feuille d'épinard, il y a envi-
ron 500 millions de ch]prop]astes. En moyenne, c'est prés de 60% de 1la
masse totale des proté&ines de la feuille qui sont Tocalisées dans ces

organites.

2.1.1  Structure du chloroplaste

Observé au microscope électronique, un chloroplaste d'épinard se
présente comme un disque ovo'ide de 7 & 8 microns de longueur sur 2 a 3
microns de diamétre. I1 est T1imité par une double membrane, 1'enveloppe,

et renferme un réseau membranaire qu'on appelle les thylakoides.



L'espace 1imité par 1'enveloppe et dans lequel baignent les thylakoi-
des a, au microscope &lectronique, un aspect granuleux: c'est le stro-
ma. Chacune de ces parties jouent un rdle bien particulier dans la pho-

tosynthése, (Fig. 1)

Les thylakoides présentent une structure extrémement ordonnée.
Ils sont formés de vésicules closes, aplaties et plus ou moins JTongues.
Les vésicules de petite taille sont tr&s souvent empilées les unes sur
les autres pour former les grana. Contrairement aux autres systémes
membranaires de végétaux, la membrane des thylakoides est remarquable-
ment pauvre en phospholipides. Cependant, 80% des lipides polaires de
la membrane des thylakoides sont des glycolipides, galactolipides et
sulfolipides. De plus, c'est dans cette membrane due se trouvent loca-
1isés spécifiquement les chlorophylles et d'autres pigments tels les ca-
roténoides et les quinones. Par ailleurs, pré&s de la moitié des protéi-
nes du chloroplaste sont concentrées dans la membrane des thylakoides.
Parmi elles, on a pu caractériser des cytochromes et de la plastocyanine,
protéines pouvant, selon leur environnement, recevoir ou céder des élec-
trons. Les thylakoides baignent dans une phase liquide, le stroma, qui
contient 1'autre 50% des proté&ines du chloroplaste. La double membrane
du chloroplaste, 1'enveloppe, maintient en &troit contact les thylakoides

avec les proté&ines du stroma.

Ces structures sont les supports d'activités enzymatiques parti-
cipant d'une manig&re ou d'une autre 3 la photosynth&se. Grdce:a 1'uti-

lisation de chloroplastes isolés rigoureusement intacts, il est possible
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FIGURE 1. Structure du chloroplaste (Douce et Joyard, 1977).



de Tocaliser avec une trd@s grande précision les différentes &tapes
du processus photosynthétique: absorption de 1a Tumigre, dégagement
d'oxygéne, fixation du gaz carbonique, synthése et transport des mo-

lécules carbonées.

2.1.2 Transformation de 1'énergie solaire en énergie chimique

Les thylakoides sont le si&ge des réactions primaires de la photo-
synthése, i.e. des réactions transformant 1'énergie lumineuse en énergie
chimique utilisée ensuite dans le stroma pour la réduction du gaz car-
bonique. Lorsqu'on illumine les thylakoides, un transfert d'électrons
s'établit entre 1'eau et un accepteur final (X) dont la structure
n'est pas encore &tablie (Fig. 2). Comme le potentiel d'oxydoré&duction
de 1'eau {E;==1-U.Bl volt) est nettement supérieur au potentiel d'oxy-
doréduction de 1'accepteur final [E; = - 0.6 volt), i1 faut un apport
d'énergie pour que ce transfert puisse s'effectuer; c'est ce qu'apporte
la Tumiére. De plus, a ce transfert d'électrons est couplée la phospho-
rylation de 1'ADP en ATP, qui constitue un systéme de stockage de 1'éner-

gie.

L'énergie lumineuse est captée au sein de la membrane des thylakoides
par deux antennes .collectrices, appartenant chacune d& 1'un des photosys-
témes successifs: le photosystéme I (PSI) et le photosyst2me II (PSII)
(Fig. 2). Ces antennes sont constituges par un ensemble de proté&ines
et de pigments (chlorophylles, caroténoides) qui absorbent 1'énergie
lumineuse et la c&dent ensuite par résonance d une forme particuliére

de chlorophylle a, différente pour chacun des photosyst&mes.
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Dans Te PSI, on appelle cette chlorophylle particuligre le P700
et i1 est suggéré que ce P700 représente le pidge du PS I ol 1'éner-
gie lumineuse, absorb&e par 1'unité photosynthétique, est captée et
impliquée directement dans les processus primaires photochimiques.
Au niveau du PS II, ce pigge se nomme le P680. Cette chlorophylle
particulidre s'oxyde par la suite en perdant un &lectron qui est
transféré sur un accepteur. A chaque photosyst2me est associé un
accepteur et un donneur d'électrons; ce dernier permet a la chlo-
rophylle oxydée de retrouver son niveau énergétique initial. Un
tel mécanisme rend possible le transfert d'E&lectrons dans chaque
photosyst@me, entre molécules capables de donner et d'accepter un

&lectron, contre un gradient de potentiel considérable.

Le processus commence par 1'absorption d'un photon par 1'an-
tenne du PS II. L'&nergie d'excitation est transmise & une molécule
de chlorophylle situge dans le centre réactionnel de 1'unité photo-
synthétique, soit 1e P680. Cette mol&cule excitée transfére un &lec-
tron d un accepteur (, de structure inconnue, et revient @ son état -
énergétique initial en recevant un &lectron du donneur Z. Apré&s avoir
donné 4 électrons, la molécule Z les regagne en oxydant deux molécules
d'eau. De 1'accepteur Q, 1'&lectron passe 3 travers une série de mo-
lécules transporteur d'électrons, soit B, une molécule inconnue que 1'on
suppose &tre une quinone, la plastoquinone (PQ), le cytochrome f (Cyt f),
pour arriver 3 la plastocyanine (PC). Cette plastocyanine injecte 1'Elec-
tron dans le photosystéme I (PSI) en le donnant au P700 pour compenser
la perte d'électrons subie lorsque, excité par les pigments de sa propre

antenne collectrice, le P700 a cé&dé un électron 3 ]1'accepteur X, proté&ine



4 base de fer et de soufre de structure inconnue. Finalement, 1'élec-

tron passe de 1'accepteur X 3 une substance réduisant la ferrédoxine (FRS),
puis @ la ferrédoxine (FD) et & un enzyme (R) pour arriver au NADP. Le
NADP est ensuite réduit en NADPH sous 1'influence de quatre protons pro-
venant de 1'oxydation de 1'eau. Le NADPH est le produit primaire de ces
réactions. De plus, durant deux de ces transferts d'électrons, de 1'ATP
est généré 3 partir de 1'ADP et du phosphate inorganique {HaPﬂa}. Le
premier site de production de 1'ATP se trouve quelque part entre la plas-
toquinone et le cytochrome f; le deuxi2me site est associé au PS II mais
n'‘a pas encore &té localisé avec précision. L'ATP formé s'unit au NADPH

pour convertir le EUZ en hydrates de carbone {EHZD]n.

Ce processus est répété pour chacun des guatre &lectrons donnés
par 1a molécule Z. Ainsi, huit transferts d'électrons et huit quanta
de Tumi@re (photons) sont requis pour libérer une molécule d'oxygéne
et réduire une molécule de EGE en hydrates de carbone (Govindjee et R.

Govindjee, 1974).

2.1.3 Unité photosynthé&tique

Des expériences réalisées par Emerson et Arnold (1932) ont démon-
tré qu'un minimum de 2,400 molécules de chlorophylles &taient nécessai-
res pour produire une molécule d'oxyg&ne. Un agrégat de cette dimension,
disaient-ils 2 cette époque, serait ce qu'on appelle une unité photosyn-
thétique. Cependant, depuis ce temps, le concept d'unité photosynthéti-
que a &té quelque peu modifié. Ainsi nous savons maintenant que chaque
centre réactionnel transfé@re un électron par photon absorbé&, que chague

électron passe 3 travers les deux centres réactionnels, et qu'il faut
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4 électrons pour réduire une molécule de gaz carbonique {CUZ} en
hydrate de carbone et produire une molécule d'oxygdne A partir de
1'eau. Donc huit actes photochimiques sont impliqués de telle sorte
que 1'on doit s'attendre 3 avoir huit fois moins de chlorophylles
associées 3 chaque centre réactionnel , soit environ 300 molécules
de chlorophylles par centre. Ces 300 molécules représentent 1'unité
photosynthé&tique telle qu'on l1a concoit de nos jours (Gregory, 1977,
p. 43).

2.1.4 Structure et orientation des pigments photosynthétiques

2.1.4.1 Les chlorophylles

Dans la série de processus qui débute avec 1'absorption de la lu-
miére et résulte dans la biosynth&se de composés caractérisant 1'orga-
nisme yivant, les chlorophylles jouent un r8le de premi2re importance.
Ainsi,ces chlorophylles constituent les photoaccepteurs primaires des

organismes photosynthétiques (Leblanc, 1975).

Parmi les chlorophylles, notons les chlorophylles a et b et la
bactériochlorophylle. On retrouve les deux premigres dans les végétaux
supérieurs tels 1'épinard; 1a bact&riochlorophylle est le principal
pigment des bactéries photosynthétiques. I1 existe aussi des chloro-
phylles auxiliaires telles les chlorophylles c;,c; et d qui sont beau-
coup moins importantes que les chlorophylles a et b. En E?fet. de
toutes ces chlorophylles, la chlorophylle a est présente dans tous les

organismes photosynth&tiques oll nous avons unes production d'oxygéne,
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La figure 3 représente la constitution chimique de 1a chlorophylle a.
C'est un dérivé de la porphyrine, syst&me hétérocyclique composé de 4
anneaux pyrrole auxquels se rattache une queue phytol. Les molécules

de chlorophylles sont plutét Tipophiles, mais elles contiennent des
groupements polaires tels que le carbonyle et 1'atome de magnésium
central. La chatne phytol {Ezﬂ H3g}, longue de 20 E, attachée au systé-
me polycyclique de la porphyrine est strictement lipophile. La molé-
cule de chlorophylle se présente donc comme constituée d'une t&te porphy-

rine  plus ou moins polaire et d'une queue apolaire.

Nous savons que la chlorophylle est située dans la membrane in-
terne du chloroplaste, 1a o0 a 1ieu la conversion énergétique de la
photosynth&se; cependant nous ne connaissons pas son emplacement exact
dans le chloroplaste ainsi que 1'état sous %egmel on la retrouve et
la relation existante entre les chlorophylles et les autres pigments

photosynthétiques.

Jusqu'ad présent, il n'y a pas de données expérimentales directes
sur 1'emplacement de 1a chlorophylle dans le chloroplaste bien que la
majorité des expérimentateurs considérent que la chlorophylle devrait
avoir une tendance d former une monocouche @ 1'interface entre les
couches hydrophyles (telles les protéines) et hydrophobes (telles les
lipides) (Leblanc, 1975).

On a estimé, @ partir de micrographies é&lectroniques et de la

teneur en chlorophylie, que 1'aire totale disponible &tait juste assez
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large pour accomoder toutes les mol&cules de chlorophylle dans une

couche monomoléculaire bien tassée (Ke,1966).

2.1.4.2 Les autres pigments photosynthétiques (Quinones)

I1 y a déja plusieurs années, Bishop (1958) et Krogmann (1961)
ont démontré que les chloroplastes contenaient des quinones substituées
d longue cha¥ne. Au moins huit de ces quinones ont &té identifiges
par la suite par Henninger et Crane (1963a), Lichtenthaler et Calvin
(1964) ainsi que Crane et coll. (1966). Parmi ces quinones, les plus
importantes é&taient les plastoquinones, les tocophérylquinones et l1a vi-
tamine K]. De plus les travaux de Henninger et Crane (1963b), Dilley
et Crane (1963) ainsi que Dilley et coll. (1963) ont clairement indiqué
que ces substances avaient un rdle important 3 jouer dans le transfert
d'électrons de la photosynth@se et qu'ils subissent des réactions d'oxy-
doréduction lorsque les chloroplastes sont illuminés. La méme observa-

tion a aussi &té faite dans le cas de 1'a-tocophérol.

La structure chimique de ces différents composés, soit la vitamine
K1. 1'a-tocophérylquinone et 1'a-tocophérol, est représentée sur la figu-
re 4. Comme chacun de ces composés posséde une Tongue chaTne non-polaire
d'au moins 16 carbones, ils devraient donc avoir une orientation préféren-
tielle a 1'interface lipide-eau,telle la surface des Tamelles de chloro-
plastes. En effet, 1la vitamine 51. par exemple, a un groupement phy- .
tyl de vingt atomes de carbones, hautement hydrophobe, qui est attaché

sur le carbone 3 du noyau naphtoquinone.
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Ceci renforce 1'orientation de 1a molécule & la surface que ce soit
en monocouche pure ou en monocouche mixte, i.e. mélangé avec d'autres
lipides. Cette orientation est suffisamment prononcée pour forcer le
groupement naphtoquinone, qui n'est pas tr&s hydrophile, 3 pénétrer la
région polaire d'une couche condensée 3 la surface (Miller et coll.
1977). De plus, Gaines (1968) a déja &tudié le comportement de cer-
tains pigments photosynthétiques & 1'interface air-eau, soit 1'a-
tocophérylquinone, la vitamine K], et le phytol, et il a effective-

ment noté une orientation des pigments & 1'interface.

2.2 Théorie sur 1'état monomoléculaire de la chlorophylle

Le concept de 1'agrégation de la chlorophylle in vivo, tel que
mentionné auparavant, a amené plusieurs chercheurs & simuler la struc-
ture foncfionne11e de 1'appareil photosynthétique. Pour simuler cet
état d'agrégation, ils ont utilisé la méthode des couches monomolécu-
laires afin d'en &tudier les propriétés physiques et chimiques. La
technique employée par la plupart des chercheurs a été mise au point
par Irving Langmuir en 1917 lorsqu'il a &laboré&ée une méthode pour me-
surer des pressions de surface. Depuis ce temps, cette technique a su-
bi diverses modifications selon la nature des travaux exécutés. Le
tableau 1 ré&sume la majorité des travaux importants réalisés sur les

monocouches de chlorophylle au cours des quarantes dernidres années.

L'état et les propriétés d'une monocouche sont ré&gis par la struc-
ture moléculaire du matériel formant 1a couche, l1a température, la pres-

sion latérale a 1'intérieur de Ta monocouche et 1a composition de 1a



TABLEAU 1 : RESUME DES TRAVAUX SUR LES MONOCOUCHES DE CHLOROPHYLLE

AUTEURS ANNEE PRESSION DE SPECTROSCOPIE FLUORESCENCE POTENTIEL  AUTRES MESURES
SURFACE D'ABSORPTION DE
(Visible) SURFACE

HUGHES 1936 X - - X -
SJOERDSMA 1936 X - - - -
ALEXANDER 1937 X - - X Microscopie
LANGMUIR ET 1937 X - X - Epaisseur du film
SCHAEFER Viscosité du film
HANSON 1939 X - - X Rayons-X
RODRIGO 1953 X - X - -
JACOBS et coll. 1954 - X X - -
TRURNIT et coll. 1959 - X - - -
COLMANO 1961 - X - - -
COLMANO 1962 - X - - -
BELLAMY et coll. 1963 X X - X -
GAINES et coll. 1964 X X X - Interaction chla/

alcool oléique

9l



RESUME DES TRAVAUX SUR LES MONOCOUCHES DE CHLOROPHYLLE

(SUITE)
AUTEURS ANNEE PRESSION DE SPECTROSCOPIE FLUORESCENCE POTENTIEL AUTRES MESURES
SURFACE D'ABSORPTION DE
(Visible) SURFACE
TWEET et coll. 1964 (a) X - X - -
TWEET et coll. 1964 (b) - - X - Distribution angu-
laire de fluorescence
ROSOFF et ARON 1965 X - - ' X Cinétique de phéo-
phytinisation
McCREE 1965 - - - - Photoconduction
GAINES et coll. 1965 X - X X Interaction chla/vit K]
SPERLING et KE 1966 - X - - Dichroisme
NEKRASOVY 1967 - X - - -
TROSPER et SAUER 1968 X X - - Interaction avec lipides
de chloroplaste
AGHION et coll. 1969 X - - - Photochimie
KLEUSER et BUCHER 1969 X X - - Electrochimie

Ll



RESUME DES TRAVAUX SUR LES MONOCOUCHES DE CHLOROPHYLLE

(SUITE)
AUTEURS ANNEE PRESSION DE SPECTROSCOPIE FLUORESCENCE POTENTIEL AUTRES MESURES
SURFACE D'ABSORPTION DE
(Visible) SURFACE

BRODY 1971 X - - X Photochimie
SINESCHEKOV et 1972 - X X - Spectre d'excitation
coll. Interaction avec caroténe
COSTA et coll. 1972 X X . X - -
McPHEE et BRODY 1973 X - - - Photophosphorylation
KARAN et BRODY 1974 X - - - Interaction chl a/cyt. ¢

& 1'interface heptane/eau
TANG et ALBRECHT 1974 - X - - Electrodéposition
COSTA et PORTER 1974 - X X - Photoréduction
LEBLANC et coll. 1974 - - X - Spectrofluorométrie Laser
DEN ENGELSEN et 1974 X - - - Dichroisme et E11ipsomé-
DE KONING trie
TANG et coll. 1975 - X - - Photoconductivité
AOSHIMA et coll. 1975 - - X - -

81l



RESUME DES TRAVAUX SUR LES MONOCOUCHES DE CHLOROPHYLLE

-Multicouche

(SUITE)
AUTEURS ANNEE PRESSION DE SPECTROSCOPIE FLUORESCENCE POTENTIEL AUTRES MESURES
SURFACE D'ABSORPTION DE
(Visible) SURFACE
BRODY 1975 X - - X Interaction plastocya-
nine/chlorophylle
CHIN et BRODY 1976 X - - X Interaction chl/cyt.
BRODY et OWENS 1976 X - - X Interaction chl/Pc,
chl/cyt. et chl/Fd
VILLAR 1976 - ' - - - Photoélectrochimie
LEBLANC et CHA- 1976 - X - - Interaction chl/dioxane
PADOS Infrarouge
CHAPADOS et LE- 1977 - - - - Infrarouge -Monocouche
BLANC
HIRSCH 1977 X X - X Interaction
chlorophylle/agents ré-
ducteurs
Photoé&lectrochimie

WATANABE et coll.

1978 - X - -

6l
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sous-phase. Les paramétres les plus importants et les plus souvent
mesurés pour caractériser les monocouches de chlorophylle sont les
isothermes de pression de surface et de potentiel de surface, la vis-

cosité du film, le spectre d'absorption et de fluorescence.

Les premi&res recherches sur les monocouches de chlorophylle re-
montent & 1936 lorsque Hugues ainsi que Sjoerdsma effectu2rent des mesu-
res de pression de surface des chlorophylles a et b. Par la suite, la
plupart des travaux sur les monocouches de chlorophylle comprenaient
des mesures de pression de surface. Les plus récents sont ceux de Costa

et coll. (1972) et Hirsch(1977).

La pression maximale pour la chlorophylle a est d'environ 30 mN.
m'] {dynes.cm'1j et Ta plupart des valeurs publiées varient entre 22 et

30 my. mo .

Ces différences entre les valeurs rapportées par les diffé-
rents auteurs sont attribuables aux diverses conditions expérimentales,
telles le pH de 1'eau, le solvant utilisé et la pureté de la chlorophyl-
le utilisée. Les surfaces moléculaires obtenues suite aux travaux des
différents chercheurs varient entre 100 et 135 ﬂz pour une pression == 0.
Puisque la surface plane de 1'anneau porphyrine de la chlorophylle occupe
une surface de 225 Ez {15315&], il devient évident que 1'anneau porphyrine
de 1a chlorophylle est orienté 3 la surface de 1!eau avec un angle d'incli-
naison défini. Ainsi, Hanson (1939) assume, suite 3 ses travaux, que le
.plan porphyrine a un angle de 550 par rapport & la surface de 1'eau. De
plus, des é&tudes de spectroscopie d'absorption polarisée de la chlorophyl-

le dans les membranes lipidiques a démontré que le plan de 1'anneau porphy-

0
rine de la chlorophylle a a une inclinaison de 48 par rapport & la surface
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de la membrane et 1a chlorophylle b une inclinaison de 510 (Cherry ef
coll., 1972). Selon Bellamy et coll. (1963), la configuration la plus
probable pour la chlorophylle serait une molécule pliée, ancrée 3 la
surface de 1'eau par les liaisons esters de la molécule, laissant 1'an-
neau porphyrine et la chaine phytol se redresser perpendiculairement 3 la

surface de 1'eau.

Hughes (1936) fut le premier & effectuer des mesures de potentiel
de surface des monocouches de chlorophylle. Par la suite, les travaux
de Alexander (1937) et Hanson (1939) ont confirmé ce que Hughes avait
avancé, Puis Bellamy et coll. (1963), Rosoff et Aron (1965), Gaines
et coll. (1965), et Brody (1971, 1975 et 1976) ont, tour & tour, Etudié
ces propriétés de la chlorophylle. Ainsi, pour un type donné de chloro-
phylle, le potentiel de surface augmente 1égérement et de fagon graduel-
le-avec 1'augmentation de compression. Ce 1é&ger changement dans le mo-
ment dipolaire du film de chlorophylle sous 1'effet d'une compression
indique qu'aucun changement important ne se produit dans la configura-

tion de la liaison ester par rapport a la surface de 1'eau.

La spectroscopie d'absorption est une propriété phys%que tréds im-
portante des monocouches de chlorophylle. La premiére &tude importante
en spectroscopie d'absorption fut 1'oeuvre de Jacobs, Holt et Rabinowitch
(1954). Par la suite, d'autres travaux furent réalisés sur 1la spec-
troscopie d'absorption des monocouches de chlorophylle, en particulier
ceux de Trurnit et coll. (1959), Colmano (1961,1962), Bellamy, Gaines
et Tweet (1963), Sperling et Ke (1966), Trosper et Sauer (1968), Costa
et coll. (1972), Tang et Albrecht (1974), Costa et Porter (1974), Leblanc



22

et Chapados (1976) et Hirsch (1977). Presque tous ces travaux de spec-
troscopie ont été réalisés aprés avoir déposé les monocouches de chloro-
phylle sur des lamelles de verre ou de guartz. Cependant, Bellamy,
Gaines et Tweet (1963) ont mis au point un systdme qui permet de pren-
dre le spectre d'absorption directement & 1'interface air-eau, ce qui
€limine Ta déposition sur lamelle. Un tel syst2me a aussi &té utilisé

par Hirsch (1977).

La fluorescence des monocouches de chlorophylle est aussi fréquem-
ment mesuréeet les travaux de Langmuir et Schaefer (1937) furent les pre-
miers dans ce domaine. Par la suite, des &études similaires ont &té réa-
lisées par Rodrigo (1953), Jacobs et coll. (1954), Tweet et coll. (1964),
Gaines et coll. (1965), Costa et coll. (1972) et Aoshima et coll. (1975).
Récemment, dans nos laboratoires de 1'UQ T R , nous avons mis au point
un appareil qui permet de mesurer la fluorescence des monocouches de
chlorophylle a 1'aide d'un laser et ce systdéme permet de travailler a

. -12 -3
des concentrations trds faibles, soit de 1‘ordre de 10 mol-dm . (Le-
blanc et coll. (1974).

D'autres genres d'études furent réalis€es sur les monocouches de
chlorophylle au cours des quarantes derni@res années. Ainsi, Langmuir
et Schaefer (1937) furent les premiers 3 mesurer 1'&paisseur d'une mono-
couche de chlorophylle ainsi que sa viscosité absolue. McCree (1965)
fut le premier 2 obtenir des résultats concluants de photoconductivité
et i1 fut suivit par Tang et coll. en 1975. Aghion, Broyde et Brody
(1969) furent les premiers 3 réaliser une &tude de la photochimie des

monocouches de chlorophylle, déposées @ 1'interface air-eau.
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Des &tudes similaires ont été réalisées par Brody en 1971 lorsqgu'i]
complexa la chlorophylle a & 1'interface air-eau avec différents donneurs
et accepteurs d'électrons pour essayer de reproduire le processus de trans-
fert d'électrons de la photosynthése. Finalement, les premiZres &tudes en
spectroscopie infrarouge de la chlorophylle en monocouches et en multicou-
ches furent réalisées par Leblanc et Chapados (1976) et Chapados et Leblanc
(1977). Des &tudes ir avaient déjad &té réalisées en solution (Holt, 1963,
Katz et coll. 1966), & 1'état solide {Weigl et Livingston, 1953; Ballschmi-
ter et Katz, 1972) mais encore aucune &tude n'avait &té faite sur la chlo-

rophylle & 1'état monomoléculaire avant 1976.

Un dernier aspect tré&s important des monocouches est |'&tude des mo-
nocouches mixtes obtenues en mettant en présence deux ou plusieurs substan-
ces. Ainsi, Colmano (1962) a &té& un des premiers & &tudier les pigments
photosynthétiques en monocouches mixtes; dans le but,justement, de simu-
ler 1'arrangement pigmentaire de 1'appareil photosynthé&tique naturel, i1
a mélangé de la chlorophylie a, de l1a chlorophylle b et du g-caroténe a
1'état mﬁnomu]écu&aire. Par la suite, d'autres études similaires ont é&té
réalisées: Trosper et Sauer (1968) ont &tudié 1'interaction de la chlo-
rophylle a avec des glycolipides du chloroplaste & 1'état monomoléculaire;
Sineshchekov et coll. (1972) ont &tudié 1'interaction de la chlorophylle

a avec certaines caroténoides du chloroplaste.

Par la suite, Seymour S. Brody et son équipe (Brody, 1971 (b);
Brody, 1975; Chin et Brody, 1976; Brody et Owens, 1976) ont é&tudié
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1'interaction de la chlorophylle avec certains transporteurs d'électrons
photosynthétiques, tels la plastocyanine, les cytochromes c et f et la
ferrédoxine. Il1s ont effectivement noté des interactions entre la chlo-
rophylle et ces divers transporteurs d'électrons par des mesures de pres-
sion de surface et de potentiel de surface ainsi que par des mesures

photochimiques.

L'interaction entre 1a chlorophylle et certaines quinones du chlo-
roplaste a fait 1'objet de plusieurs travaux au cours des dix derniéres
années et comme c'est le but de ce travail, nous allons y consacrer un

chapitre spécial.

2.3 Interaction chlorophylle/quinone

2.3.1 En solution

L'étude de T'interaction chlorophylle/quinone en solution n'est
pas le but de notre travail, mais, avant de voir ce qui a déja été fait
sur cette interaction & 1'état monomoléculaire, i1 serait bon de faire
ici une bréve revue des principaux travaux de 1'interaction chlorophyl-

le/quinone en solution.

Depuis que 1'on sait que certaines quinones peuvent servir d'accep-
teurs primaires 1or$ du transfert d'électrons . suivant 1'absorption de la
lumi&re par la chlorophylie (Arnon et Crane, 1965; Witt, 1967; Boardman,
1968), on a porté une grande attention 3 1'étude de 1'interaction pho-

tochimique de 1a chlorophylie avec ces quinones. La majeure partie
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de ces travaux ont &té faits en solution et les quinones les plus
fréquemment employées pour ces &tudes sont les para-benzoquinones sub-
stitués, la vitamine K1, 1'a-tocophérylquinone, la plastoquinone et

1'ubiquinone.

Livingston et Ke (1950) ainsi que Dilung et Chernyuk (1961) ont
démontré par fluorescence 1'interaction de 1'état excité singulet de
la chlorophylle a avec des quinones. Tollin et Green (1962), en ob-
servant la formation d'un radical anionique semi-quinone par la tech-
nique EPR (electron paramagnetic resonance) ont démontré que de tel-
les interactions pouvaient amener une séparation de charges. Kelly
et Porter (1970) ont &tudié 1'interaction entre la chlorophylle a pho-
to-excitée et la duroquinone, 1'a-tocophérylquinone et Ta vitamine K1
en solution dans 1‘&thanol par des mesures de fluorescence et de pho-
tolyse é&clair. Plus récemment, Lamola et coll. (1975) ont étudié 1'in-
teraction de la chlorophylle photo-excitée avec certaines benzoquinones
en solution par la technique de résonance magnétique nucléaire. Puis,
Beddard, Porter et Weese (1975) ont étudié Tes rendements de fluores-
cence, le temps de vie de fluorescence et les rendements quantiques de
1'état triplet pour des films solides de chlorophylle a dans de la 1é-
cithine en présence de différentes quinones dont 1'a-tocophérylquinone
et 1a plastoquinone (PQ9). 1Ils ont aussi noté que le processus de quen-
ching avait lieu par un transfert d'électrons de 1'état excité singulet

de 1a chlorophylle a & 1a molécule de quinone la plus proche.
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Au cours des dix derniéres années, les chercheurs soviétiques
ont effectué beaucoup de travaux dans le but de connaftre davantage
1a nature de 1'interaction photochimique de 1a chlorophylle avec des
quinones. Ainsi, Yevstigneyev et coll. (1968) ont démontré, par des
mesures potentiométriques et spectrophotométriques, que les chlorophyl-
les a et b en solution dans 1'alcool sont capables de réactions photo-
chimiques directes avec la plastoquinone isolée des plantes. Droz-
dova et Krasnovskii (1972)ont comparé 1'interaction photochimique
de Ta chlorophylle avec des quinones selon 1'état dans lequel Tes pig-
ments sont placés, soit en solution dans un solvant organique, soit
en solution dans un détergent, soit dans une suspension de chloroplas-
tes. Bobrovskii et Kholmogorov (1972) ont &tudié 1'interaction photo-
chimique de la chlorophylle avec des quinones en solution dans 1'&tha-
nol par la technique de 1'ESR (electron spin resonance). Gordeyev
et coll. (1973) se sont intéressés au processus de la photo-oxydation
de la chlorophylle a par la p-benzoquinone dans 1'&thanol comme &tant
fonction du pH du milieu. Kutyurin et coll. (1973) oht étudié le ro-
le de 1'eau dans Ta réaction de photo-oxydation de la chlorophylle par
la p-benzoquinone. Yevstigneyev et Chudar (1974a, b) ont observé des
changements dans le pH du milieu lors de la photo-oxydation ou de 1la
photoréduction des chlorophylles a et b et de leurs phéophytines cor-
respondantes par la p-benzoquinone ainsi que la conséquence de ces
changements de pH sur la concentration des pigments oxydants et ré&duc-
teurs. Gudkov et coll. (1975) ont &tudié 1a photoconductivité de la
chlorophylle a en présence de p-benzoquinone en solution dans 1'hexa-

nol. Yevstignayev et Gavrilova (1975 a, b) ont effectué des mesures de
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photopotentiel de 1'interaction photochimique de 1a chlorophylle

avec la duroquinone puis ont étudié 1'effet de la constante diélec-
trique du milieu sur Ta photooxydation de la chlorophylle a par la
p-benzoquinone. Finalement, Kostikov et coll. (1976) ont démontré

que, lors d'une photooxydation de la chlorophylle par des quinones,

les produits primaires de 1a photoréaction étaient le radical cati-
onique de la chlorophylle (chl f) et le radical anionique de la qui-
none (Q -); Ils ont employés principalement la p-benzoquinone, la du-
roquinone, 1'ubiquinone et une naphtoquinone disubstitué, la 1,4-naphto-

quinone.

En 1976, Huppert, ﬁentzepis et Tollin ont &tudié le mécanisme
de quenching du plus bas é&tat excité singulet de la chlorophylle par
des quinones au moyen de la spectroscopie laser dans la picoseconde.
Avec la chlorophylle seule, ils ont remarqué qu'une excitation par
le laser cauéait un bianchiment immédiat, dans un temps inférijeur &
10 picosecondes, de 1a bande & 665 nm et une production de nouvelles
bandes entre 460 et 550 nm et entre 800 et 830 nm avec des temps de
vie supérieurs & 500 picosecondes. L'addition du 2,6-diméthylbenzoqui-
none a provoqué un quenching de ces changements d'absorption et ils
ri'ont remarqué aucune formation de radical cation de la chlorophylle.
ITs ont ainsi conclu que 1'interaction entre une quinone et 1'état
excité singulet de 1a chlorophylle résulte en une énergie de dissipa-
tion sans formation mesurable d'espa&ces radicalaires ayant des temps

de vie plus Tongs que 10 picosecondes.
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Récemment, G.R. Seely (1978) a publié un bref résumé des prin-
cipaux travaux sur la photochimie du complexe chlorophylle-quinone
en solution et, selon lui, le but le plus souvent visé dans de telles
études est de définir les conditions par lesquelles 1'eau peut &tre
oxydée aprés la photooxydation de 1a chlorophylle ou d'un pigment

analogue par une quinone.

Le tableau 2 nous donne un apergu des principaux travaux réa-
1isés au cours des quinze derni&res années sur 1'interaction photo-

chimique entre la chlorophylle et certaines quinones.



TABLEAU 2:

RESUME DES PRINCIPAUX TRAVAUX SUR L'INTERACTION CHLOROPHYLLE/QUINONE EN SOLUTION

REFERENCES (AUTEURS) ANNEE SOLVANT TYPE D'ETUDE

TOLLIN et GREEN 1962 Ether/isopentane/ Formation d'un radical anionique semiquinone

éthanol (8:3:5 v/v) par EPR

YEVSTIGNEYEV et coll. 1968 Ethanol Interaction photochimique de Ta chlorophylle
et de la plastoquinone

KELLY et PORTER 1970 Ethanol Interaction photochimique de la chlorophylle
avec la duroquinone, 1'a-tocophérylquinone et
la vitamine K]

YEVSTIGNEYEV et coll. 1971 Ethanol Influence du signal EPR sur 1'acidité du milieu
durant Ta photo-oxydation de 1la chlorophylie
par la p-benzoquinone

WHITE et TOLLIN 1971 (a) Alcool, pyridine Photochimie des systémes phorphyrines/quinones
ESR

WHITE et TOLLIN 1971 (b) Alcool Photolyse &clair du systéme chlorophylle a/
quinone

RAMAN et TOLLIN 1971 Pyridine, Isooctane Photolyse éclair du systéme chlorophylle a/
benzoquinone

BOBROVSKII et KHOLMO- 1972 Ethanol Photochimie du systé&me chlorophylle/quinone

GOROV

par ESR

6¢



RESUME DES PRINCIPAUX TRAVAUX SUR L'INTERACTION CHLOROPHYLLE/QUINONE EN SOLUTION

(SUITE)

REFERENCES (AUTEURS) ANNEE SOLVANT TYPE D'ETUDE

DROZDOVA et KRASNOVSKII 1972 Ethanol, Triton X-100 Influence de 1'état de la chlorophylle sur
son interaction photochimique avec des qui-
nones

HARBOUR et TOLLIN 1972 "Ethanol I1lumination & basse température.Photo-oxyda-
tion de 1a chlorophylle et mesures par ESR

TOMKIEWICZ et KLEIN 1973 Photo-oxydation de la chlorophylle b par des
benzoquinones, Mesures par PMR

HALES et BOLTON 1972 Alcool Photo-oxydation du systeme chlorophylle/ben-
zoquinone par photolyse éclair et spectrosco-
pie ESR

GORDEYEV et coll. 1973 Ethanol Photolyse éclair du syst2me chl a/p-benzoquino-
ne. Influence du pH du milieu

KUTYURIN et coll. 1973 Solvants organiques Effet de 1'eau sur la réaction de photo-oxyda-
tion de l1a chlorophylle par la p-benzoquinone

HARBOUR et TOLLIN 1974 (a) Ethanol Etude par ESR des radicaux produits 3 basse

température par 1'illumination de la chlorophyl-
le en présence de quinones

0€



RESUME DES PRINCIPAUX TRAVAUX SUR L'INTERACTION CHLOROPHYLLE/QUINONE EN SOLUTION

(SUITE)
REFERENCES (AUTEURS) ANNEE SOLVANT . TYPE D'ETUDE
SEELY 1978 Revue de Ta Tittérature sur 1'interaction pho-
tochimique chlorophylle/quinone
TOLLIN et RIZZUTO 1978 Ethanol Effet du FeCl, sur la photochimie du complexe

ch]orophy]1e/b8nzoquinone

€€



RESUME DES PRINCIPAUX TRAVAUX SUR L'INTERACTION CHLOROPHYLLE/QUINONE EN SOLUTION

(SUITE)

REFERENCES (AUTEURS) ANNEE SOLVANT TYPE D'ETUDE

GUDKOV et coll. 1975 Hexanol Photoconductivité de 1a chlorophylle a en pré-
sence de p-benzoquinone. Mesures de cinétique
et de température

YEVSTIGNEYEV et GAVRILOVA 1975 (a) Ethanol Photopotentiel de 1'interaction photochimique
entre Tes chlorophylles a et b et Ta duroqui-
none

YEVSTIGNEYEV et GAVRILOVA 1975 (b) Solvants organiques Effet de Ta constante diélectrique du milieu
sur Ta photo-oxydation de la chlorophylle a
par la p-benzoquinone

HUPPERT et coll. 1976 Ethanol Spectroscopie laser dans la picoseconde du sys-
teéme chlorophylle/benzoquinone

TOLLIN 1976 Alcool Photoréactions chlorophylle/quinone par photo-
lyse &clair laser et par ESR

KOSTIKOV et coll. 1976 Alcool Etude du rendement de formation des radicaux

cationiques (ch1% ) lors de 1a photo-oxydation
de 1a chlorophylle avec plusieurs quinones

A%
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2.3.2 A 1'état monomoléculaire

Les &tudes concernantl'interaction chlorophylle/quinone a 1'in-
terface air-eau sont tré&s peu nombreuses; en effet, au cours des trei-

ze derniéres années, on n'en dénombre que quatre.

La premié&re étude fut celle de Gaines, Tweet et Bellamy (1965)

qui ont démontré le rdle de la vitamine K, sur la fluorescence de

1
la chlorophylle a & 1'état monomoléculaire. Les courbes de pression
de surface qu'ils ont obtenues & partir de monocouches mixtes compo-
sées de chlorophylle a et de vitamine K1, d diverses concentrations,
ont toutes démontré une déviation négative par rapport au comporte-
ment idéal (courbe théorique). Par les mesures de potentiel de sur-
face,i1s ont suggéré qu'il existe une interaction quelconque entre
les dipoles moléculaires des deux substances en monocouches mixtes.
I1s ont aussi émis 1'hypothése que 1a portion quinone de la molécule
de vitamine K] pourrait &tre immergé dans 1'eau, de telle fagon

que lorsque de telles molécules sont entremélées dans une monocou-

che de chlorophylle, les anneaux quinones se trouvent sous les an-
neaux porphyrines de la chlorophylle. Les études de fluorescence

Teur ont permis d'affirmer que la vitamine K] est un quencher

assez efficace de 1a fluorescence de 1a chlorophylle en films dilués
et que ce quenching est 1imité par la diffusion et est d0 aux colli-
sions entre les molécules excitées de chlorophylle et les molécules

de vitamine K1. En monocouches concentrées, ils ant noté une effica-
cité de quenching 1égérement inférieure parce que le transfert d'éner-

gie entre les molécules de chlorophylle é&tait plus rapide et le temps
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de vie des molécules excités &tait plus court.

Par la suite, deux &tudes furent réalisées par Sir Georges
Porter et son &quipe de recherche de 1'Institution Royale de Lon-
dres (Costa et coll., 1972; Costa et Porter, 1974). Ils ont &tu-
dié 1'interaction chlorophylle-quinone par spectroscopie d'absorp-

tion, par spectroscopie de fluorescence, et par photoréactions.

Ainsi, en déposant directement une monocouche d'a-tocophéryl-
quinone sur une monocouche de chlorophylle a, ils ont observé que 1la
bande rouge du spectre d'absorption de 1a chlorophylle a subissait un
déplacement de 4 nm vers le bleu (679nm =» 675nm) et que 1'absorbance
maximale par couche diminuait de 0.009 a 0.007. Par contre, 1'effet
de 1a vitamine K1 était beaucoup plus drastique,soit une diminution

de 1'absorbance maximale par couche de 0.009 & 0.005 et une large ban-

de d'absorbance de 550 & 470 nm,

En fluorescence, i1s ont observé que la vitamine K] avait une
efficacité plus grande comme quencher que 1'u-tocophérylquinone et que
la vitesse de quenching de la fluorescence de 1a chlorophylle é&tait
proportionnelle @ 1a concentration de quinone dans la couche adjacente
d Ta couche de chlorophylle. Lorsque les monocouches de chlorophylle
et de quinone étaient séparées par une ou plusieurs couches d'arachi-
date de cadmium, i1s ont remarqué une diffusion de 1a quinone dans les

couches d'arachidate.
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Dernigrement, des travaux de R.E. Hirsch (1977) ont porté sur
les propriétés spectroscopiques de monocouches mixtes chlorophylle/
quinone a diverses cancentratinns.et les quinones étudiées sont la
vitamine Ky 1'a-tocophérylquinone et 1'a-tocophérol. De son travail,
Hirsch en est arrivé aux conclusions suivantes: 1'introduction de la
vitamine K1 dans des films de chlorophylle résuite en un changement
_figoureux des agrégals de chlorophylle et des autres espéces aprés une
irradiation. La vitamine K] pourrait réduire les espéces de chlorophyl-
le. De plus, 1'addition de la vitamine Ky a une monocouche de chloro-
phylle cause une diminution assez importante du coefficient d'absorp-
tion et un déplacement des maxima d'absorption de 678 nm a 682 nm et

de 721 nm a 725 nm.

be méme l'additinn de 1'a-tocophérylquinone & une monocouche
de chiorophylle résulte en une diminution assez importante de la
densité optique (absorbance) pour les pics a 670, 698 et 732 nm.
L'irradiation d'un film mixte chl: «-TCPQ n'a apporté aucun change-
ment dans le spectre d'absorption, ce qui améne Hirsch 3 supposer
que 1'a-tncaphéry1qu{nane, en phase obscure, provoque un alignement
paralléle des molécules de chlorophylle résultant en la formation
d'un pic & 682 nm aux dépens de la forme monomgre (670 nm) et de la
forme agrégat (698 nm). La forme cristalline observée dans le noir
(736 nm) pourrait résulter du changement d'orientation des cristaux

observés dans une monocouche de chlorophylle pure & 730 et 748 nm.

Ainsi, i1 semble que les deux guinones (vit. K, et «-TCPQ) amorcent

1
1a formation d'un agrégat a 680 nm qui pourrait €tre analogue au centre
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réactionnel du PS II, soit le P680. Ce P680 pourrait alors Etre formé
de portions de thylakoYdes ol des quinones ou d'autres substances du PS

Il sont présentes.

Avec 1'a-tocophérol associé & la chlorophylle dans une monocouche
mixte, Hirsch n'a remarqué aucun changement dans la densité optique du
spectre d'absorption aprds une irradiation, sauf que la maximum d'absorp-
tion subit un 1&ger déplacement de 677 3@ 681 nm. Le tocophérol agit

alors comme un "intermédiaire inerte" (inert spacer).

Le tableau 3 nous donne un bref apercu des travaux réalisés sur

1"interaction chlorophylle-quinone & 1'&tat monomoléculaire depuis 1965.

Toutes ces Etudes du syst&me chlorophylle-guinone ont apporté

un peu de lTumidre sur ce processus d'interaction encore tré&s mal connu;
cependant, personne ne s'est vraiment aventuré & émettre 1'hypoth&se d'un
mod&le d'interaction entre la chlorophylle et une quinone & 1'intérieur
de la membrane photosynthé&tique, sauf peut-&tre 1'approche déja faite

il y a quelques années dans nos laboratoires par LeBrech, Leblanc et
Antippa (1974) qui ont suggéré un moddle d'interaction entre la chloro-
phylle a et la p-benzoquinone, mod&le impliquant deux molécules de chlo-
rophylle a relides & une molécule de p-benznquinuﬁe par les atomes de

magnésium.

Certaines approches ont aussi &té faites pour expliquer les proces-
sus photobiologiques associés aux membranes photosynthétiques, telles les

membranes bilipidiques (BLM)} et les liposomes (Tien, 1974; Berns, 1976;



RESUME DES PRINCIPAUX TRAVAUX SUR L'INTERACTION CHLOROPHYLLE/QUINONE EN SOLUTION

(SUITE)

REFERENCES (AUTEURS) ANNEE SOLVANT TYPE D'ETUDE

HARBOUR et TOLLIN 1974 (b) Acétone Effet photochimique de 1'addition d'eau dans
un systéme chlorophylle-quinone

TOLLIN 1974 Mécanismes réactionnels de 1'interaction pho-
tochimique chlorophylle-quinone

YEVSTIGNEYEV et CHUDAR 1974 (a) Alcool, Acétone Effet du changement du pH du milieu sur les
réactions photochimiques chlorophylle/quinone

KIM et coll. 1974 Ethanol, HC] Effet de 1'acidité du milieu sur la formation
de radicaux cationiques (chl +) lors de la pho-
to-oxydation de la chlorophylle en présence de
quinones

YEVSTIGNEYEV et CHUDAR 1974 (b) Mé&thanol Conséquence des changements de pH du milieu sur
la concentration des pigments oxydants et réduc-
teurs lors des réactions photochimiques chloro-
phylles/quinones et phéophytines/quinones

LAMILA et coll. 1975 Ethanol deutéré Etude par RMN de la photo-oxydation des chloro-
phylles par des quinones

BEDDARD et coll. 1975 Chloroforme

Etude de fluorescence chlorophylie/quinone/léci-
thine en film solide

LE



TABLEAU 3: RESUME DES TRAVAUX SUR L'INTERACTION CHLOROPHYLLE/QUINONE A L'ETAT MONOMOLECULAIRE

AUTEURS ANNEE TYPE D'ETUDE

GAINES, TWEET et BELLAMY 1965 Influence de 1a vitamine Kl sur la fluorescence de la chlo-
rophylle a.

COSTA et coll. 1972 Spectroscopie d'absorption et de fluorescence du systeme chlo-
rophylle/quinone sur des monocouches mixtes déposées sur un sup-
port solide & 1'interface air-eau.

COSTA et PORTER 1974 Spectroscopie d'absorption et de fluorescence sur des monocou-
ches déposées sur un support solide & 1'interface lipide-eau.
Réactions photochimiques au moyen d'agents réducteurs.

HIRSCH 1977 Spectroscopie d'absorption du syst&me chlorophylle/quinone pris

directement & 1'interface air-eau.

8t
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Chen et Berns, 1976; Thornber et coll., 1976 et Sauer, 1978). Tout
récemment, Masters et Mauzerall (1978) ont &tudié 1'effet de certai-
nes quinones, et particuligrement les plastoguinone PQ-5 et PQ-9, sur
les propriétés photoélectriques delhicauches lipidiques (BLM) conte-
nant de Ta chlorophylle a. 1Ils ont conclu de leurs travaux que 1'ad-
dition des plastoquinones P(Q-5 ou PQ-9 augmentait 1z photoconductance

jusqu'a 20 fois ce qu'elle était dans la bicouche sans guinone.

Cette &tude est intéressante dans son ensemble mais ne nous rensei-
gne pas vraiment sur un modé&le d'interaction entre la chlorophylle et
la quinone dans la membrane. Nous croyons que la méthode des monocou-
ches associée d certaines techniques spectroscopiques nous aidera a fai-
re un pas dans la bonne direction car cette méthode des monocouches nous
renseigne principalement sur 1'aire moléculaire et 1'orientation molécu-
laire d'un systéme chlorophylle/quinone ainsi que sur 1'interaction inter-

moléculaire entre ces deux pigments photosynthétiques,



3.0 BUT DE LA THESE

La composition de T1'unité photosynthétique, unité responsable
de Ta transformation de 1'énergie lumineuse en énergie chimique, mon-
tre que les chlorophylles a et b, les caroténoides et quelques quinones
particibent aux étapes primaires de la photosynthése. En effet, les
chlorophylles servent, on le sait, d@ capter 1'énergie solaire et & trans-
férer cette énergie tandis que les caroténoides protégent les chloro-
phylles de 1a photooxidation et les quinones transférent les é&lectrons

1ibérés au piége d'énergie.

Jusqu'a présent, nous savons que certaines quinones du chloro-
plaste jouent un rdle assez important dans le transfert d'électrons
mais on ne connait pas encore 1'importance de leur interaction avec la
ch]drophy]]e. L'examen de Ta nature du complexe chlorophylle/quinone
nous permettrait de prévoir la possibilité d'avoir un tel comb]exe
comme piége d'énergie, phénoméne encore inconnu de nos Jours et.qui

passionne une foule de chercheurs.

Comme nous croyons que Tes pigments photosynthétiques forment
une couche monomoléculaire dans la membrane interne du chloroplaste,
nous avons adopté la méthode de Langmuir pour simuler cette orienta-
tion. L'examen des propriétés de pression de surface des systémes
chlorophylie/quinone nous permettra de savoir s'il y a interaction ou
non et d'en évaluer une intensité relative mais ne nous permettra, en
aucune fagon, d'identifier le type d'interaction. Pour cela, nous nous

proposons d'effectuer une étude en spectroscopie infrarouge de ces
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RESUME DES PRINCIPAUX TRAVAUX SUR L'INTERACTION CHLOROPHYLLE/QUINONE EN SOLUTION

(SUITE)

REFERENCES (AUTEURS) ANNEE SOLVANT TYPE D'ETUDE

HARBOUR et TOLLIN 1974 (b) Acétone Effet photochimique de 1'addition d'eau dans
un systéme chlorophylle-quinone

TOLLIN 1974 Mécanismes réactionnels de 1'interaction pho-
tochimique chlorophylle-quinone

YEVSTIGNEYEV et CHUDAR 1974 (a) Alcool, Acétone Effet du changement du pH du milieu sur les
réactions photochimiques chlorophylle/quinone

KIM et coll. 1974 Ethanol, HCI Effet de 1'acidité du milieu sur la formation
de radicaux cationiques (chl %) lors de la pho-
to-oxydation de la chlorophylle en présence de
quinones

YEVSTIGNEYEY et CHUDAR 1974 (b) M&thanol Conséquence des changements de pH du milieu sur
la concentration des pigments oxydants et réduc-
teurs lors des réactions photochimiques chloro-
phylles/quinones et phéophytines/quinones

LAMOLA et coll. 1975 Ethanol deutéré Etude par RMN de la photo-oxydation des chloro-
phylles par des quinones

BEDDARD et coll. 1975 Chloroforme

Etude de fluorescence chlorophylle/quinone/1éci-
thine en film solide

Lad
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RESUME DES PRINCIPAUX TRAVAUX SUR L'INTERACTION CHLOROPHYLLE/QUINONE EN SOLUTION

(SUITE)

REFERENCES (AUTEURS) ANNEE SOLVANT TYPE D'ETUDE

GUDKOV et coll. 1975 Hexanol Photoconductivité de 1a chlorophylle a en pré-
sence de p-benzoquinone. Mesures de cinétique
et de température

YEVSTIGNEYEV et GAVRILOVA 1975 (a) Ethanol Photopotentiel de 1'interaction photochimique
entre les chlorophylles a et b et la duroqui-
none

YEVSTIGNEYEV et GAVRILOVA 1975 (b) Solvants organiques Effet de 1a constante diélectrique du milieu
sur la photo-oxydation de Ta chlorophylle a
par la p-benzoquinone

HUPPERT et coll. 1976 Ethanol Spectroscopie laser dans la picoseconde du sys-
téme chlorophylle/benzoquinone

TOLLIN 1976 Alcool Photoréactions chlorophylle/quinone par photo-
lyse éclair laser et par ESR

KOSTIKOV et coll. 1976 Alcool Etude du rendement de formation des radicaux

cationiques (chl1?* ) lors de la photo-oxydation
de la chlorophylle avec plusieurs quinones

2€



RESUME DES PRINCIPAUX TRAVAUX SUR L'INTERACTION CHLOROPHYLLE/QUINONE EN SOLUTION

(SUITE)
REFERENCES (AUTEURS) ANNEE SOLVANT . TYPE D'ETUDE
SEELY 1978 Revue de la littérature sur 1'interaction pho-
tochimique chlorophylle/quinone
TOLLIN et RIZZUTO 1978 Ethanol Effet du FeCl, sur la photochimie du complexe

ch]Derhy]1EfbgnzoquinunE

EE
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2.3.2 A 1'état monomoléculaire

Les études concernant]'interaction chlorophylle/quinone & 1'in-
terface air-eau sont trés peu nombreuses; en effet, au cours des trei-

ze derniéres années, on n'en dénombre que quatre.

La premiére &tude fut celle dé Gaines, Tweet et Bellamy (1965)
qui ont démontré le rdle de la vitamine K1 sur la fluorescence de
la chlorophylle a a 1'état monomoléculaire. Les courbes de pression
de surface qu'ils ont obtenues a partir de monocouches mixtes compo-
sées de chlorophylle a et de vitamine K1, a diverses concentrations,
ont toutes démontré une déviation négative par rapport au comporte-
ment idéal (courbe théorique). Par les mesures de potentiel de sur-
face,ils ont suggéré qu'il existe une interaction quelconque entre
les dipoles moléculaires des deux substances en monocouches mixtes.
I1s ont aussi émis 1'hypoth&se que la portion quinone de Ta molécule
de vttamine K] pourrait &tre immergé dans 1'eau, de telle fagon
que lorsque de telles molécules sont entrem&lées dans une monocou-
che de chlorophylle, les anneaux quinones se trouvent sous les an-
neaux porphyrines de la chlorophylle. Les &tudes de fluorescence
leur ont permis d'affirmer que la vitamine K1 est un quencher
assez efficace de Ta fluorescence de 1a chlorophylle en films dilués
et que ce quenching est 1imité par la diffusion et est d@ aux colli-
sions entre les molécules excitées de chlorophylle et 1és molécules
de vitamine K]. En monocouches concentrées, ils ont noté une effica-
cité de quenching 1&gérement inférieure parce que le transfert d'éner-

gie entre les molécules de chlorophylle é&tait plus rapide et le temps
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de vie des molécules excités était plus court.

Par l1a suite, deux &tudes furent réalisées par Sir Georges
Porter et son équipe de recherche de 1'Institution Royale de Lon-
dres (Costa et coll., 1972; Costa et Porter, 1974). 1I1s ont &tu-
dié 1'interaction chlorophylle-quinone par spectroscopie d'absorp-

tion, par spectroscopie de fluorescence, et par photoréactions.

Ainsi, en déposant directement une monocouche d'wx-tocophéryl-
quinone sur une monocouche de chlorophylle a, ils ont observé que la
bande rouge du spectre d'absorption de 1a chlorophylle a subissait un
déplacement de 4 nm vers le bleu (679nm —» 675nm) et que 1'absorbance
maximale par couche diminuait de 0.009 & 0.007. Par contre, 1'effet
de l1a vitamine K1 était beaucoup plus drastique,soit une diminution

de 1'absorbance maximale par couche de 0.009 & 0.005 et une large ban-

de d'absorbance de 550 & 470 nm.

En fluorescence, ils ont observé que la vitamine K1 avait une
efficacité plus grande comme gquencher que 1'z-tocophérylgquinone et que
la vitesse de quenching de la fluorescence de 1a chlorophylle était
proportionnelle 3@ la concentration de quinone dans la couche adjacente
a4 la couche de chlorophylle. Lorsque les monocouches de chlorophylle
et de quinone &taient séparées par une ou plusieurs couches d'arachi-
date de cadmium, ils ont remarqué ume diffusion de la quinone dans les

couches d'arachidate.
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Derniérement, des travaux de R.E. Hirsch (1977) ont porté sur
les propriétés spectroscopiques de monocouches mixtes chlorophylle/
quinone a diverses concentrations et 1e5.qu1nﬂnes étudiées sont la
vitamine K1, 1'a-tocophérylquinone et 1'w-tocophérol. De son travail,
~ Hirsch en est arrivé aux conclusions suivantes: 1'introduction de la
vitamine K1 dans des films de chlorophylle résulte en un changement
rigoureux des agrégats de chlorophylle et des autres espéces aprés une
irradiation. La vitamine K1 pourrait réduire les espéces de chlorophyl-
le. De plus, 1'addition de la vitamine K] a une monocouche de chloro-
phylle cause une diminution assez importante du coefficient d'absorp-
tion et un déplacement des maxima d'absorption de 678 nm a 682 nm et

de 721 nm a 725 nm,

De méme 1'addition de 1'a-tocophérylgquinone & une monocouche
de chlorophylle résulte en une diminution assez importante de la
“densité optique (absorbance) pour les pics a 670, 698 et 732 nm.
L'irradiation d'un film mixte chl: «-TCPQ n'a apporté aucun change-
ment dans le spectre d'absorption, ce qui am@ne Hirsch d& supposer
que 1'a-tocophérylquinone, en phase obscure, provoque un alignement
paralldle des molécules de chlorophylle résultant en la formation
d'un pic 4 682 nm aux dépens de la forme monomére (670 nm) et de 1a
forme agrégat (698 nm). La forme cristalline observée dans le noir
(736 nm) pourrait résulter du changement d'orientation des cristaux

observés dans une monocouche de chlorophylle pure & 730 et 748 nm.

Ainsi, i1 semble que les deux quinones (vit. K, et a-TCPQ) amorcent

1
la formation d'un agrégat a 680 nm qui pourrait &tre analogue au centre
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réactionnel du PS II, soit 1e P680. Ce P680 pourrait alors étre formé
de portions de thylakoYdes ol des quinones ou d'autres substances du PS

Il sont présentes.

Avec 1'a-tocophérol associé & la chlorophylle dans une monocouche
mixte, Hirsch n'a remarqué aucun changement dans la densité optique du
spectre d'absorption apré&s une irradiation, sauf que 1a maximum d'absorp-
tion subit un 1é&ger déplacement de 677 a 681 nm. Le tocophérol agit

alors comme un "intermédiaire inerte" (inert spacer).

Le tableau 3 nous donne un bref apercu des travaux réalisés sur

1"interaction chlorophylle-quinone & 1'état monomoléculaire depuis 1965.

Toutes ces études du syst@me chlorophylle-quinone ont apporté

un peu de Tumidre sur ce processus d'interaction encore tré&s mal connu;
cependant, personne ne s'est vraiment aventuré a émettre 1'hypoth@se d'un
mod&le d'interaction entre la chlorophylle et une quinone a 1'intérieur
de 1a membrane photosynthé&tique, sauf peut-&tre 1'approche déja faite

il ¥ a quelques années dans nos laboratoires par LeBrech, Leblanc et
Antippa (1974) qui ont suggéré un mod&le d'interaction entre la chloro-
phylle a et la p-benzoquinone, mod&le impliquant deux molécules de chlo-
rophylle a reliées a une molécule de p—benzoqufnoﬁe par les atomes de

magnésium.

Certaines approches ont aussi &té faites pour expliquer les proces-
sus photobiologiques associés aux membranes photosynthétiques, telles les

membranes bilipidiques (BLM) et les liposomes (Tien, 1974; Berns, 1976;



TABLEAU 3:  RESUME DES TRAVAUX SUR L'INTERACTION CHLOROPHYLLE/QUINONE A L'ETAT MONOMOLECULAIRE

AUTEURS ANNEE TYPE D'ETUDE

GAINES, TWEET et BELLAMY 1965 Influence de la vitamine K] sur la fluorescence de la chlo-
rophylle a.

COSTA et coll. 1972 Spectroscopie d'absorption et de fluorescence du systeme chlo-
rophylle/quinone sur des monocouches mixtes déposées sur un sup-
port solide & 1'interface air-eau.

COSTA et PORTER 1974 Spectroscopie d'absorption et de fluorescence sur des monocou-
ches déposées sur un support solide & 1'interface lipide-eau.
Réactions photochimiques au moyen d'agents réducteurs.

HIRSCH 1977 Spectroscopie d'absorption du systéme chlorophylle/quinone pris

directement & 1'interface air-eau.

Bt
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Chen et Berns, 1976; Thornber et coll., 1976 et Sauer, 1978). Tout
récemment, Masters et Mauzerall (1978) ont é&tudié 1'effet de certai-
nes quinones, et particulidrement les plastoquinone PQ-5 et PQ-9, sur
les propriétés photoé&lectriques de.hicnuches lipidiques (BLM) conte-
nant de la chlorophylle a. Il1s ont conclu de leurs travaux que 1'ad-
dition des plastoquinones PQ-5 ou PQ-9 augmentait 1a photoconductance

jusqu'a 20 fois ce gqu'elle &tait dans la bicouche sans quinone.

Cette &tude est intéressante dans son ensemble mais ne nous rensei-
gne pas vraiment sur un mod2le d'interaction entre la chlorophylle et
la quinone dans l1a membrane. Nous croyons que la méthode des monocou-
ches associée 3 certaines techniques spectroscopiques nous aidera 2 fai-
re un pas dans la bonne direction car cette méthode des monocouches nous
renseigne principalement sur 1'aire moléculaire et 1'orientation molécu-
laire d'un syst2me chlorophylle/quinone ainsi que sur 1'interaction inter-

moléculaire entre ces deux pigments photosynthétiques.



3.0 BUT DE LA THESE

La composition de 1'unité photosynthétique, unité responsable
de la transformation de 1'énergie Tumineuse en énergie chimique, mon-
tre que Tes chlorophylles a et b, les caroténoides et quelques quinones
participent aux étapes primaires de la photosynthése. En effet, les
chlorophylles servent, on le sait, a capter 1'énergie solaire et a trans-
férer cette énergie tandis que les caroténoides protégent les chloro-
phylles de Ta photooxidation et les quinones transférent les électrons

libérés au piége d'énergie.

Jusqu'a présent, nous savons que certaines quinones du chloro-
plaste jouent un rdle assez important dans le transfert d'électrons
mais on ne connait pas encore 1'importance de leur interaction avec la
chlorophylle. L'examen de la nature du complexe chlorophylle/quinone
nous permettraft de prévoir la possibilité d'avoir un tel comp1exe
comme piége d'énergie, phénoméne encore inconnu de nos jours et .qui

passionne une foule de chercheurs.

Comme nous croyons que les pigments photosynthétiques forment
une couche monomoléculaire dans la membrane interne du chloroplaste,
nous avons adopté la méthode de Langmuir pour simuler cette orienta-
tion. L'examen des propriétés de pression de surface des systémes
chlorophylle/quinone nous permettra de savoir s'il y a interaction ou
non et d'en évaluer une intensité relative mais ne nous permettra, en
aucune facon, d'identifier le type d'interaction. Pour cela, nous nous

proposons d'effectuer une étude en spectroscopie infrarouge de ces

40
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complexes. Ainsi, nous pourrons alors nous permettre 1'hypothése
d'un modéle d'interaction et envisager une étude plus exhaustive
de ces systémes chlorophylles/quinones & 1'interface air-eau pour en

arriver éventuellement & un modéle de membrane photosynthé&tique.



4.0 MATERIEL

Comme la technique des monocouches requiert certaines exigences
tout a fait particulidres,il est important de bien choisir les maté-
riaux et instruments nécessaires a la réalisation de 1'expérience.
Ainsi, le choix des produits mis en cause, Teur pureté, les méthodes
de purifications de 1'eau et la description sommaire des appareils

utilisés sont autant de sujets qui seront traités dans ce chapitre.

4,1  Produits utilisés

La technique de monocouche nous oblige & apporter une atten-
tion tout & fait spéciale & tous les paramétres expérimentaux pou-
vant influencer de quelque fagon que ce soit le résultat final. Ain-
si, toute manipulation doit se faire avec précision et minutie et tous
les produits chimiques utilisés doivent &tre d'une tré&s grande pureté

(99% et plus).

En monocouche, les causes d'erreurs peuvent &tre trds nombreu-
ses si on ne fait pas attention et il est parfois difficile de retra-
cer avec exactitude la cause de 1'erreur. Comme il est presque impos-
sible de faire une compilation des sources d'erreur possibles pour
une technique comme celle des monocouches, il faut mettre la chance-
de notre coté et utiliser dés le départ les produits les plus purs

possibles.

42
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4.1.1 Chlorophylle a et b

La ch]l &tant la substance de base de notre travail, il convient
d'utiliser celle qui nous semble la plus pure possible selon des crit2-
res bien définis. La chlorophylle est de deux catégories: celle que
1'on peut obtenir commercialement (Sigma Chem. Co.) et celle que 1'on
extrait a partir de feuilles d'épinard. La chlorophylle commerciale
est d'une pureté variable; en effet, la pureté varie pour chaque
lot de chlorophylle que la compagnie extraie, soit de 95 & 98 % pour

la chlorophylle a et de 92 & 98 % pour la chlorophylle b.

En ce qui concerne l1a chlorophylle extraite des feuilles d'é&pi-
nard, la méthode d'extraction et de purification ainsi que les résul-

tats obtenus seront décrits ultérieurement dans ce travail.

4,.1.2 Vitamine K, et a-tocophérylquinone

Ces deux quinones sont parmi les plus importantes dans le chloro-
plaste avec la plastoquinone. Cependant, comme la plastoquinone n'est
pas disponible commercialement et que nous n'avons pu en extraire, fau-
te de temps, nous nous sommes limités a la vitamine K1 et & 1'a-tocophé-

rylquinone.

La vitamine K] (2-m&thy1-3-phytyl-1, 4-naphtoquinone) a &té
obtenue de la compagnie Sigma et a &té utilisée telle qu'achetée sans
aucune autre purification, son degré de pureté &tant de 1'ordre de 99%

environ.
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L'a-tocophérylquinone a été obtenue de la compagnie Eastman
kodak et posséde un degré de pureté de 1'ordre d'environ 95 %. Elle

a donc été employée tel quelle, sans autre purification.

4.1.3  w-Tocophérol et phytol

Nous avons utilisé 1'a-tocophérol parce que c'est un des prin-
cipaux constituants du chloroplaste; on le retrouve méme en concen-
tration deux fois plus grande (4%) que Ta vitamine Ky (2%) et 1'a-toco-
phérylguinone (2%) dans les ch]orop]astea d'épinard. 1 a &té obtenu
commercialement de la compagnie Eastman Kodak et posséde un degré de
pureté d'environ 99 %. 11 a donc &té utilisé tel quel sans autre for-

me de purification.

Le phytol est obtenu commercialement de la compagnie Sigma et le
degré de pureté varie selon les échantillons (de 90 & 97 %). Comme
cette pureté n'était pas suffisante pour nos besoins, nous avons di Te
purifier. Pour cela, nous avons procédé a une distillation sous vide
des divers échantillons a notre disposition afin d'obtenir une pureté
d'approchant ou méme dépassant 99 %. La méthode employée sera décrite

ultérieurement dans ce travail.

4.2 Appareils utilisés

La Tliste des différents appareils utilisés au cours de ces expé-

riences se résume d quatre types différents. Ce sont les suivants:
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le bain de monocouche (syst2me de Langmuir)
les systémes de distillation de 1'eau

les spectrophotomé&tres d'absorption -Unicam SP1800

-Perkin-Elmer Coleman 124

le spectrophotom&tre infrarouge -Perkin-Elmer Modgle 180

Le syst@me de Langmuir et les systemes de distillation de 1'eau

seront décrits en détail dans les chapitres suivants. En ce qui concer-

ne les spectrophotom&tres, voici quelques caractéristiques de chacun.

Unicam Modé&le SP-1800

.Source-

.Faisceau
.Echelle
.Balayage
.Filtres

.Fentes

Monochromateur :

une lampe a arc au deutérium et une lampe
4 filaments au tungsténe.

double

190 a 850 nm

manuel ou automatique

changement automatique de 1'uv au visible

variable entre 0.1 et 1.0 nm. Largeur de
fentes utilisées & 0.25 mm (largeur de bande
passante de 0.8 nm)

3 réseau du type Ebert F/10, ayant une Timite
de résolution de 0.1 nm.
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.Absorption : 4 &chelles de densité optique
(0-2.0, 0-1.0, 0-0.5, 0-0.2)
Sensibilité + 1% sur toutes les échelles
.Enregistreur : Unicam AR-25 possédant deux échelles de vitesse

(sec/cm et min/cm)

Perkin-Elmer Mod&le Coleman 124

.Source : une lampe & arc au deutérium et une lampe & fi-
laments au tungsténe.

.Faisceau : double

.Echelle : 190 & 800 nm ( +0.5 nm)

.Balayage : manuel ou automatique

.Filtres : changement manuel de 1'uv au visible

.Fentes : - fixes & trois positions (0.1, 0.5 et 1.0 nm)

.Absorption : 2 8chelles de densité optique (0-1.0 et 0-2.0)

.Sensibilité : + 1% sur toutes les é&chelles

.Enregistreur : Perkin-Elmer Modele 56 pussédant une &chelle

de voltage de 1 mV & 10 V.

Perkin-Elmer Mod&le 180 (Infrarouge)

1 1

.Résolution 4 cm_; A 4000 cm_,
3 cm_y & 3000 cm_,
1.8 cm a 1700 cm
.Précision des bandes : +1cn)

.Vitesse de balayage : 150 cm'1fminute
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.Expansion de 1'ordonnée : 2

.Expansion de 1'abscisse : 5 (1800 -1400 c¢cm™
1 (4000 -2000 cm™)

4.3 Tableaux récapijtulatifs

La compilation des produits chimiques, des solvants et des appa-

reils utilisés est présentée dans les tableaux 4 et 5.



TABLEAU 4:

CARACTERISTIQUES DES PRODBUITS

PRODUIT ORIGINE PROPRIETE PURETE
Acétate d'éthyle Fisher Sci. Co. Certified ACS 99 Mol %
Acétone Fisher Sci. Co. Certified ACS 99.5 %
Acide arachidique App]iedeci. Labo. P.F. 74-76°C 99 1 %
(n-eicosanoique)
Acide chlorhydrique Fisher Sci. Co. Reagent grade ACS Concentré

(36.5 - 38 %)
Acide fluorhydrique Fisher Sci. Co. Reagent grade ACS Concentré

(w/w 49 %)
Acide sulfochromique Fisher Sci. Co. Cleaning solution Concentré
Chlorophylle a Sigma Chem. Co. Anhydre 98 %
Chlorophylle b Sigma Chem. Co. Anhydre 95 - 98 %
Chlorure de sodium Fisher Sci. Co. Certified ACS 99.5 %
Diethylamine Fisher Sci. Co. Reagent grade
Ether éthylique BDH Chem. Co. Analar Analytical grade

Aristar Ultrapure grade

87



PRODUIT

ORIGINE

PROPRIETE

PURETE

Ether de pétrole

Eau distillée
n-Hexane

Hydroxyde de sodium
Iso-octane

Ligroine

Méthanol

No-chromix

Paraffine

Permanganate de
potassium

Phytol

J.T. Baker Chem. Co.

Voir texte p. 54
Fisher Sci. Co.
Canlab Co.
Fisher Sci. Co.

Fisher Sci. Co.
Eastman Kodak Co.

J.T. Baker Chem. Co.

Godax Lab., N.Y.

Fisher Sci. Co.

Fisher 5ci. Co.

Sigma Chem. Co.

Certified ACS
P.Eb. 35-60 C
P.Eb. 60-80 "C

Certified grade
Pastilles
Certified grade

P.Eb. gu-1zngc
P.Eb. 35- 60°C

Absolute grade

Cleaning solution

(non-chromique)

Dure, P.Eb. 56°C

Cristallin

99 Mol %

Concentré

99 Mol %

99.5 %

90-97 %
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PRODUIT

ORIGINE

PROPRIETE

PURETE

n-Propanol
Sable de mer

Sucre & glacer

Tampon phosphate
de sodium

d-a-Tocophérol
d-a-Tocophérylquinone

Vitamine K]

Fisher Sci. Co.
Fisher Sci. Co.

Sucres Redpath Ltée

J.T. Baker Chem. Co.

Eastman Kodak Co.
Eastman Kodak Co.

Sigma Chem. Co.

Certified ACS

Impalpable

Monobasique
Dibasique

Anhydre

Peut contenir
Jjusqu'a 5% d'a-
midon

99.8 %
99.1 %

9 7%
9 %

9 %

0§
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TABLEAU 5:  CARACTERISTIQUES DES APPAREILS ET MATERIAUX

APPAREIL

ORIGINE

PROPRIETES

Cellules de quartz

Collecteur de fractions

Colonnes & distiller

Entonnoir et support
pour filtration

Evaporateur

Feuille d'or

Fil de torsion

Filtres millipores
I1Tuminateur

Lamelles de germanium
Lampe verte

Mica

Hellma Canada Ltd
Toronto

Fisher Sci. Co.
Mod&le LKB 7000
Ultrarac

Pegasus Ind. Spe-
cialities Ltd.
Toronto

Millipore Co., Mis-
sisauga, Ontario

Fisher 5¢i. Co.

Georges M. Whiley
Ltd., Ruisly, Mid-
dlesex England

Fil de guitare
Fender Musical Instr.
California

Millipore Co. Mis-
sisauga, Ontario

Fisher Sci. Co.
Harrick Sci. Co.
Ossining, N.Y.

Westinghouse Co.

Cenco Co.

Parcours optique de

0.1, 0.2, 0.5 et 1.0 cm

Automatique

Verre industriel
Sovirel, Colonne a
8 plateaux

Pyrex

Mod&le Rotovapor R
(Brinkman-Buschi)

0.00061 cm X 10.16 cm
£ 10,16 cm

Nickel-chrome
0.038 cm diamétre

Pore de 5u, 0.45u
et 0.22u

5 intensités différen-
tes

50 X 20 X 2 mm, 8 = 45°

Fluorescent 2 pieds long.

# F20T 12/G (20 watts)

0.0058 cm X 12.7 cm
X 17.8 cm
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Zero-Max, 0-400 RPM
0.000125 cm X 22.0 cm
X2

Accumet Modéle 420

APPAREIL ORIGINE PROPRIETES
Moteur Power Drive Inc.

Québec
Mylar Dupont of Canada

Ltd, Montréal 8.0 cm
pH m&tre Fisher Sci. Co.

(digital)

Seringues Hamilton Co., Calif. Capacité 100 wul

Source de puissance

Spectrophotom@tre d'absorption

uv-visible

Spectrophotomtre ir
Support de Tamelle

Systéme a distiller
Systéme de Langmuir

Systéme Millipore

Teflon

(Fisher Sci. Co.)

Lab-Volt Bruck En-
gineering Com. Inc.
New York

Unicam

Perkin Elmer Co.

Perkin Elmer Co.
Newark, N.Y.

Perkin Elmer Co.

Brinkmann Inst.
Canada Ltd, Rexdale
Ontario

Ateliers de 1'UQTR

Millipore Co. Mis-
sisauga, Ontario

Commercial Plastics
Montréal, P.Q.

(0.1 m1)

Mod&le 194

Mod&le SP-1800
(voir texte p. 45)

Mod&le Coleman 124
(voir texte p. 46)

Mod&le 180

Type F-MIR

Systéme en quartz
Modéle Bi-18 (Heraens

Schott) {(voir texte p. 55)

(voir texte p. 69)

Mod&le Super Q (SQ)

Tape-Type T et Type
3T; 2.54 cm de large
et 18 métres de long
(1 coté adhésif)
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PROPRIETES

Téflon

Tensiomeétre de surface

Transducteur linéaire

Voltmatre digital

Resinol Plastics
Ltd, Saint-Laurent
P.Q.

Fisher Sci. Co.

Hewlett Packard

Radionics Ltd,
Montréal

A. Crawford Assoc.
Ltd. Montréal

Type SKAP/D3T
30 cm X 0.0076 cm
X16.5m

Mod&le 20 :
(£0.05 mN.m ')

Modele 24 DCDT 500

Keithley Modéle 172

Fluke Modé&le 8000 A



5.0 METHODES EXPERIMENTALES

Les méthodes expérimentales qui seront décrites ci-aprés se ré-
férent aux trois principales étapes de ce projet, soit 1'extraction
et 1a purification des chlorophylles a et b, la technique des monocou-

ches et la spectroscopie infrarouge du systéme chlorophylle/quinone.

5.1 Purification de 1'eau

Les différentes manipulations effectuées lors d'une expérience
en mbnocouche (préparation des solutions-tampons, calibration du sys-
téme de Langmuir, isothermes de pression de surface, déposition sur
un support solide) requiérent une eau possédant un degré de pureté
maximum. Habituellement, nous vérifions cette pureté en mesurant
la conductivité et la tension superficielle. Une eau est considérée
comme acceptable pour un travail en monocouche, si, aprés purifica-
tion, elle présente une tension superficielle variant entre 67.0 et
72.0 mN. m—] (dyne-cm_]) et une conductivité supérieure ou égale a
18 Megohms - cm _]. Cependant, une eau ayant une conductivité 1égére-
ment inférieure a 18 Megohms . cm | peut €tre utilisée sans pour au-

tant contaminer la surface active.

Chaque expérience exige habituellement une mesure préalable de
la tension superficielle de 1'eau, mesure réalisée a 1'aide d'un ten-
siométre de surface Fisher Modéle 20 qui fonctionne selon la méthode

de DuNouy (Munger, 1978).
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Dans nos laboratoires, nous avons utilisé plusieurs systémes avant
de réussir 4 obtenir une eau qui satisfasse & nos besoins. Ce sont les

syst&mes suivants:

- Syst2me "Barnstead"

- Systéme "Corning Pyrex Brand Glass and Teflon" (Megapure)
- Systéme d triple distillation

- Systé&me Pegasus 4 colonnes d plateaux

- Systeme Millipore type Super Q (SQ)

- Syst@me en quartz Bi-18

Pour les cing premiers syst&mes, nous vous reférons aux travaux
de G. Munger (1978) qui a étudié et décrit chacun de ces systémes avec

leurs caractéristiques respectives.

En ce qui concerne le syst@me en quartz Bi-18, soit celui que
nous avons surtout utilisé&, voici son principe de fonctionnement et ses

principales caractéristiques:

I1 se compose de deux sections distinctes permettant une distil-
lation continue et produisant environ 1.8 litre d'eau pure par heure.
A la sortie, la température de 1'eau est de BEPE (358 K) et par consé-
quent, elle n'est utilisable que 24 heures plus tard lorsqu'elle est
a une température d'environ 2u”c{293xj. La conductivité d'une telle
eau est supérieure d 18 Hegnhms-cm_] et 1a tension superficielle obte-

1

nue est de 68.20 mN.m~ [dyne;cm_]}. ce qui satisfait nos conditions

d'utilisation.
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L'évaporation des résidus produits par un tel systéme n'est que de

0.4 ppm.

Cette méthode de purification de 1'eau nous permet d'obtenir
une eau trds pure, la meilleure jamais obtenue dans nos laboratoires
au cours des derni2res années (Munger, 1978). (e syst2me en quartz
ainsi que le systéme Millipore SQ qui 1'alimente sont vérifiés et net-

toyés régulilrement de fagon d conserver la qualité de notre eau.

5.2 Extraction et purification des chlorophylles a et b

I1 est bien connu que les chlorophylles ne sont pas les seuls
pigments des plantes vertes; en effet, on y retrouve aussi des caro-
ténoides et des xantophylles entres autres. Le g-carotne est la caro-
ténoide la plus fréquente mais les xantophylles varient &normément selon
la classe de plantes vertes. Ainsi, 3 cause de.cette grande variété
de pigments, les procédés chromatographiques des pigments chlorophyl-
liens ont suivi plusieurs chemins. Ceci va des procédés de sépara-
tion entre les caroténoides et les chlorophylles jusqu'ad des méthodes
élaborées pour séparer les chlorophylles les unes des autres. Pour
certains extraits, une §eu1g chromatographie suffit alors que pour
d'autres mélanges, la séparation doit Etre répétée plusieurs fois et,
occasionnellement, on doit varier le solvant et 1'adsorbant. A cause
de 1'instabilité de ces pigments, des précautions doivent &tre prises
pour toutes les manipulations en chromatographie (Strain, 1958; Strain

et Svec, 1975).



Notre méthode d'extraction et de purification des chlorophyl-
les a et b est principalement basée sur la méthode de Strain et Svec
(1966) et a &té mise au point conjointement par H. Dijckmans du Dépar-
tement de Botanique de 1'Université de Ligge, Belgique et L. Lemieux
de notre &quipe de recherche de 1'UQTR en 1973. Elle se compose des

étapes suivantes:
5.2.1 Extraction

- Choisir des feuilles d'épinard, jeunes et bien vertes

pour ne pas Eétre génés par trop de pigments jaunes.

- Laver 200 g de feuilles, les dénervurer et les décou-

per en morceaux

- Les plonger dans 1'eau bouillante (eau déionisée) et
laisser bouillir pendant 2 minutes (environ 2 litres
d'eau pour 200 g de feuilles, i.e. environ 10 fois

le poids des feuilles).

Cette technique d'ébouillantage a le dé-
savantage d'isomériser partiellement quel-
ques-unes des chlorophylles qui sont ce-
pendant facilement séparables par chromato-
graphie; par coﬁtre, elle a 1'avantage de
réduire le contenu en eau des feuilles, de
faciliter 1'extraction des pigments et de
réduire 1'oxydation enzymatique et 1'hydro-

lyse des chlorophylles.
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Filtrer sur un filtre en porcelaine (Buchner), ou sur
un tamis, et refroidir rapidement avec de 1'eau froide;

presser pour en extraire 1'eau.

Extraire les pigments dans un mélange méthanol, éther de
pétrole (MeOH - EP) (4:1) par macération pendant quelques

minutes.

Rép&ter 1'extraction jusqu'd ce que les feuilles soient

incolores.

Verser 1'extrait dans des ampoules & décantation de 2
litres; transférer les pigments dans EP en ajoutant 2 1i-
tres d'une solution de MaCl dans 1'eau (solution saturée
diluée 10 fois) (le sel empéche la formation d'une émulsion).

Bien agiter sans trop secouer et laisser décanter.

Recueillir la phase &thérée et la conserver 2 1'obscurité;
extraire les pigments restant dans la sous-phase avec EP

a2 deux reprises.

Les extraits &thérés sont combin&s et lavés plusieurs fois
avec du m&thanol aqueux (75%) qui enl&ve une grande partie
des pigments jaunes. Répéter 3 fois et ne pas trop laver

car on extrait aussi la chl b.

Laver avec du tampon phosphate 10'3M 4 pH g pour enlever .
les traces d'a]cou]ljusqu'a ce que 1'interface ne présente

plus de bulles (ne pas secouer 1'ampoule mais mé&langer par
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un mouvement circulaire et s'il se forme une phase intermé-

diaire avec des particules brunes, 1'&liminer).

- Concentrer 1'extrait sous vide jusqu'd 30 ml ou évaporer
d sec et redissoudre le résidu dans de 1'éther de pé&tro-

le frais.

- Conserver 1'extrait au réfrigérateur pendant la nuit.

5.2.2 Séparation chromatographique

La séparation se fait habituellement par une chromatographie sur
colonne. L'adsorbant utilisé le plus fréquemment et qui donne les meil-
leurs résultats est le sucre en poudre (sucre & glacer). La colonne
utilisée est une colonne de verre de 30 cm de hauteur et de 9 d 10
cm de diam@tre fermé par un robinet 3 une extrémité ainsi qu'un ver-

re frité pour emp&cher le sucre de boucher le robinet.

- verser dans la colonne une suspension de sucre dans EP
par fractions successives de 150 ml ou verser directement
dans la colonne le sucre et 1'EP en méme temps. Laisser
chaque fraction se tasser dans la colonne en faisant couler
1'EP. Eviter toute formation de bulles d'air. Remplir la

colonne jusqu'd environ 2 & 4 pouces du bord.

- Protéger l1a surface du sucre par un papier filtre et ajouter
un peu de sable de mer (Sea sand) préalablement lavé avec de

1'EP sur le papier filtre.
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Déposer délicatement 1'extrait sur la colonne sous une
couche d'EP et laisser les pigments pénétrer dans le su-
cre. Lorsque presque tout a pénétré dans le sucre, on
ajoute EP petit & petit pour ne pas trop diluer ce qui
reste 3@ la surface. Puis, lorsque tout a pénétré la co-

lonne, ajouter de grandes gquantités de EP.

Développer avec EP jusqu'a ce que les caroténoides soient
éluées; puis développer avec un mé&lange EP + n-propancl
0.5 % ce qui sépare les chlorophylles des autres pigments

(1a chla passe au-dessus des xantophylles).

Recueillir des fractions de 25 ml au moyen d'un collec-
teur automatique. Normalement, les premigres fractions
sont contaminées par la phéophytine a et les dernigres

par les xantophylles.
Eluer 1a chl b avec une solution EP + n-propanol 1%.

Prendre des spectres d'absorption des fractions et ne
garder que celles qui ne contiennent que de la chloro-
phylle pure et celles qui ne sont que trds peu contami-

nées par la phéophytine ou les xantophylles.

Concentrer les fractions de chl a et b pures par évapora-

tion 3 sec et les conserver au froid.
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Reprendre les fractions contaminées et les évaporer

d sec; puis refaire une deuxidme chromatographie avec
ces fractions. A ce moment, on utilise une colonne de
diam&tre plus faible mais de longueur plus grande, soit
3.7 cm X 40 cm. Eluer avec un mélange EP-0.5% n-propa-
nol. Recueillir des fractions de 4-5 ml et prendre des
spectres d'absorption de ces fractions. Concentrer a

sec les fractions pures et garder au froid.

5.2.3 Purification

Toutes les fractions pures de chlorophylles a ou b sont
reprises dans EP (si EP ne dissout pas toutes les chl,
dissoudre dans. 1'acétone et transférer dans EP par ad-

dition de tampon).

Laver une fois avec du mé&thanol aqueux de 50 & 80 %
pour la chl a et de 50 & 70 % pour la chl b, pour en-
lever les traces de xantophylles non décelées au spec-
trophotomé&tre. Laver plusieurs fois avec du tampon

pour enlever 1'altool.

Généralement, i1 fallait ajouter un peu d'acé-
tone afin de dissoudre toutes les chlorophylles.
Ensuite on transf@rait dans EP par addition de
tampon. On lavait une fois avec du mé&thanol a-
queux a 75% pour la chl a, puis on lavait envi-

ron 5 fois au tampon pour enlever 1'alcool.



5.2.4 Cristallisation et conservation

chl a: -1a solution de chla dans EP est additionnée d'un
volume d'hexane, mé&langée et lavée plusieurs fois
au tampon;
elle est évaporée sur une sous-couche de tampon
sous vide et le film de chl a est recueilli,
dissous dans 1'acétone et transféré:

-soit_dans 1'hexane: 1la solution est lavée plusieurs
fois avec de 1'ac&tone puis du tampon et évapo-
rée par la suite sur une sous-couche agueuse.
L'op&ration est répétée jusqu'a 1'obtention
d'une valeur du coefficient d'absorption iden-
tique 3 la va1eyr de référence soit 86,300 2
662 nm et 111,700 3 428.5 nm (Strain et coll.

1963). Conserver la chl s&che sous vide au

froid et 3 1'obscurité.

-soit dans 1'iso-octane: 1la solution est lavée plu-
sieurs fois avec de 1'acé&tone puis du tampon;
la phase aqueuse est soigneusement séparée et
la solution de chlorophylle est laissée au
froid (-18°C)pendant plusieurs jours.

La chlorophylle précipite sous forme de cris-
taux; ceux-ci sont centrifugés pendant une heu-

re & 20,000g. Le culot est séché puis conservé

sous vide, au froid et 3 1'obscurité,
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chl b: -1a solution de chl b dans EP est additionnée
d'un volume d'hexane et Tavée plusieurs fois
avec du tampon. La chl b précipite sous for-
me de cristaux & 1'interphase. Ils sont re-
cueillis sur une sous-couche de tampon, séchés
sous- vide et conservés au froid et & 1'obscuri-

té.

IT est tré&s important de noter que toutes ces opérations d'ex-
traction et de purification doivent se dérouler & 1'abri de Ta lumije-
re vive et de la chaleur; nous travaillons donc sous une Tumiére ver-

te. De plus, Ta vaisselle utilisée doit &tre trés propre.

5.2.5 Vérification de la pureté

5.2.5.1 Spectroscopie d'absorption

Afin de vérifier la pureté de la chlorophylle, on se sert prin-
. clpalement de la spectroscopie d'absorption dans Ta région du visible.
Les appareils utilisés ont déja €té decrits précédemment. Nous avons
surtout vérifié 1la position des maxima d'absorption et 1'allure géné-
rale du spectre. La valeur du coefficient d'absorption molaire pour-
rait Etre &galement considérée comme un critére de pureté: cependant,
nous avons préféré prendre en considération le rapport du maximum d'ab-
sorptfon dans l1a région du bleu sur celui dans la région du rouge du

spectre. Habituellement ce rapport est d'environ 1.29 pour la chloro-

phylle a et 2.84 pour 1a chlorophylle b (voir résultats page 95).
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5.2.5.2 Chromatographie sur couche mince (TLC)

Cette technique consiste & faire migrer sur une plaque recouver-
te d'un adsorbant, & 1'aide d'un solvant approprié, une certaine quan-
tité d'une solution de chlorophylle 2 analyser (50 y1). Ainsi, si nous
n‘avons qu'une seule tache verte sur la plaque aprés 1'élution, c'est
gue 1a chlorophylle n'est pas contaminée par les autres pigments photo-

synthétiques.

Les adsorbants les plus fréquemment employés sont le gel de silice
(Strain et Sherma, 1969; Shiraki et coll., 1978), la cellulose (Sievers
et Hynnimen, 1977) et le sucrose (Jeffrey, 1968). 11 est possible d'em-
ployer aussi d'autres adsorbants. Une description assez compl&te de ces
adsorbants ainsi que les solvants d employer est donnée par Bollinger et

Konig (1969) et Sestak (1967).

5.2.5.3 Isothermes de pression de surface

Quoique l1a technigue de chromatographie sur couche mince et celle
de spectroscopie d'absorption soient de bons indicateurs de pureté de
1a chlorophylle, nous croyons que 1'isotherme de pression de surface est
encore plus révélatrice de 1a pureté d'une solution du chlorophylle.
En effet, par la technique de monocouches, il peut devenir possible de
détecter des impuret&s qui seraient passées inapergues en chromatogra-
phie sur couche mince et en spectroscopie d'absorption. Cette techni-

que nous permet atnsi de calculer 1'aire occupée par une molécule a
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1'interface air-eau et si nous obtenons une aire moléculaire plus gran-
de que ce qu'elle devrait &tre, c'est que 1a chlorophylle contient des
impuretés. Cette technique est donc le crit2re ultime dont nous tenons

compte lors de la purification de 1a chlorophylle.

5.2.5.4. Autres techniques

D'autres techniques peuvent aussi Etre employées pour vérifier
la pureté de 1a chlorophylle extraite. Ainsi, la spectroscopie infra-
rouge peut &tre utile pour déceler les impuret&s. On peut aussi em-
ployer la spectroscopie Raman, la spectroscopie d'émission et la spec-
troscopie de resonance magnétique nucléaire (RMN). Cependant, ces tech-
niques demandent une quantité assez importante de chlorophylle pour pou-
voir donner des renseignements rév&lateurs sur la pureté de cette chlo-
rophylle. Comme le proc&dé d'extraction de 1a chlorophylle nous donne
un rendement de 1'ordre du milligramme, ces teﬁhniques spectroscopiques
ne peuvent &tre utilisées et nous devons nous limiter & la spectroscopie
d'absorption, & la chromatographie sur couche mince et surtout & 1'iso-

therme de pression de surface.

5.3 Purification du phytol

Comme i1 est important de travailler avec de 1a chlorophylle pure,
il 1'est aussi pour les quinones et autres pigments employ&s. Nous avons
utilisé la vitamine K1, 1'a-tocophérylquinone et 1's-tocophérol sans au-

tres purifications. Cependant, ce n'est pas le cas avec le phytol.
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Le phytol, & notre disposition, n'était pur qu'a environ 98%, ce qui

ne satisfaisait pas nos exigences. Ainsi, nous avons d0 procéder a

une purification du phytol. Cette purification s'est faite au moyen
d'une distillation fractionnée sous vide. Le vide est fait a 1'aide
d'une pompe mécanique et est relié & un manom&tre au mercure pour con-
naftre la pression tout au long de 1'expérience. La température d'ébul-
Tition du phytol est vérifiée au moyen d'un thermométre. La distilla-
tion se fait & 1'aide d'un bain d'huile pour éviter une &vaporation

trop rapide du phytol sous 1'effet de 1a chaleur. L'appareillage uti-
lisée pour la distillation est du type "Microkit KIMAX 14/20".

5.4 Technique des monocouches

5.4.1 Théorie ‘de Langmuir

En peu de mots, nous pourrions dire qu'une monocouche est un
film flottant & 1a surface de 1'eau et qui a 1'épaisseur d'une molécu-

le. Mais comment en est-on arrivé 3 cette définition?

Durant de nombreuses années, beaucoup de scientifiques ont cher-
ché & expliquer ce phénoméne, i.e. & comprendre le comportement des
films 3 la surface de 1'eau. Finalement, Langmuir (1917) a développé
une technique pour expliquer le comportement des molécules en monocou-

ches insolubles et cette théorie est encore valable de nos jours.
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Pour expliquer sa théorie, Langmuir a &tudié le comportement

de certains acides gras possédant une longue chafne aliphatique tels
1'acide stéarique ou 1'acide arachidique. Ainsi, i1 a démontré que
ces acides formajent des films dans lesquels les molécules occupaient
la méme surface "bidimensionnelle" (environ 20 ;2 par molécule) peu
importe la longueur de la chatne. Puisque le volume moléculaire aug-
mente en fonction de la longueur de la chafne aliphatique, 1'épaisseur
du film doit dépendre de 1'acide utilisé. Ainsi, Langmuir en a conclu
que non seulement les films avaient 1'épaisseur d'une molécule, mais
que les molécules &taient orientfes d& la surface de 1'eau de fagon a
ce que le groupement polaire soit immergé dans 1'eau et que la longue
chafne non-polaire soit dirigée verticalement 3 la surface de 1'eau

(Gaines, 1966).

La figure 5 illustre schématiquement le comportement d'une mono-

couche sur un bain de monocouche tel que congu par Langmuir lui-méme.

Ce syst2me comprend un bain pour 1'Etalement de la monocouche
d 1'interface air - eau, un flotteur mobile relié aux parois du bain
et qui sépare la surface propre et 1a surface couverte par le film et
un mécanisme de détection permettant de mesurer directement la pres-

sion de surface.

La technique, mise au point par Langmuir, est toujours valide
aujourd'hui. Cependant, ce qui a changé, ce sont les moyens employés
pour mesurer les différents paramdtres expérimentaux. Ainsi, si on se

réfBre aux travaux de Guastala (1939), Kogl et Havinga (1940), Anderson



MONOCOUCHE

SURFACE 'BARRIERE DE
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FIGURE 5. Représentation schématique de 1a formation d'une monocouche
d'acide gras selon la théorie de Langmuir (Gaines, 1966 a).
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et Evett (1952), Trurnit et Lauer (1959), Gaines (1963), Frommer et
Miller (1965), Suzuki et coll. (1967), Pagano et Gershfeld (1972),
Fromherz (1971, 1973 et 1975), Den Engelsen et coll. (1976), Tabak et
Notter (1977) et Munger (1978) nous remarquons que chacun d'eux a
apporté une certaine modification au systeme de base tel que congu
par Langmuir. Ces syst@mes deviennent de plus en plus mécanisés

et automatisés permettant de faciliter les mesures expérimentales

et d'augmenter la précision des résultats.

5.4.2 Description du systéme

Le systéme que nous avons utilisé est naturellement basé sur
le principe de Langmuir et a &té adapté selon nos propres besoins. 11
a d'ailleurs &té fabriqué par Tes techniciens des ateliers de méca-

nique de 1'UQTR.

Notre bain de monocouche peut utiliser deux systémes de détec-
tion différents, soit un systéme fonctionnant selon la mé&thode stan-
dard du cadran gradué en degrés, soit un systéme équipé& d'un trans-
ducteur magnétique linéaire. Chacun des deux systé@mes sera décrit
en détail. Voici les principales caractéristiques de chaque compo-

sante du syst@me de Langmuir que nous avons utilisée (Fig. 6).

5.4.2.1 Méthode du cadran gradué en degrés

Bain principal

Ce bain, fait de verre ayant 5 mm d'épaisseur, a les dimensions
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FIGURE 6. Systéme de Langmuir permettant 1'étude & 1'interface air-eau.
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suivantes: 33.0 cm de long, 14.8 cm de Targe et 5.0 c¢m de haut.

Chaque section de verre est reliée ensemble au moyen d'une colle

silicone non toxique. L’'ensemble du bain principal est recouvert de
téflon pour éviter le contact de la colle avec 1'eau et les produits
étudiés. Ce téflon peut &tre remplacé au besoin, c'est-da-dire, Tors-
qu'il nous semble contaminé (i1 y a contamination lorsqu'il se forme
de petites mares dans le fond du bain en enlevant 1'eau). On appli-
que aussi du t&flon sur les parois du bain, 13 ol la barri&re mobile
glisse et cela, dans le but d'empécher les fuites d'eau ou de molécu-

les se trouvant & la surface.

Bain thermostaté

Long de 48 c¢m, large de 22 cm et haut de 6.4 cm, ce bain ther-
mostaté se trouve sous le bain principal et les parois sont collées
de la méme facon. On contrdle habituellement la tempé&rature du bain
principal au moyen d'une pompe & circulation. La circulation de 1'eau
dans Te bain thermostaté se fait par des ouvertures d'entrée et de
sortie @ labasede la paroi verticale. Ces ouvertures sont reliées
d la pompe par des tubes. Cependant 1'utilisation du bain thermosta-
té n'est pas essentielle; en effet, si on parvient @ maintenir une
température inférieure a 20°C 3 1'intérieur méme du laboratoire, alors

il n'est plus nécessaire de "thermostater"” notre bain de monocouche.
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Barriére mobile

Cette barriére, fait de verre de 22.0 cm X 1 cm X 0.6 cm, est
aussi recouverte de téflon pour assurer un contact &tanche avec les
parois du bain et un glissement plus doux sur ces parois. Pour avoir
ce contact &tanche avec les parois, on place une pesée métallique
(environ 50 g) a chacune des extrémités de cette barrigre. La mobi-
l1ité de cette barriére se fait au moyen d'une vis sans fin et le mou-
vement peut &tre fait dans les deux sens de fagon manuelle ou automati-
que.en utilisant un moteur synchronisé ayant une vitesse de compres-

sion constante, ce qui €limine les fluctuations possibles.

Fil de torsion

Le fil de torsion est la partie 1a plus importante du systéme.
Sa composition ét son diamétre variable permet de modifier la sensi-
bilité du syst@me selon les expériences. Habituellement, le fil est
fait de nickel, d'acier, de molybdé&ne ou d'un alliage nickel-chrome
et c'est ce dernier que nous employons 1e plus fréquemment. Son dia-
m&tre peut varier de 0.0127 & 0.0381 cm. Lors des manipulations, on
doit absolument éviter une trop grande torsion du fil car cela cause-
rait un étirement du fil, un changement de ses propriétés physiques
et finalement une modification de la sensibilité du bain. On mesure
la torsion appliquéeau fil au moyen du cadran gradué en degré avec le
systéme conventionnel. Avec un systdme équipé d'un transducteur Tinéai-

re, le fil ne subit aucune torsion.
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Balancier

Le balancier est composé de deux bras métalliques, 1'un hori-
zontal et 1'autre vertical,qui sont reliés au fil de torsion & leur
intersection. Le bras vertical, situé au centre du bain, est relié
d une espéce de fourchette qui pénétre dans deux petits trous prati-
qués dans le flotteur. Ces deux trous ont un diam&tre de 1 mm chacun.
La longueur du bras vertical est de 7.9 cm et 1la fourchette, large de
6.4 cm est @ 1 cm au-dessus du flotteur. La partie supérieure du bras
vertical est longue de 7 cm au-dessus du fil et porte un petit miroir
a son extrémité. Ce miroir permet d'observer la déviation du faisceau
Tumineux lorsqu'on exerce une pression sur le flotteur ou lorsque 1'on
calibre le systéme. Le bras horizontal a un rdle moins important a
jouer; 1'extrémité avant du bras, longue de 7.3 cm, comporte un petit
crochet qui sert a8 la calibration. L'extrémité arriére, pour le syst&-
me utilisant le cadran en degré&, n'a aucun role & jouer. Par contre,
pour un systéme &quipé du transducteur magnétique linéaire, il est re-

1i6 -4 1a bobine du transducteur (voir la description du transducteur,

p.75 ).

La fourchette poss&de un double réle. Elle permet d'abord au
flotteur de se déplacer transversalement de fagon uniforme lorsqu'on
exerce une pression sur celui-ci. Puis, le fait qu'elle traverse le
flotteur en deux points précis, emp&che une distorsion de ce dernier

lors de la compression.
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Flotteur et feuilles d'or

Le flotteur est habituellement fait de mica ou de mylar., 1I1
poss&de les dimensions suivantes: 12.7 cm de long, 0.8 cm de lar-
ge et 0.0085 cm d'épais. Sa caractéristique importante est son iner-
tie et sa trés grande hydrophobie. 11 est relié aux parois du bain
par deux minces feuilles d'or de 4.0 3 5.0 cm de long X 0.6 & 0.8 cm
de large X 0.0006 cm d'épais. La liaison flotteur - feuille d'or -
paroi du bain se fait & 1'aide de cire. L'utilisation des feuilles
d'or permet une plus grande mobilité du flotteur tout en ayant la

propriété d'é&tre trés inerte.

Cage de plexiglass

Tout le systeme est protégé par une cage de plexiglass pour é€li-
miner 1a contamination externe par la poussi@re de 1'air. L'accés au

bain se fait par un couvercle sis sur le dessus de la cage.

Autres caractéristiques

Sur un coté du bain, une régle graduée permet de suivre le mou-
vement de 1a barri@re mobile et de calculer la surface occupée par les

molécules & 1'interface air-eau.

Le syst@me est install& sur une table antivibration montée sur

coussins d'air, dans le but d'é&liminer les causes d'erreurs dues aux
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chocs qui pourraient survenir sur la table et aux vibrations provenant

du moteur.

Un syst&me de ventilation avec contrdle de température permet
) . ) 0 0
de maintenir une température constante inférieure 3 20 C(20.3 ()

dans le laboratoire.

5.4.2.2  Méthode du transducteur magnétique linéaire

La conception de cet appareil remonte 3 1959 et fut 1'oceuvre
de H. J. Trurnit et W. E. Lauer. Par la suite, en utilisant le méme
principe, plusieurs groupes de chercheurs travaillant dans le méme do-
maine ont apporté différentes modifications au systéme, et parmi les
plus importantes, citons celle de Mann et Hansen (1960, 1963), Gaines
(1963), Frommer et Miller (1965), Suzuki et coll. (1967), Fromherz
(1975) et Munger (1978). Ces modifications ont ﬁinsi permis d'amélio-
rer le systéme et d'obtenir de meilleurs résultats dans les différen-
tes recherches sur 1les substances d'intérét biologique comme les pro-

téines, les polypeptides et la chlorophylle & 1'interface air-eau.

Le bain de monocouche utilisé est le méme que dé&crit auparavant
sauf que le systéme de détection de la force appliquée sur le flotteur

et son agencement avec le reste du bain est modifié.

Ainsi, le bain principal, le bain thermostaté, la barri&re mobile,
le flotteur et le moteur de compression sont identiques d ceux déjd dé-

crits pour le systé@me utilisant 1a méthode des degrés. Ce qui change,
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c'est Te fil de torsion et le balancier qui est relié au transducteur.

Dans ce systéme, & cause du transducteur, le fil de torsion est
de diamétre supérieur 3 ce qu'il est avec le systéme conventionnel.
On utilise alors un fil de 0.038 cm ou plus de diamé&tre pour &tre ca-

1 (dyne-cm']).

pable de travailler & des pressiohs supérieures & 30mN. m~
Le diamé&tre du fil peut varier selon les Timites de pression correspon-

dant au collapse de la substance d é&tudier.

En ce qui concerne le balancier, la partie inférieure de son bras
vertical est identique & celui du systéme précédent et est relié de la
méme fagon au fil de torsion. Cependant, la partie supérieure du bras
vertical, ol se trouvait Te miroir dans le syst@me précédent, a &té
supprimée. La partie arrigre du bras horizontal, qui é&tait libre dans
1'autre systéme, est cette fois-ci, rattachée & la partie métallique qui

se déplace dans Te centre de l1a bobine du transducteur (Fig. 7).

Le principe de fonctionnement du transducteur est trés simple.
I1 s'agit du déplacement d'une tige métallique & 1'intérieure d'une bo-
bine. Ce dé&placement produit un changement de phase entre deux signaux
et le signal résultant est amplifié puis visualisé sur un multimé&tre nu-
mérique (Munger, 1978). Nous avons utilisé un transducteur du type
Hewlett Packard 24 DCDT qui fonctionne sur un courant continu de 24
volts ou moins, le signal obtenu &tant proportionnel a la puissance d'en-
trées d@ 1'intérieur du dép]acement maximum qui est de + 1.27 cm. Avec
une puissance d'entrée de 24 volts, le transducteur est ajusté afin d'ob-

tenir le zéro puis i1 reste fixe. Les caractéristiques du transducteur
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sont indiquées sur la figure 8.

5.4.3 Technique de la manipulation

Avant de verser 1'eau pure dans Te bain, il est trés important
de bien laver les diverses parties du syst@me telles le bain Tui-méme,
le flotteur et la barri@re mobijle. .Ces différentes parties sont donc
soigneusement lavées @ la ligroine et rincées d'abord avec de 1'éther
éthylique et finalement avec de 1'eau pure & plusieurs reprises.
Une fois Tle syst&me bien propre, on remplit le bain avec de 1'eau pure
ou une solution tampon adéquate préparée 3 partir de cette eau pure.
Aprés s'@tre assuré qu'il n'y a aucune fuite possible aux points de con-
tact barriére-paroi du bain et flotteur-feuille d'or-paroi (voir Munger
1978, p. 65), on procdde au nettoyage de la surface de 1'eau qui est
destinée & recevoir la substance & étudier. Ce nettoyage s'effectue
en faisant glisser une barri@re de verre jusqu'au flotteur et en aspi-
rant les impuretés au moyen d'une pipette pasteur reliée & un systéme
de succion. Ce nettoyage doit €tre fait autant sur la partie avant
du flotteur que sur la partie arriére, dans le but de maintenir une ten-
sion superficielle identique dans les deux espaces. La surface est con-
sidérée comme &tant propre lorsqu'il n'y a plus de défleection du rayon
Tumineux ou de réponse du transducteur quand on approche la barriére de
verre & environ 3.0 cm du flotteur. Le niveau d'eau dans Tle bain doit
8tre & environ 0.1 cm au dessus de la limite des parois. A ce moment,
nous sommes prét a étaler la substance & la surface de 1'eau et 3 la

compresser pour &tudier son comportement & 1'interface air-eau.
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La barrié&re mobile &tant & 1'extrémité opposée du flotteur, on
dépose la substance a la surface de 1'eau au moyen d'une seringue mi-=
crométrique. Cette susbstance est dissoute dans un solvant volatil
approprié , choisi selon les conditions expérimentales et selon sa vi-
tesse d'étalement et d'évaporation a la surface de 1'eau (Gaines, 1966,
1968). Notre choix de solvant s'est porté sur le n-hexane pour dissou-
dre 1'acide arachidique et 1'é&ther &thylique pour les pigments photo-
synthétiques. On place la seringue contenant la solution 2 environ
5 mm de Ta surface de 1'eau et on laisse tomber une goutte (5 ul) &
la fois du mé]ange. IT est important d'attendre que 1'indicateur Tumi-
neux ou le transducteur magnétique Tinéaire revienne en position zéro
entre chaque déposition. On en dépose une quantité suffisante de fa-
¢on 3 ce que chaque molécule ajt une espace limite et que la pression

qu'elle exerce: sur le flotteur soit nulle (Munger, 1978).

Puis,aprés avoir attendu 10 minutes pour permettre au film de
se stabiliser, nous compressons, manuellement ou mé&caniquement, & 1'ai-
de de la barriére mobile, de fagon réguliére et continue. Les molécu-
les qui, au départ, avaient une disposition et une orientation quelcon-
que & 1'interface air-eau, se mettent graduellement 3 se redresser
et 3 s'orienter selon leur caract@re polaire, pour finir par former une
couche monomoléculaire plus ou moins compacte, selon qu'elle soit en
phase solide ou liquide (Fig. 9) (Kossi, 1975). La distance finale en-
tre la barridre mobile et le flotteur dépend de 1'espace minimum occupé

par les molécules.
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FIGURE 9. Représentation schématique de 1'orientation de
. molécules d'acide gras en monocouche avant (1)

et apréds (2) compression.
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Lors de la compression, la surface recouverte par les molécules
de 1a substance subit une diminution progressive de sa tension super-
ficielle par rapport & la surface libre derri2re le flotteur. Cette
diminution de tension superficielle se traduit par une force appliquée
sur le flotteur qui fait dévier le point lumineux de sa position de re-
pdre sur 1'écran ou qui fait déplacer la tige métallique dans le trans-
ducteur. Cette force est mesurée tout au long de la compression. Pour
un systéme utilisant la méthode du cadran gradué en degrés, nous mesu-
rons 1'angle correspondant & l1a torsion qu'il faut appliquer au fil pour
ramener le syst2me aux conditions de départ. Pour un syst2me utilisant
le transducteur magnétique l1inéaire, nous n'appliquons aucune torsion
au fil et nous mesurons simplement le déplacement de 1a tige métalli-
que dans le tranducteur, déplacement qui se traduit, une fois amplifié,

par un voltage lu sur le multim&tre numérique.

[1 faut surtout &viter une trop forte compression & proximité
de 1'aire limite de la substance 3 &tudier. En effet, si la compres-
sion est poussée trop loin, il se produit une formation de films ol
les molécules, trop serrées entre elles, se chevauchent les unes sur
les autres;. ce phénomne est appelée le collapse. Une fois la posi-
tion du collapse connue pour une substance, il suffit d'arr&ter la com-
pression avant de 1'atteindre si nous voulons conserver la monocouche

intacte.

Finalement, i1 suffit de porter sur graphique la force mesurée
en fonction de 1'aire moléculaire pour obtenir 1'isotherme de pression

de surface. Cette valeur de la force est obtenue en multipliant la
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valeur mesurée en degré ou en volt, selon le syst2me utilisé, par la
valeur de Ta sensibilité du montage. Voild pour la technique propre-
ment dite des monocouches. Cependant, i1 est important, avant de pren-
dre des mesures de pression de surface, de vérifier la qualité de

1'eau et le bon fonctionnement du systZme. On proc2de donc & son é&ta-

lonnage et d@ sa standardisation.

5.4.4 Etalonnage

On procgde 2 un é&talonnage dans le but de connaftre la sensibi-

1ité du montage. Cette opération se fait au moyen de poids calibrés

que 1'on dépose avec précaution sur le crochet p}Evu d cette fin a 1'ex-
trémité du bras horizontal du balancier (voir Fig. 6). Le bain doit
8tre rempli d'eau pure et la surface bien nettoyé&e, surtout la portion
entre la barrigre et le flotteur et celle derrigre le flotteur. Pour
procéder & 1'é&talonnage, nous amenuﬁs la barri&re mobile prés du flot-
teur & une distance égale & la distance entre le flotteur et la partie

- arrigre du bain.

5.4.4.1 M&thode des degrés

Lorsque la surface est bien nettoyée et le syst2me de d&tection
en position neutre (au zéro), on peut débuter la calibration. Nous
plagons un poids marqué sur le crochet et la force appliquée par ce -
poids sur le flotteur entrafne une déviation du point zéro sur 1'é-

cran indiquée par la lumi&re réfléchie sur le miroir. Nous ramenons
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alors le balancier 2 son point zéro en lui appliquant une force in-
verse au moyen du fil de torsion. Cette torsion est mesurée en degrés
de rotation sur un cadran circulaire. Apré&s chague mesure, on enléve

le poids et on raméne le fil de torsion i sa position originale (zéro)
afin de vérifier la réponse du balancier @ mesure que 1'on augmente

la force appliquée. Normalement le fil devrait revenir au zéro mais

une déviation inférieure & un degré pour les poids importants est accep-
table; cependant, si cela se produit, on doit réajuster le zéro avant

d'accrocher le poids suivant.

Aprés un certain nombre de mesures, nous portons sur graphique
la force appliquée, soit le poids (P) en fonction de 1'angle de rota-
tion (&) du fil mesuré pour chague poids. Nous devons alors obtenir
une droite dont la pente P/8 sert 2 calculer la sensibilité du systéme

selon la relation de Gaines (1966):

P oll

% L
— X
B fo L

sensibilité

poids (en grammes)

angle de rotation (en degrés)

facteur de §unver51un -1

(980 X 10 "~ newton * g ')

Tongueur du bras horizontal

lTongueur du bras vertical

longueur effective du flotteur

i.e. longueur réelle du flotteur

+ 1/2 (longueur du bain - longueur
du flotteur)

§=

=h O

| 0w @ 3 LA

La sensibilité (S) s'exprime en mewton.m”|.degré”! et est fonction

du diamé&tre du fil de torsion.
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5.4.4.2 Méthode du transducteur

Avec un systéme équipé d'un transducteur, la méthode d'éta-
lonnage est presque identique & quelques exceptions prés. Avec le
systéme en position neutre (zéro), nous plagons un poids sur le cro-
chet et la force appliquée par ce poids sur le flotteur entraTne
un mouvement de la tige métallique & 1'intérieur du transducteur.

A ce moment, nous notons simplement ce déplacement exprimé par un
voltage sur le multimétre et nous n'appliquons aucune torsion au fil
pour le ramener au point neutre. Apré&s la lecture, nous enlevons

le poids et le balancier revient a sa position originale, i.e. a

un voltage nul sur le muitimétre. Une déviation inférieure a 0.1
volt pour des poids importants est acceptable. On doit cependant
réajuster le zéro pour Ta mesure suivante. Dans ce cas-¢i le gra-
phique représente la force appliquée exprimée en grammes en fonction
de Ja déviation exercée exprimée en volt. La relation mathématique

de la sensibilité se 1it maintenant comme suit:

S: Px g X Le ou V =wvoltage
v L P/V=pente de la droite

¢

La sensibilité du syst@me s'exprime maintenant en‘mNewton.m'1.V_1 .

5.4.5 Isothermes de pression de surface

Afin de savoir si le montage fonctionne bien et si 1'eau est
de bonne qualité, nous procédons d'abord & un standardisation du sys-

téme.
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Pour cela, nous tracons 1'isotherme de pression de surface d'une
substance bien connue, comme 1'acide stéarique, 1'acide arachidique

ou le cholestérol. -

5.4.5.1 Standardisation

Nous avons utilisé 1'acide arachidique, d'une pureté supérieu-
re a 99 %, et mis en solution dans du n-hexane & une concentration

3

d'environ 10'3 mol-dm > (M). Nous déposons ensuite 0.1 ml de la solu-

M) a pH 2. Si Tes résul-

tion sur une sous-phase aqueuse de HCL (10~
tats correspondent & ceux de Ta littérature scientifique, on peut alors
passer & 1'étape suivante, soit 1'étude des pigments photosynthétiques.

I1 est cependant & conseiller de refaire cette standardisation & inter-
valle régulier, soit environ une a deux fois par mois ou lorsqu'il

y a un changement dans le montage ou dans les conditions expérimentales de

1'expérience. Cette vérification réguliére permet de savoir si le sys-

téme fonctionne toujours de fagon adéquate et satisfaisante.

5.4.5.2 Isothermes des pigments photosynthétiques

Pour connaftre ou vérifier le comportement des pigments photo-
synthétiques & 1'interface air-eau, nous devons tracer 1'isotherme
de pression de surface de chaque pigment dans les mémesconditions expé-
rimentales. Les pigments sont dissous dans un solvant approprié dont
la vitesse d'étalement et d'évaporation est assez rapide. Habituelle-

ment, nous utilisons 1'éther éthylique car tous les pigments photosyn-
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thétiques sont solubles dans ce solvant. L'E&talement de la substan-
ce se fait sur une eau tamponnée & un pH presque neutre (7.5 -8.0).

La compression se fait & vitesse constante (1.0-1.6 cm-min_]} a 1'ai-
de d'un moteur et les valeurs obtenues sont portées sur graphique ol
nous exprimons la force appliquée (en millinewton - m'1) en fonction

0
de la surface occupée par les molécules (en A /molécule).

Lorsqu'on utilise un transducteur magnétique linéaire, la fagon
de calculer 1'isotherme de pression de surface est 1&g&rement différen-
te. En effet, i1 faut faire un réajustement pour 1'aire moléculaire
parce que le transducteur ne revient pas au zéro et que nous n'appli-
quons aucune torsjon au fil pour le ramener au point neutre comme
dans le systéme avec le cadran gradué en degré. Ainsi, pendant 1'expé-
rience, d cause de la pression exercée par le film compressé sur le
flotteur, 11 y a un 1éger déplacement du zéro pour le calcul de la sur-
face. Pour chaque volt mesuré sur le multim&tre, nous devons ajouter
une certaine distance (0.115 cm) & la distance mesurée sur le bain
et, par un calcul simple, nous trouvons une nouvelle surface, supé-

rieure d la premi&re, qui correspond 4 une mesure de pression donnée.

Avec la technigue du transducteur, nous avons &tudié le compor-
tement des différents pigments photosynthétiques a 1'interface air-eau.
Nous avons d'abord &tudié chaque pigment séparément et comparé les
résultats obtenus aux résultats publiés antérieurement. Les pigments
tudiés sont les chlorophylles a et b , la vitamine K,, 1'a -tocophéryl-
quinone, 1'z-tocophérol et le phytol. Par la suite, nous avons fait

1'étude des mélanges binaires, soit les mélanges de chlorophylle a
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avec chacun des 4 pigments précédemment mentionnés et les mélanges de

chlorophylle b avec uniquement la vitamine K] et 1'a-tocophérylquinone.

5.4.5.3 Loi d'additijvité

Lorsqu'on dépose une solution contenant deux substances &
1'interface air-eau, on se demande toujours si nous aurons une mono-
couche vraiment mixte, i.e. s'il y aura une miscibilité compléte en-
tre les deux substances. Si les deux produits ne sont pas miscibles
dans le film lors de 1'étalement de la solution, nous aurons alors
des parcelles d'une monocouche distribué dans 1'autre monocouche

(Fig. 10) et une telle distribution est souvent instable.

Ainsi, Tes prdpriétés d'une monocouche dans Taquelle les deux
composés ne sont pas miscibles se ram&nent aux propriétés des deux
films purs pris séparément. Ce film serait formé de deux monocouches
séparées en équilibre 1'une par rapport & 1'autre. La surface occu-
pée par le film résultant serait la somme des surfaces des deux films
purs. Alors les monocouches formés de produits non-miscibles obé&iront

d Ta loi suivante:

Ri , =niAy + m A (Equation 1)

ol A, 2est la surface moléculaire du film mixte d@ une pression donnée,
A, et A, les surfaces moléculaires des deux films purs & la méme pres-
sion et " et n, les fractions molaires des deux composés dans le mélan-

ge (Gaines, 1966, p. 282).
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a) Composés miscibles. Film mixte homogéne

b) Composés non miscibles. Ilots dispersés

S000006—

c) Composés non miscibles. Séparation compléte

FIGURE T0. Distribution moléculaire possible résultant
de 1'étalement d'une monocouche "mixte" & 1'in-
terface air-eau (Gaines, 1966 a, p. 282).
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Toute déviation du comportement d'une monocouche mixte d'aprés
1'équation 1 démontre qu'il y a miscibilité dans le film et, par la
méme occasion, qu'il y a interaction entre les deux composés. Le film
mixte peut montrer, & 1'intérieur des limites expérimentales, soit une
surface plus grande que la surface calculée selon 1'équation 1, soit
une surface plus petite. Plusieurs études ont démontré de telles
déviations, mais 1'interprétation est souvent difficile et parfois con-
fuse. Pour une revue détaillée de§ propriétés des monocouches mixtes,
les ouvrages & consulter sont ceux de N.K. Adam (1941), A.D. Harkins
(1952), J.T. Davies et E.K. Rideal (1961) et G.L. Gaines jr. (1966).
En ce qui concerne les monocouches mixtes impliquant la chlorophylle,
les principaux travaux sont ceux de Gaines et coll. (1964, 1965) ainsi

que ceux de Brody (1971), Chin et Brody (1976) et Karan et Brody (1974).

Cependant, les études de pression de surface de monocouches mixtes
ne nous permettent pas de dire exactement quel type d'interaction il pour-
rait y avoir entre une chlorophylle et une quinone. I1 faut alors ap-
profondir 1'étude en utilisant des techniques spectroscopiques comme 1la
spectroscopie infrarouge qui peut nous donner des informations assez pré-
cises sur les possibblit&s de liaison entre les différents groupements

des deux molécules.

5.5 Spectroscopie infrarouge

Cette technique nous permet donc d'étudier le type d'interaction
possible entre une chlorophylle et une quinone. Puisqu'il s'avére im-

possible de travailler directement & 1'interface air-eau & cause de
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1 de

1'interférence de 1'eau dans la bande spectrale 3000 - 3500 cm~
1'infrarouge, nous devons nécessairement utiliser une autre technique.
L'usage d'un support solide sur lequel nous déposons les pigments pho-
tosynthétiques selon 1a méthode de Blodgett et Langmuir (1937)s'avére
la solution idéale. Des é&tudes ont déja démontré qu'un support en ger-
manium donnait Te meilleur rendement lors d'é&tudes infrarouge de pig-

ments photosynthétiques 3 1'interface air-solide (Chapados et Leblanc,

1977).

5.5.1 Nettoyage des lamelles de germanium

Avant de déposer les pigments photosynthétiques sur la lamelle
de germanium, il est primordial de bien la nettoyer. La procédure em-
ployée est la suivante:

- laver généreusement la Tamelle avec de 1'eau déminéralisée.
Répéter plusieurs fois.

- laver plusieurs fois avec de 1'alcool &thylique puis avec
de 1'acétone.

- rincer finalement avec de 1'éther éthylique

- prendre le spectre de Ta Tamelle pour vérifier s'il reste
encore des impuretés. Si on détecte des impuretés sur le
spectre, on recommence le Tavage jusqu'au moment oll nous obte-
nons un spectre libre de toutes impuretés. A ce moment, elle
est préte. d servir 3 la déposition.

5.5.2 Déposition des pigments sur la lamelle

Le principe de la déposition est basée sur les travaux de Langmuir
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(1920) et repris plus tard par Blodgett (1935) et Gaines (1966)

La déposition se fait mécaniquement dans le bain contenant une
sous-phase appropriée maintenue 3 une température constante. La la-
melle est placée horizontalement sur le support et plongée dans 1'eau
d une profondeur de 1.5 cm. Le moteur utilisé compléte le cycle de

déposition, plongée et sortie, en 4 minutes.

Pour la déposition des monocouches de pigments photosynthé&tiques,
la sous-phase est une solution tampon (pH = 7.5 -8.0) fait a partir de
solutions de phosphate monobasique et dibasique de sodium. Les solu-
tions de pigments préparées dans 1'é&ther sont de concentration environ

1074

M et 1'expérience se fait sous une Tumi2re verte. Nous é&talons
d'abord une certaine quantité.(environ 250u1) de substance a 1'inter-
face air-eau et nous compressons la monocouche jusqu'ad une pression

-} pour le mélange

de ZD mN. m'1 pour 1a chlorophylle a et 15 mN. m
chlorophylle/quinone. Puis, une fois la'pression atteinte, nous trans-
férons la monocouche sur la lamelle. Durant la déposition, cependant,
nous devons toujours appliquer une pression uniforme sur le film, sinon
il en résulterait des irrégularités dans 1'agrégation des molécules en

monocouches (Hotchandani et coll., 1975).

Par 1a suite, pour connaftre le rendement d'une déposition, il
suffit de calculer le rapport entre la surface balay&e par la barridre
mobile et 1'aire occupée par la monocouche sur les faces de la Tamelle.
En principe, le rapport idéal doit Etre &gal 2 1.0, c'est-d-dire que
toutes les molécules qui ont quittées la surface de 1'eau doivent né-

cessairement se retrouver sur les deux faces de la lamelle. Cependant
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on considére un rapport variant entre 0.95 et 1.05 comme é&tant un

tréds bon résultat. (voir résultats p. 167, 173)

Immédiatement aprds la déposition des pigments sur la lamelle,
nous enregistrons les spectres infrarouges au moyen du spectromgtre

Perkin-Elmer Modale 180.

Les différentes méthodes expérimentales étant bien expliquées,

voyons maintenant ce que nous avons obtenu comme résultats.



6.0 RESULTATS ET DISCUSSION

Nous pouvons facilement diviser nos résultats en trois &tapes
principales. I1 y a d'abord 1'extraction et la purification des chlo-
rophylles ainsi que la purification du phytol, puis 1'étude des pig-
ments photosynthétiques & 1'interface air-eau et finalement la spec-

troscopie infrarouge du systéme chlorophylle-quinone.

6.1 Extraction et purification des chlorophylles

Avant de donner les résultats de 1'extraction et de la purifica-
tion des chlorophylles, il serait utile de donner les principaux cri-
téres de pureté de la chlorophylle dont nous nous sommes servis pour

savoir si 1'extraction &tait réussie ou non.

6.1.1 Critl@res de pureté des chlorophylles

I1s sont de trois types principaux, soit la spectroscopie d'ab-
sorption, la chromatographie sur couche mince et 1'isotherme de pres-
sion de surface. On peut employer & 1'occasion la spectroscopie in-
frarouge et la spectroscopie d'@mission. Nous n'avons pas employé
ces deux derniéres techniques et nous nous sommes limités aux trois

premigres dont deux d'entre elles sont les plus fréguemment employé&es.

94
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6.1.1.1  Spectroscopie d'absorption

La chlorophylle se caractérise principalement par son spectre d'ab-

sorption pris dans la région spectrale de 400 & 800 nm.

Le spectre d'absorption de 1a chlorophylle a, en solution dans 1'éther
éthylique, présente deux bandes imporantes situées a 428.5 et EED.S nn et cing
autres bandes de moindre importance a 409.0, 500.0, 530.0, 575.5 et 613.5 nm.
(Quant & Ta chlorophylle b, aussi en solution dans 1'éther &thylique, elle
présente deux bandes importantes a 451.0 et 642.0 nm ainsi que guatres au-

tres bandes moins importantes a 433.0, 545.0, 567.0 et 594.0 nm.

A partir du spectre d'absorption, nous pouvons calculer un rapport entre
les deux principales bandes et ce rapport est un critére relativement important
pour déterminer la pureté d'un échantillon de chlorophylle. Pour la chlorophyl-
le a, nous calculons le rapport n428nmfﬂﬁﬁﬂnm et pour la chlorophylle b, le rap-

port A fﬂﬁ42nm' On désigne habituellement ce rapport sous le terme "rapport

451nm
B/R", ce qui représente le rapport de 1'absorbance de la bande dans la région
du bleu du spectre sur 1'absorbance de l1a bande dans la région du rouge du

spectre.

Pour une chlorophylle a pure, en solution dans 1'éther &thyiique, le rap-
port idéal est de 1.30 et pour une chlorophylle b pure, il est de 2.84, Cepen-
dant, ces rapports peuvent varier 1&gérement sans pour autant altérer de beau-
coup la pureté de la chlorophylle. Dans notre cas, nous avons obtenu un rap-
port moyen B/R de 1.26, ce qui est inférieur aux valeurs déja publiées dans la

littérature pour la chlorophylle a pure. (Voir tableau 6).
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. TABLEAU 6:  PROPRIETES SPECTRALES DES CHLOROPHYLLES a ET b EXTRAITES
ET PURIFIEES. COMPARAISON AVEC CERTAINES VALEURS DEJA PU-
BLIEES ET AVEC LA CHLOROPHYLLE SIGMA. (SOLVANT EMPLOYE:
ETHER ETHYLIQUE).

CHLOROPHYLLE a A MAX. (BLEU) A MAX. (ROUGE)  RAPPORT B/R
(nm) (nm)

Présent travail 428.5 660.5 1.26
ZSCHEILE (1934) 427.5 660.0 -
SMITH et BENITEZ (1955) 430.0 662.0 -

~ TRURNIT ET COLMANO (1959) 428.0 660.6 1.32
ANDERSON et CALVIN (1962) 430.0 662.0 1.19
ANDERSON (1963) 428.0 660.0 -
BELLAMY et coll. (1963) 427.0 661.0 1.28
STRAIN, THOMAS et KATZ (1964) 428.5 660.5 1.30
PERKINS et ROBERTS (1964) 428.0 660.0 1.32
SEELY et JENSEN (1965) 428.8 660.5 1.31

- IRIYAMA et YOSHIURA (1977) - 660.0 -
CHLOROPHYLLE "SIGMA™" 428.5 660.5 1.25
" CHLOROPHYLLE b ' A MAX. (BLEU) A MAX. (ROUGE)  RAPPORT B/R

(nm) (nm)

Présent travail 453.0 643.0 2.85
ZSCHEILE (1934) 452.5 642.5 -
'SMITH et BENITEZ (1955) 455.0 644.0 -
TRURNIT et COLMANO (1959) 452.4 642.1 2.86
STRAIN, THOMAS et KATZ (1964) 452.5 642.0 2.84

CHLOROPHYLLE "SIGMA" 451.0 642.0 2.84



Etant donné que les rapports d'absorption maximum bleu & rcuge (B/R)
obtenus dans nos expériences sont inférieurs 3 ceux obtenus par les
autres auteurs, on peut supposer que nos &chantillons n'étaient pas
tellement contaminés par les carotBnes. En effet, les caroténes ab-
sorbent beaucoup dans la région du bleu, ce qui fait apparaftre une
bande plus intense pour la chlorophylle a si celle-ci est contaminée
par les carot@nes. On peut donc conclure que notre méthode pour sé-

parer les chlorophylles des carot@nes est tr2s efficace.

Pour l1a chlorophylle b, nous avons obtenu un rapport moyen B/R
de 2.85, ce qui correspond tr2s bien & la valeur déja publiée de 2.84
(Strain et coll., 1964). Dans ce cas-ci, le spectre d'absorption et

le rapport B/R nous permettent d'affirmer que la chlorophylle b est

pure suivant le crit@re du spectre d'absorption.

Le tableau 6 nous montre d'ailleurs nos résultats en comparaison
avec les diverses valeurs déja publiées par différents auteurs pour les
chlorophylles a et b pures ainsi que les valeurs obtenues avec la chlo-

rophylle commerciale (SIGMA).

La figure 11 représente les spectres d'absorption des chlorophyl-
les a et b commerciales (SIGMA) en solution dans 1'é&ther &thylique a

4 M. Le spectre des chlorophylles ex-

une concentration d'environ 107
traites est identique 3 ce dernier, sauf que la position des maximum
d'absorption est 1&g8rement déplacée dans le cas de l1a chl b, comme on

peut le remarquer dans le tableau 6.
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FIGURE 11.

400

LONGUEUR D'ONDE , nm.

Spectre d'absorption des chlorophylles a et b en solution dans 1'&ther éthylique.
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6.1.1.2 Chromatographie sur couche mince (TLC)

La chromatographie sur couche mince nous a permis, tout au long
de 1'extraction, de vérifier si notre chlorophylle était encore conta-
minée par d'autres pigments. Ainsi, en se basant sur les travaux de
Bollinger et Konig (1969), nous avons employé des plaques de gel de si-
lice et un solvant composé, soit d'éther de pétrole {ED-EE°] - acétate
d'éthyle - diéthylamine (58% - 30% - 12% v/v), soit d'éther de pétrole -
n-propanol (99% - 1% v/v) ou d'éther de p&trole - acétone - n-propanol
(90% - 10% -.0.45% v/v). Avec ces solvants, nous &tions en mesure de sé-

parer facilement les impuretés des chlorophylles a ou b.

Ainsi, avec le sn]vanf composé d'éther de pétrole - acétate d'éthy-
le - diéthylamine, nous avons rév@1é la présence d'une tache verte (chl a)
et une tache jaune, probablement des caroténoides. Comme la séparation
était tr2s bonne sur une plague de gel de silice, nous avons pensé gu'il
pouvait en Etre-de m&me sur une colonne de gel de silice. C'est ce qui

s'est produit et c'est ainsi que nous avons &liminé les caroténoides.

Le mélange &ther de pétrole - acétone - n-propanol a servi a séparer
la chlorophylle a de 1a phéophytine a d'abord sur une plaque puis, par la
suite, sur une colonne. Le mélange &ther de pétrole - n-propanol a servi,
quant & lui, @ séparer la chlorophylle a de l1a chlorophylle b sur une pla-

que puis, sur une colonne.
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En résumé, la chromatographie sur couche mince nous a servi
d'abord a expérimenter, sur une plaque, la séparation entre deux pro-
duits au moyen d'un mélange de solvants appropriés, puis a vérifier si
Ta séparation sur une colonne était bien compléte, i.e. si nous avions
de la chlorophylle pure suivant le critére de la chromatographie sur cou-

che mince.

6.1.1.3  Isothermes de pression de surface

L'isotherme de pression de surface de la chlorophylle était
notre test ultime pour vérifier la pureté de nos échantillons. Mal-
gré des spectres d'absorption presque parfaits et une seule tache
verte caractéristique de la chlorophylle a sur Tles plaques de TLC,
nous n'avions pas de ch]orophy]je pure. - bn effet, 1'isotherme de
pression de surface nous a démontré que la chlorophylle contenait
" des impuretés en assez grande quantité, impuretés qui ne se détec-
taient pas en spectroscopie d'absorption ou en TLC. En monocouche,
nous avons donc obtenu une aire moléculaire d'environ 1000 XZ pour la

0
chlorophylle a et 350 A2 pour la chlorophylle b alors que la chlorophyl-

0
le pure posséde une aire moléculaire d'environ 120 A2.

6.1.2 Résultat global de Ta purification

Malgré de bons résultats en spectroscopie d'absorption et en

chromatographie sur couche mince, la chlorophylle extraite contenait



beaucoup d'impuretés dont nous n'avons pu nous débarasser par quelque
moyen que ce soit. Ces impuretés étaient probablement des molécules
d'adsorbant (gel de silice, cellulose) dont nous avons fait usage au

cours de T'extraction.

Quoique le gel de silice permet de séparer facilement les caro-
ténoides des chlorophylles et que la cellulose permet la séparation
de Ta chlorophylle a et de Ta phéophytine a, i1 est préférable de s'en
tenir aux colonnes de sucre pour séparer les différents pigments pho-
tosynthétiques car ce dernier adsorbant n'altére la chlorophylle en
aucune fagon. Ainsi, nous avons plus de chance de garder 15 chloro-

phylle intacte tout au long de 1'expérience.

De plus, le choix des solvants pour 1'élution des pigments Tors
des séparations chromatographiques est trés important. Pour une des-
cription des principaux solvants et adsorbants utilisés en chromato-

graphie, nous vous reférons aux travaux de Bollinger et Konig (1969).

Comme la chlorophyile extraite ne satisfaisait pas a nos exi-
gences de travail, nous avons di nous résoudre a utiliser Ta chloro-
phylle commerciale (SIGMA) pour nos travaux. Nous 1'avons utilisé
sans aucune purification subséquente puisque la compagnie Sigma a
pu nous fournir, a ce moment 1a, une chlorophylle a et b d'une pure-

té que 1'on pourrait qualifier d'exceptionnelle pour de la chlorophyl-

le commerciale.
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6.2 Purification du phytol

La purification du phytol, réalisée au moyen d'une distillation frac-
tionn&e sous vide, a donné de tré&s bons résultats. Pour connaftre la pure-
té, nous nous sommes basés sur 1'indice de réfraction. Le phytol pur a un
indice de réfraction de 1.4595250C.

En travaillant & basse pression, soit & 200 Pa (1.5 mm Hg), nous a-
vons obtenu, aprd&s deux distillations fractionnées, un échantillon dont

0

259 259¢

1'indice de réfraction était de 1.4610 alors qu'il &tait de 1.4645

avant distillation. La premi&re distillation n'avait abaissée 1'indice de
25°¢

réfraction qu'a 1.4624 La température au point d' €bullition pour la

deuxigme distillation &tait de 145-150°C.

Nous avons finalement vérifié sa pureté par une mesure de 1'isother-
me de pression de surface et en la comparant avec les valeurs déja publiées
(Gaines 1968; Leblanc et Orger, 1970). Les résultats concernant ces iso-
therﬁes de pression de surface seront donnés dans le chapitre suivant sur
les monocouches de pigments photosynthétiques. Nous pouvons cependant
dire que Ta purification du phytol a &t& wun succ&s puisque Tes courbes de

pression de surface correspondaient tré&s bien aux courbes de référence.

6.3 Monocouches des pigments photosynthétiques

Cette section des résultats est naturellement la plus importante du
travail. La minutie apportée aux différentes manipulations fait que les

résultats sont d'autant plus précis. Voici maintenant les résultats obtenus.
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6.3.1 Etalonnage

L'étalonnage nous permet de déterminer la sensibilité des sytémes
de Langmuir et se fait @ 1'aide de poids calibrés comme nous 1'avons dé-
crit dans le chapitre précédent. Que nous employons un syst2me utilisant
un cadran gradué en degrés ou un transducteur magnétique lin&aire pour me-
surer la pression de surface, la technique d'étalonnage reste la méme; ce

qui change, c'est le tracé de la courbe de calibration.

6.3.1.1 Méthode des degrés

Aprés avoir mesuré la pression exercée sur le flotteur par chacun des
poids, nous portons sur un graphique les valeurs obtenues, soit en ordon-
née la masse des poids et en abscisse le nombre de degrés de déviation. La
figure 12 représente un exemple de courbe d'étalonnage. Dans ce cas précis,
la pente de la droite (W/0) est de 3.838 X 1073 g. degré-1 pour un fil de
torsion de 0.023 cm de diam&tre. Ainsi, on peut calculer la sensibilité

d 1'aide de la formule qui suit et nous avons obtenu les résultats suivants:

S - W x g x Le (voir p. 84)
2] Lf x L
-3 -1 -5 -1
S e 3.838 x 10 " g. degré " x 980 x 10 N.g x 7.4cm
8.5cm x (12.7 - T.0)cm
S 0.239 x 10°° pewton. cn”!. degré'1

S~ 0.239 mN.m~!. degré"



0.45
0.35
o _
? 0.25-
o
o ._
O. 15
o Weer L W x 980 x 7.4
7 *TTe L T G xesx(T+0)
0.05- S = 0.239 x 10°° newton - cmLg!
S =023 mN-m!-8-!
1 ] ] | ] I | ] i ] i |
0] 30 20 90 120

ANGLE ( degreés)

FIGURE 12. Courbe d'étalonnage du systéme de Langmuir utilisant la méthode des degrés
(Fi1 de torsion en Ni de 0.023 cm de diamétre).

vot
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Si nous varions le diam&tre du fil de torsion ou la nature du fil,
nous obtiendrons une sensibilité différente pour chacun des paramétres mo-

difiés (Munger, 1978, p. 108).

Comme les résultats obtenus pour les courbes de pression de surfa-
ce de plusieurs composés, dont l1a chlorophylie, n'étajent pas satisfai-
sants, nous avons préféré utilisérun syst@me de Langmuir muni d'un trans-

ducteur magnétique linéaire.

6.3.1.2 Méthode du transducteur

Avec un tel syst@me, la calibration est Ta méme sauf que nous mesu-
rons une déviation en volt plutot qu'en degré. Ainsi, sur le graphique
nous aurons maintenant le poids en fonction du voltage. Le fil de tor-
sion utilisé poss@de un diamétre supérieur 3 celui utilisé dans le premier
systéme. La figure 13 nous donne un exemple de courbe d'étalonnage obte-
nue avec un transducteur. Dans ce cas, la pente de la droite (W/V) est

2 1

de 2.33 X 107° g. V*' pour un fil de torsion en acier de 0.038 cm de dia-

métre. La sensibilité obtenue est de:

3 = W x g x lc
v Lf L

_0.0233 x 980 x 10.4

S = 8.6 x 13.65
S = 2.02 x 10'5 newton. cm_1. V_]
1 -1

S = 2.02 mN.m .V



POIDS ( g)

0.45+

0.35

0.25-

0.15-

0.05+

s .. Wele __ wx980x104
Velg-L Vx 86 x I3.65

S = 2.02 x 1079 newton-cm!- v’!

S = 202 mN:-ml-. y-l

ou W/V = pente = 0.0233

FIGURE 13.

{ { i l i | 1 | |

2 4 6 8
AV ( volts)

Courbe d'étalonnage du systéme de Langmuir utilisant le transducteur magné-
tique Tinéaire (Fil de torsion en acier de 0.038 cm de diamétre).

901
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Dans ce cas aussiy s1 nous modifions le diamétre du fil de torsion, nous

modifierons également la sensibilité du systéme (Munger, 1978, p. 133).

- Comme nous le remarquons sur les figures 12 et 13, 1'étalonnage se fait
jusqu'a 0.45 g pour le systéme utilisant la méthode des degrés et jusgu'a 0.25 g
pour le systéme muni du transducteur. Cela est di au fait que 1'étalonnage est
fonction du diamétre du fil de torsion et que ce diamétre est environ deux fois
plus grand dans le systéme muni du transducteur. De plus, pour un tel systéme,

la relation W/V n'est plus Tinéaire pour des poids supérieurs a 0.25 g.

I1T est bon de vérifier périodiguement la calibration du systéme de Langmuir
pour savoir si nous travaillons toujours avec la méme sensibilité. Comme le sys-
téme muni d'un transducteur facilite les manipulations tout en augmentant la pré-
cision des résultats, nous avons décidé de travailler uniguement avec ce systéme.
Donc, tous les résultats qui vont suivre (courbes de standardisation et de pres-
sion de surface) ont &té obtenus avec le systéme de Langmuir muni du transducteur

magnétique Tinéaire.

6.3.2 Standardisation

Pour standardiser notre systéme, nous avons utilisé de 1'acide arachidique

dans Tes conditions expérimentales suivantes:

- Déposition : 0.10 ml

- Solvant ' : n-Hexane

- Sous-phase ©HCT (1072 M) a pH =2
- Concentration . 1.2 %1070

- Température du laboratoire : 293 K (20°C)

- Température du bain . 292.5 K (19.5°%)

- Eau pure provenant du systéme en quartz

. . . .= .
- Vitesse de compression : 1.125 cm. min {uniforme)
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ACIDE ARACHIDIQUE ( HCl 102M, pH=2)

® COURBE EXPERIMENTALE MOYENMNE

A NUTTING of HARKINS (1329}

O HEIKKILA , KWONG o CORNWELL (1970}

A& LEBLANC et ORGER (1970)

O HONIG, HENGST et DEN ENGELSEN (1973)
0 T

FIGURE 14.

SURFACE ( A2 /molécule )

Isothermes de pression de surface de 1'acide arachidique.
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La courbe expérimentale moyenne est représentée sur la figure 14 et
nous 1'avons comparé avec quatre courbes de références provenant de travaux
publiés antérieurement. MNous remarquoﬁS facilement que notre courbe se compa-
re trés bien avec les quatres courbes de réfé%encea, surtout 4 des pressions
supérieures a 10 mN. m_].

51 nous extrapolons sur 1'axe des abscisses la portion de la courbe cor-
respondant aux fortes pressions de surface, soit supérieures 3 20 rnh.m_-I nous

. . % .

obtenons une aire moléculaire de 20.10 A™ pour notre courbe expérimentale.

Le tableau 7 permet de comparer 1'aire moléculaire de notre courbe avec 1'aire

maléculaire des courbes de références.

TABLEAU 7:  AIRE MOLECULAIRE DE L'ACIDE ARACHIDIQUE: COMPARAISON DE NOTRE
VALEUR EXPERIMENTALE AVEC DES VALEURS DE REFERENCES

AUTEURS SOLVANT AIRE MOLECULAIRE fﬂ?}
Présent travail . n-Hexane 20.10
NUTTING et HARKINS (1939) Benzéne 20,05
HETKKILA et coll. (1970) ~ n-Hexane 20.15
LEBLANC et ORGER (1970) n-Hexane 20.30
HONIG et coll. (1973) CHC]3 - n-Hexane 19.90
{(1:3 v/v)

FEHER et coll. (1977) n-Hexane 20.70
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En examinant ce tableau, on se rend bien compte que le syst&me fonc-
tionne bien et que 1'eau ne contient aucune impureté mesurable. Une véri-
fication périodique de cette courbe de pression de surface ne nous a pas
donné une variation supérieure 2 0.3 EZ dans la mesure de 1'aire molécu-
laire de 1'acide arachidique, ce qui entre dans les limites de 1'erreur
expérimentale. Maintenant que le syst@me est 3 point, passons aux résul-

tats des piagments photosynthé&tiques.

6.3.3 Isothermes de pression de surface des pigments
photosynthétiques étudiés

Les pigments dont nous avons &tudié les p;upriétés de pression de
surface & 1'interface air-eau sont les suivants: 1a chlorophylle a, la
chlorophylle b, la vitamine K], 1'a-tocophérylaquinone, 1'a-tocophérol et
le phytol. Nous avons d'abord &tudié chacune de ces substances seule puis
en mélange hinaire formé d'une chlorophylle avec un des quatres autres
pigments. Voici d'abord les résultats des isothermes de pression de sur-

face pour chacune des substances étudiées isolément.

6.3.3.1 Chlorophylle a

La chlorophylle a utilisée pour cette €tude est celle obtenue com-
mercialement chez SIGMA. La chlorophylle est mise en solution dans de
1'éther &thylique et sa concentration est déterminée a partir du spectre
d'absorption obtenu sur un spectrophotom&tre Perkin-Elmer Mod2le Coleman

124. La concentration est calculée & partir de ]1'absorbance & 660 nm et du
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coefficient d'absorptivité molaire, fourni par Ta compagnie SIGMA
pour cet Echantillon en particulier; on se sert naturellement de la

relation de Beer-Lambert pour calculer la concentration:

A= ecb = c=A

eb
ou A = absorbance
e = coefficient d'absorptivité molaire (1 - mo]e']-cm'])
c = concentration (mol- dm'3)

b = trajet optique (cm)

L'isotherme de pression de surface de la chlorophylle a a été tracé

dans les conditions expérimentales suivantes:

- Déposition : 0.175 ml

- Concentration : 1.20 x 107

- Solvant : &ther &thylique
1; Sous-phase : tampon phosphate (10'3M) d pH=7.8

- Tempéréture T 293 K

- Vitesse de compression : 1.60 cm - min'] (17 22. molécule ']. min-1.)

L'isotherme est représentée sur la figure 15 par la courbe A.
La compression se fait environ 5 minutes apré&s la déposition, pour per-
mettre au solvant de s'é@vaporer et & 1a chlorophylle a de se stabiliser &
la surface de 1'eau. Aprés la compression, la monocouche est plus ou moins
stable au cours des 60 premilres secondes puis se stabilise par la suite

et ne change plus.
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L'isotherme de 1a chlorophylle a (Fig. 15) se divise en deux phases
distinctes, soit une phase gazeuse aux faibles pressions de surface et une
phase Tiquide aux fortes pressions de surface. Contrairement 2 1'isotherme
de 1'acide arachidique, par exemple, nous n'avons pas, pour la chlorophylle
a, de phase solide dans les fortes pressions de surface. En extrapolant la
portion de 1'isotherme correspondant aux fortes pressions de surface, nous
obtenons 1'aire moléculaire approximative de la chlorophylle a, soit 131 22.
Il est important de noter que cette valeur a &té obtenue a partir d'une mono-
couche en phase liquide et non d'une monocouche tnéﬁ compacte en phase soli-

de.

En tepant compte d'une erreur expérimentale possible, cette valeur de
131 EZ’ comme aire moléculaire de la chlorophylle a,correspond assez bien
aux valeurs dé&ja publiées dans la littérature scientifique. Le tableau 8
nous permet de comparer notre valeur avec 9 autres valeurs obtenues entre
1936 et 1977 selon diverses conditions expérimentales. Ainsi, nous avons
obtenu une valeur qui nous semble satisfaisante compte tenu du fait que
nous avons utilisé de la chlorophylle commerciale plutft que de la chloro-

phylle extraite et purifige dans nos laboratoires.

0
Cette aire moléculaire de 131 A° reflate le comportement de 1a molé-

cule & la surface de 1'eau. Puisque la surface plane de 1'anneau porphy-
0 0

0
rine de l1a chlorophylle est de 225 A2 (1I5A x 15 A ), i1 devient &vident

. que cet anneau porphyrine est orienté& avec un certain angle 2 Ta surface

de 1'eau plutBt qu'étendu 3 plat sur 1'eau (Ke, 1966) et cet angle pourrait
varier entre 48° (Cherry, 1972) et 559 (Hanson, 1939).



TABLEAU 8:  PARAMETRES EXPERIMENTAUX DES ISOTHERMES DE PRESSION DE SURFACE DE LA
CHLOROPHYLLE a. COMPARAISON AVEC DES TRAVAUX ANTERIEURS.
pH AIRE PRESSION DE
REFERENCES SOLVANT SOUS-PHASE SOUS-PHASE TEMPERATURE MOLECULAIRE SURFACE EN
COLLAPSE
0

MORIN, M. (pr&- éther &thylique tampugBPhusphate 7.8 293 K 131.0 Az 26.5 mN.m
sent travail) 107 °M
HUGHES (1936) - tampon phosphate 7.0-7.5 293 132.0 20.0
ALEXANDER (1937) - tampon phosphate 7.3 293 132.0 24,0
TRURNIT et COLMANO é&ther &thylique eau distillée 7.5 293 122.0 27.4
(1959)
GAINES (1966) - tampon phosphate 8.0 293 117.5 > 20.0
AGHION et coll. benzé&ne. tampon phosphate 7.8 298 122.0 > 26.0
(1969) 1072 M
LEBLANC et ORGER &ther &thylique tampon phosphate 7.8-8.0 288-293 125.0 24.0
(1970)
COSTA et coll. Eéther éthylique tampugaphcsphate 7.8-8.0 290 114.0 26.5
(1972) 10 ° M
DEN ENGELSEN et DE benzéne tampon_phosphate 8.0 293 133.0 24.0
KONING (1974) 10" M

chloroforme tampon phosphate 8.0 290 133.0 > 20.0

HIRSCH (1977)

wLL

1
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6.3.3.2 Chlorophylle b

Pour 1a chlorophylle b, nous avons aussi utilisé les &chantillons
commerciaux de la compagnie SIGMA, qui, au moment de 1'expérience, nous
a fourni des &chantillons de chlorophylle b d'une pureté hors de 1'ordi-
naire. La chlorophylle est mise en solution dans 1'é&ther &thylique et
sa concentration est obtenue & partir du spectre d'absorption comme pour
la chlorophylle a. Pour ce calcul, nous utilisons 1'absorbance & 642 nm
et Ta valeur du coefficient d'absorptivité molaire & cette longueur d'on-

de est de 5.57 x 10% 1-mole”l-em™!.

Les conditions expérimentales sont les suivantes:

- Déposition : : 0,130 ml
- Concentration . : 1.30 x 1074 M
- Solvant : &ther é&thylique
_; - Sous-phase : tampon phosphate {1U'3M} 3 pH=7.8
- Température : 292-293 K

0
- Vitesse de compression : 1.30 cm. min”] (15 A%, molécule™!. min'].]

Afin de permettre un &talement uniforme des molécules 3 la surface
de 1'eau, nous attendons environ cing minutes avant de compresser. La
compression se fait uniformément et de fagon constante & 1'aide d'un mo-
teur. Aprés la compression,la monocouche de chlorophylle b est plus ou

moins stable et finit par se stabiliser apré&s environ cing minutes.
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L'isotherme de pression de surface est représentée sur la figure 15
par la courbe B. En extrapolant la portion de 1'isotherme aux fortes pres-
sions de surface, soit 1a région de l1a courbe précédant le collapse, nous
obtenons une aire moléculaire de 130 EE, soit presque la méme aire molécu-
laire que Ta chlorophylle a. Donc, la chlorophylle b a, elle aussi, un an-
gle d'inclinaison d'environ 51° de son plan porphyrine par rapport @ la sur-

face de 1'eau (Cherry et coll., 1972).

Le tableau 9 nous permet de comparer nos résultats avec certains tra-
vaux antérieurs. Ainsi, on voit que, pour des conditions expérimentales ap-
paremmeﬁt identiques, notre valeur de 130 22 pour 1'aire moléculaire de la
chlorophylie b semble bonne. On note cependant une différence entre 1'ai-
re moléculaire obtenue dans le présent travail et celle donnée par Leblanc
et Orger (1970) et Costa et coll. (1972) qui ont aussi utilisé de la chlo-
rophylle b commerciale. Cette différence est sans doute attribuable au fait
que la pureté de la chlorophylle Sigma peut 1&g@rement varier d'un lot & un
autre et cette variation peut facilement causer une différence allant jus-

0
qu'a 25 AZ,

6.3.3.3 Vitamine I{.I

Les conditions expérimentales de 1'isotherme de pression de surfa-

ce de la vitamine K, sont les suivantes:

- Déposition : 0.075 & 0.100 ml
- Concentration : 1.0 x 1D'3H

- Solvant : é&ther &thylique



TABLEAU 9:  PARAMETRES EXPERIMENTAUX DES ISOTHERMES DE PRESSION DE SURFACE
DE LA CHLOROPHYLLE b. COMPARAISON AVEC CERTAINS TRAVAUX ANTERIEURS

pH AIRE PRESSION DE
REFERENCE SOLVANT SOUS-PHASE SOUS-PHASE TEMPERATURE MOLECULAIRE SURFACE AU
COLLAPSE
0

MORIN, M. (pré- &ther &thylique tampon phosphate 7.8 293 K 130.0 A 25.0 wN. m"!
sent travail) -3

10" M
HUGHES (1936) - tampon phosphate  7.0-7.5 293 137.0 20.0
ALEXANDER (1937) - tampon phosphate 7.3 293 137.0 > 28.0
TRURNIT et COLMANO éther &thylique eau distillée 7.5 293 120.0 30.5
(1959)
LEBLANC et ORGER éther éthylique tampon phosphate 7.8-8.0 290 110.0 28.0
“9?(” '|ﬂ'3 M
COSTA et coll. (1972) &ther &thylique tampon phosphate 7.8-8.0 290 107.5 28.5

1073 M

1L
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- Sous-phase : Tampon phosphate (1U'3M} d pH = 7.8
- Température 293 K
-1 02 S
- Vitesse de compression:: 1.00 cm. min ' (2.6 A®. molécule .min ')
L'isotherme est représentée sur la figure 15 par la courbe C. La

vitamine K1 est une substance tr&s stable, que ce soit avant ou aprés la
compression. Le collapse est atteint & une pression de 10.35 = 0,35 mN. m|
et 1a courbe de pression de surface est indépendante de la vitesse de com-

0
pression, soit dans 1'intervalle de 2 & 20 Az«mu1Ecu1e'l min'1.

Comme pour
les chlorophylles, la vitamine K, forme une monocouche en phase liquide.
L'extrapolation de l1a portion linéaire de la courbe comprise entre 5 et 10

mN. m  nous permet de connaftre assez précisément 1'aire moléculaire expé-
rimentale; nous avons ainsi obtenu une aire moléculaire de 58.5 EZ_

Le tableau 10 permet de voir une comparaison entre les différents pa-
ram&tres expérimentaqx de 1'isotherme de pression de surface du présent tra-
vail avec ceux de quelques travaux réalisé&s sur le méme sujet, soit les tra-
vaux de Weitzell (1956), Gaines (1965, 1968), Leblanc et Orger (1970) et
é;ux de Costa et coll. (1972). Nous pouvons ainsi voir que notre valeur
de 1'aire moléculaire se compare assez bien avec les autres résultats quoi-
quelle est 1égdrement supérieure & ceux-ci. Cependant, une différence d'en-
viron 3.4 E?;mo]écu]e est acceptable, compte tenu des erreurs expérimenta-
1es.passib1es. Quant @ la pression de surface au collapse, notre valeur de
10.35 mN. m"!

correspond approximativement & la valeur moyenne des valeurs de

référence du tableau 10.



TABLEAU 10:  PARAMETRES EXPERIMENTAUX DES ISOTHERMES DE PRESSION DE SURFACE DE LA
' "~ VITAMINE K]. COMPARAISON AVEC CERTAINS TRAVAUX ANTERIEURS

pH AIRE PRESSION DE

REFERENCES SOLVANT SOUS-PHASE SOUS-PHASE TEMPERATURE MOLECULAIRE SURFACE AU
COLLAPSE
0, )

MORIN, M. (pré- éther éthylique tampon phosphate 7.8 293 K 58.5 A 10.35 mN.m
sent travail) -]U'BM
WEITZELL et coll. - HC1 10_2M 2.0 293 56.8 10.70
(1956)
GAINES et coll. benzé&ne tampon phosphate 8.0 293 656.5 10.60
(1965) 10'3M
GAINES (1968) benzé&ne tampon phosphate 8.0 293 56.0 10.60
LEBLANC et ORGER éther éthylique tampon phosphate 8.0 288 54.5 11.00
(1970) ]E"BH
COSTA et coll. (1972) éther éthylique tampon phosphate 7.8-8.0 290 54.0 10.00

1073y

6LL

1
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De plus, la courbe de pression de surface de la vitamine K1 est
indépendante du pH de 1a sous-phase utilisé; en effet, Weitzell et coll.
(1956) ont employé une sous-phase HCI {10'2M} a pH = 2.0 alors que Gaines
(1968) a employé une sous-phase de tampon phosphate & pH = 8 et pourtant
leurs résultats sont presque identiques autant en ce qui concerne 1'aire
moléculaire que la pression de surface au collapse. Ainsi, la pression
de surface de la vitamine K, est uniquement fonction du caract2re hydro-
phobe de 1a chafne carbonée de la molécule (Gaines, 1966, p. 254) et non

des différents paramdtres expérimentaux utilisés lors de 1'expérience.

6.3.3.4 a-Tocophérylquinone

La courbe D sur la figure 15 représente 1'isotherme moyenne de
1'a-tocophérylquinone et a &té réalisée dans les conditions expérimenta-

les suivantes:

- Déposition : 0.040 ml
- Concentration : 1,39 x 107M
- Solvant : éEther é&thylique
- Sous-phase . Tampon phosphate (1U'3H} apH=7.8
-  Température : 292.5 K

0
- Yitesse de compression : 1.1 cm, m'In'1 (4 AEfme1écu1efmin.J

Comme pour les autres pigments, la compression s'est effectuée de
fagon automatique et constante et cela, aprds une attente d'environ cing
minutes pour permettre un étalement complet des molécules d la surface de
1'eau et 1'évaporation du solvant. L'a-tocophérylquinone forme, comme pour

les chlorophylles, une monocouche en phase 1iquide trés stable.
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La chaTne carbonée en £1E de 1a molécule d'z-tocophérylquinone &tant
Ta méme que celle de la vitamine K1, on pourrait s'attendre 3 obtenir un
comportement semblable & 1'interface air-eau; cependant la présence de 1a
fonction quinone et du groupement hydroxyle (OH) dans la molécule d'a-toco-
phérylquinone fait que 1'aire moléculaire est presque deux fois plus grande
que celle de Ta vitamine K1 tout en rendant le film beaucoup plus stable au

collapse (Gaines, 1968).

Ainsi, en extrapolant la portion 1inéaire de 1'isotherme dans la ré-
gion des fortes pressions de surface, on obtient une aire moléculaire expé-
rimentale de 80.5 :2. Le tableau 11 nous permet de comparer nos résultats
avec ceux de Gaines (1968), Leblanc et Orger (1970) ainsi que ceux de Cos-
ta et coll. (1972). Dans 1'ensemble, nos résultats se situent & mi-chemin
entre ceux de Gaines (1968) et ceux de Costa (1972), tant au point de vue
de 1'aire moléculaire que de la pression de surface au collapse, et cela

pour des conditions de sous-phase, de pH et de température presque identi-

ques.

6.3.3.5 a=-Tocophérol

L'isotherme de pression de surface de 1'a-tocophérol a &té réalisée

dans les conditions expérimentales suivantes:

- Déposition : 0.015 ml

- Concentration : 5.18 x 10™M

- Solvant : é&ther éthylique

- Sous-phase  : Tampon phosphate {1D'3H} d pH = 8



TABLEAU 11:

PARAMETRES EXPERIMENTAUX DES ISOTHERMES DE PRESSION DE SURFACE DE

L'a-TOCOPHERYLQUINONE. COMPARAISON AVEC CERTAINS TRAVAUX ANTERIEURS

pH AIRE PRESSION DE
REFERENCES SOLVANT SOUS-PHASE SOUS-PHASE TEMPERATURE MOLECULAIRE SURFACE AU
COLLAPSE
%2
MORIN, M. (pré- éther éthylique tampon phosphate 7.8 292.5 K 80.5 A 26.0 mN. m_
sent travail) -3
10 ™M
GAINES (1968) benzéne tampon phosphate 8.0 293 78.0 24.0
-3
10 ™M
LEBLANC et ORGER &ther éthylique tampon phosphate 8.0 288 82.5 27.0
(1970) ]0—3M
COSTA et coll. (1972) éther &thylique tampon phosphate 7.8-8.0 290 81.0 27.0
1073m
PATIL et CORNWELL n-hexane HC1 10'2M 1.2 295-297 86.6 26.6

(1978)

Zcl
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- Température : 293 K

1

0
- Vitesse de compression : 1.5 c¢m. min.' (3.8 Azfmo1étu1efm1n.]

La courbe E sur la figure 15 représente une courbe moyenne de
1'a-tocophéro]l résuitant de 3 essais réalisés dans des conditions expé-
rimentales identiques. Aprés une attente de cing minutes pour permef-
tre un étalement complet des molécules a la surface de 1'eau, la com-
pression est faite automatiquement & une vitesse constante de 1.5 cm

par minute. A la fin de la compression, le fiim est trés stable.

En extrapolant sur 1'axe des abscisses la portion linéaire de 1'iso-
therme située juste avant le collapse, nous obtenons une aire moléculaire
de 51.5 EE. Ce résultat s'avére excellent si on le compare & ceiui de
Weitzel et coll. (1956) qui ont obtenu 51.1 :? et & celui de Leblanc et
Orger (1970) qui ont obtenu une valeur de 53.3 22. La courbe de pression
de surface est indépendante de la sous-phase utilisée ainsi que du pH car
nous avons utilisé une sous-phase de tampon phosphate & pH 8.0 alors gque
Weitzel et ses collaborateurs (1956) ont utilisé une sous-phase HC1 & pH

2.0 et les résultats de 1'aire moléculaire sont presque identiques.

La pression de surface au collapse de 1'a-tocophérol est inférieure

d 1'a-tocophérylquinone; en effet, 1'a-tocophérol collapse & une pression

-1

variant entre 23 et 24 mN. m * alors que 1'a-tocophérylquinone a son col-

lapse d une pression variant entre 26 et 27 mN. "

Le tableau 12 nous
donne une comparaison de nos résultats avec ceux de Weitzel et coll. (1956)

et ceux de Leblanc et Orger (1970).



TABLEAU 12:  PARAMETRES EXPERIMENTAUX DES ISOTHERMES DE PRESSION DE SURFACE DE
L'a-TOCOPHEROL. COMPARAISON AVEC CERTAINS TRAVAUX ANTERIEURS

pH AIRE PRESSION DE
REFERENCES SOLVANT SOUS-PHASE SOUS-PHASE TEMPERATURE MOLECULAIRE  SURFACE AU
COLLAPSE
02 1
MORIN, M. (pre- éther éthylique tampon phosphate 8.0 293 K 51.5 A 23.0 mN.m"~
sent travail) -3
. 10 ™M
WEITZEL et coll. - HCl 1072M 2.0 294 51.1 24.2
(1956)
LEBLANC et ORGER éther éthyliqge tampon phosphate 8.0 291 53.3 24.0
(1970) ]0'3M
PATIL et CORNWELL n-hexane NaCl 0.1 M 1.2 295-297 55.0 25.0
(1978) HC1 0.01 M
PATIL et CORNWELL n-hexane NaOH 0.1 N 12.8 295-297 66.0 18.5
(1978)

vel
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La structure de 1'a-tocophérol ressemble & celle de la vitamine K]
tant au niveau des noyaux benzéniques que de la chafne carbonée (voir fi-

gure 4, p. 14).

Ainsi 1'aire moléculaire des deux composés est presque la méme soit,

0
52.5 AE pour 1'a-tocophérol contre 58 EE pour la vitamine Kl‘
6.3.3.6 Phytol

Les différents paramdtres expérimentaux utilisés pour 1'isotherme

de pression de surface du phytol sont les suivants:

.= Déposition : 0.050 ml

- Concentration : 1,27 x 1073 u

- Solvant : Ether &thylique

- Sous-phase : tampon phosphate {10'3H} 3 pH « 7.67
-  Température : 292.5 K

0
- Vitesse de compression : 1.67 cm/min (2.5 Azfmulécu1e{min.}

Les résultats de cette expérience sont représentés par une courbe
moyenne, soit T1a courbe F sur la figure 15. La compression a été faite,
comme pour les autres pigments, aprés une attente de cing minutes pour per-
mettre au solvant de s'é@vaporer et aux molécules de s'étaler parfaitement
sur 1'eau. Apr2s compression, le film est tréds stable, méme aprés une at-

tente de plusieurs minutes.
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L'extrapolation sur 1'axe des abscisses, soit & une pression égale
d zéro, de Ta portion lindaire de 1'isotherme située juste avant le collap-
se nous donne une aire moléculaire de 52.5 22. Si nous comparons cette
valeur avec certaines valeurs de référence (Tableau 13) on se rend compte
que nos résultats correspondent assez bien avec les valeurs de références,
quoique trés 1é&gérement supérieurs, autant en ce qui concerne 1'aire molé-

culaire que la pression de surface au collapse.

6.3.3.7 Discussion

De ces résultats sur les isothermes de pression de surface des pig-

ments photosynthétiques, nous pouvons tirer quelques points importants.

Les chlorophylles a et b ont un comportement presque identiques a
1'interface air-eau tant au point de vue de 1'aire moléculaire que de la
pression de surface au collapse, puisque les deux molécules sont sembla-
b1e5 d 1'exception d'un groupement CHq de 1a chlorophylle a qui est rem-
'p1acé par un groupement CHO dans la chlorophylle b (Voir figure 3). Dans
les deux cas, 1'aire moléculaire est fonction de 1'inclinaison du plan
ﬁorphyrine de 1a molécule par rapport & la surface de 1'eau et cette incli-
naison est d'environ 48 degrés pour la chlorophylle a et 51 degrés pour la

chlorophylle b.

La vitamine KT’ 1'a-tocophérol et le phytol ont & peu pré&s le méme
comportement & 1'interface air-eau. En effet, ces trois substances ont
une chafne aliphatique identique de 16 carbones et la seule différence

entre ces 3 substances est le groupement polaire a 1'extrémité de la



TABLEAU 13:

PARAMETRES EXPERIMENTAUX DES ISOTHERMES DE PRESSION DE SURFACE DU PHY-

TOL. COMPARAISON AVEC CERTAINS TRAVAUX ANTERIEURS

. pH : AIRE PRESSION DE
REFERENCES SOLVANT SOUS-PHASE SOUS-PHASE TEMPERATURE MOLECULAIRE SURFACE AU
COLLAPSE
0
MORIN, M. (pré- &ther &thylique  tampon phosphate  7.67 292.5 K 52.5 A2 26.0 mN. m”
sent travail) -3
10 ™M
"TWEET et coll. benz&ne tampon phosphate 8.0 293 48.5 -
(1964) ]0-3M
GAINES (1968) benzéne tampon phosphate 8.0 293 47.5 24.0
-3
10 ™M
LEBLANC et ORGER éther éthylique eau distillée 6.2 288.0 50.0 29.0
(1970)
COSTA et coll. (1972) éther éthylique tampon phosphate 7.8-8.0 290.0 50.0 29.0
1073M
HIRSCH (1977) chloroforme tampon phosphate 8.0 290.0 42.5 20.0

Lel

1
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chafne carbonée (voir figure 4). Dans chacun des trois cas, 1'aire molé-
culaire est approximativement la méme soit, 58.5, 51.5 et 52.5 EE pour la
vitamine K,, 1'a-tocophérol et le phytol respectivement. Ainsi, la substi-
tution de 1'anneau naphtoquinone (vitamine K1) par un simple groupement OH
(phytol) n'a que tres peu d'influence sur 1'aire moléculaire de ces monocou-
ches. Cependant, dans le cas de la vitamine K1. la présence d'une double
liaison entre 1a chafne carbonée et le noyau naphtoquinone fait que le col-
lapse est atteint ﬁ une pression de surface beaucoup plus basse (10.35 mN. m'1}

que 1'a-tocophérol (23.0 mN. m'1] ou le phytol (26 mN. m'1].

Dans le cas de 1'a-tocophérylquinone, la présence d'une fonction qui-
none et d'une fonction hydroxyle en méme temps sur la molécule augmente 1'ai-
0
re moléculaire (81.5 Az} tout en stabilisant le film dans la région du col-

lapse.

Passons maintenant aux résultats concernant 1'&tude des différents mé-

Tanges binaires de ces pigments photosynthé&tiques.
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6.3.4 Isothermes de pression de surface du systéme

chlorophylle / vitamine K1

6.3.4.1 Syst@me chlorophylle a/vitamine K

1

Dans le but de vérifier les résultats obtenus, treize ans auparavant,
par Gaines, Tweet et Bellamy (1965) sur 1'interaction entre la chlorophylle
a et la vitamine Ky en films monomoléculaires a 1'interface air-eau, nous
avons tenté de répéter ces expériences en gardant les mémes conditions expé-

rimentales.

Voici d'ailleurs les conditions expérimentales dans lesquelles nos

expériences ont &té réalisées:

- Concentration : 107310 M

- Splvant : éther éthylique

- Température 292 K

- Sous-phase :  tampon phosphate (10'3H] a pH = 7.8-8.0

0
- Vitesse de compression : 0.70 - 1.00 cm/min (5-17 Azfmn1écu1efmin.]

- Deéposition : 0.175 3 0.300 ml (selon la concentration)

En variant la proportion de chaque constituant du mélange, nous avons
obtenu une série d'isothermes de pression de surface et elles sont repré-
sentées sur la figure 16. Ainsi, les courbes 1 et 2 représentent les iso-
thermes de chacun des films purs, soit respectivement la chlorophylle a et
la vitamine K]. Chacune de ces deux courbes correspond bien aux courbes dé-

ja publiées (voir tableau 8 et 10).
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Les courbes A, B, C, D et E représentent les isothermes expérimentales de
chacun des mélanges étudiés en variant la proportion de chlorophylle a et
de vitamine K] pour chaque mélange. Nous avons ainsi &tudié les mélanges
suivants: (0.20 : 0.80), (0.33 : 0.67), (0.50 : 0.50), (0.75 : 0.25) et
(0.95 : 0.05), la premiére fraction molaire étant celle de Ta chlorophyl-

le a et Ta deuxiéme celle de 1a vitamine K].

Pour chacun des mélanges, nous avons aussi calculé une courbe théori-

que selon la loi d'additivité (Gaines, 1966) (voir section 5.4.5.3) et ces

isothermes théoriques sont représentées sur la figure 16 par les courbes A]

a E], correspondant aux mélanges déja cités.

La région du collapse des courbes expérimentales est fortement influen-

cée par la présence de la vitamine K] dont le collapse n'atteint que 10.35
mN. m_]. Ainsi, pour les courbes A et B, on note une inflexion dans 1'al-

lure générale de 1'isotherme entre 10 et 15 mN. m'] et cela est di & la for-

te concentration de vitamine K, dans ces deux mélanges. A mesure que la

1

concentration de vitamine K, diminue, on observe que le collapse du film se

1
produit & une pression plus grande, soit aux environs de 20 mN. m'1. Ainsi,
on remarque que les courbes D et E, correspondant & une fraction molaire de

1 et

0.25 et 0.05 respectivement, ont un collapse identique vers 20 mN. m
a partir de ces concentrations, on voit que la concentration de vitamine K]

"n'a presque plus d'influence sur le collapse du film.

6.3.4.2  Systame chlorophylle b / vitamine K,

La chlorophylle b &tant aussi présente dans les membranes des vé&gétaux

supérieurs, nous avons voulu savoir si une interaction pouvait &tre possible
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avec la vitamine K1. Mous avons donc fait une étude similaire a celle

impliquant 1a chlorophylle a en gardant les mémes conditions expérimen-

tales, soit les sujvantes:

- Déposition : 0.250 & 0.300 ml (selon la concentration)
- Concentration : 107 2100 M

- Solvant : é&ther &thylique

- Température : 290 - 293 K

- Sous-phase : tampon phosphate [1ﬂ'3H) pH = 7.8-8.0

0
- Vitesse de compression: 0.75 - 1.50 cm/min (7-40 Azfmo1éculefm1n].

La figure 17 représente la série de résultats expérimentaux moyens ob-
tenus pour un tel systé@me en variant les concentrations des deux constituants
du mélange. La courbe T représente 1'isotherme de pression de surface du
film pur de 1a vitaﬁine K1 et la cburbe 2 celle de 1a chlorophylle b. Ces

deux courbes sont en accord avec celles déja publiées (voir tableaux 9 et 10).

Les courbes A, B, C, D, E et F sont les courbes moyennes expérimentales
obtenues de chacun des mé&langes &tudiés en variant la fraction molaire de
chlorophylle b entre 0.10 et 0.95. A chaque courbe expérimentale correspond

une courbe théorique calculée selon la loi d'additivité et elles sont repré-

sentées sur la figure 17 par les courbes A1, 81, 61, D], E] et F].

Comme pour le syst2me chlorophylle a/vitamine K1, la concentration

de vitamine K, dans le mé&lange influence grandement le collapse de 1'iso-

1
therme expérimentale. Ainsi, pour une forte concentration de vitamine K]

(courbes A et B), on observe une inflexion dans 1'allure de la courbe en-

1

tre 10 et 15 mN.m™'. A faible concentration de vitamine K1 (courbes C, O,
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E et F), 1"inflexion se produit & une pression plus grande, soit aux envi-

rons de 20 mN. mh].

6.3.4.3 Examen de la loi d'additivité. Discussion

Comme nous 1'avons déjad mentionné, 1'examen de la loi d'additivité,
nous indigue principalement s'il y a miscibilité ou non entre les deux
substances. Ainsi, toute déviation a 1'éguation 1 (voir p. 88) nous indi-
gue gue les deux substances forment un mé]ﬂngé homogéne et par conséquent,

qu'il existe une espéce d'interaction moléculaire entre elles.

Une facon d'&tablir s'i1 y a miscibilité ou non entre deux substances
est d'appliquer ce qu'on appelle la régle de phase de surface développée
par Crisp (1949). Ainsi, si les deux composés du film mixte ne sont pas
miscibles, et qu'un des deux composés collapse d une pression ol 1'autre
composé forme un film stable, le composé possédant Ta plus basse pression
de collapse va confirmer le collapse du film & cette pression. Le film
mixte sera donc instable a n'importe quelle pression au-dessus de cette
pression, et cela peu importe Ta concentration de ce composé dans le film.
Cépendant, si les deux composés du film mixte sont miscibles, la pression
de surface au collapse variera avec la composition du film.

A la Tumiére des résultats obtenus, nous voyons que le systéme ch]fuit.K]
est un systéme ol les composants sont miscibles puisque la pression de sur-

face au collapse varie en fonction de la concentration des composants.

Pour le systéme chlorophylle a : vitamine K] (figure 16), nous remar-
quons qu'il y a effectivement une interaction entre les deux substances

et cette interaction se manifeste dans la déviation a la loi d'additivité.
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déviation qui augmente graduellement d& mesure que 1'on augmente le pour-
centage de chlorophylle a dans le mélange, pour atteindre un maximum 3

une fraction molaire de 0.95 de chlorophylle a.

], nous faisons la

Maintenant si, pour une méme pression de 5 mN. m~
différence entre 1'aire molé&culaire de 1a courbe expérimentale et celle
de la courbe th&orique pour chacun des cinqg mélanges et si nous portons
sur graphique ces valeurs (Ao = cexp. - oth&o.) en fonction de la frac-
tion molaire de chlorophylle a, nous obtenons un graphique comme celui de
la figure 18. Sur cette figure, nous voyons que 1'interaction maximale
entre la chlorophylle a et 1a vitamine K] se situe @ une fraction molaire
de chlorophylle a de 0.95. Cependant, nous observons une baisse du Ac &
une fraction molaire de 0.75, baisse qui nous semble difficile a expliquer.
Comme cette expérience 3 &té faite 2 plusieurs reprises et qu'elle a tou-
jours donné des résultats identiques, on peut donc supposer qu'il ne s'a-
git pas d'une erreur expérimentale. On pourrait cependant émettre 1'hy-
pothése suivante comme une explication plausible, d savoir, qu'a cette con-
centration de chlorophylle dans le mélange (x = 0.75), il y aurait une
formation d'agglomérats ou d'i16ts du complexe chlorophylle a/vitamine Kq

d 1'interface air-eau qui provoquerait une contraction de la surface, d'od

la diminution observée sur la figure 18.

La comparaison de nos résultats avec ceux de G.L. Gaines devient
difficile du fait que ce dernier a utilisé deux notations différentes pour
exprimer la surface dans ses publications, soit la surface en EE par molé-
cule de vitamine K1 du mélange (Gaines et coll., 1965, p. 2194) et la sur-
face moyenne par molécule de mélange (Gaines, 1966, p. 293), alors que
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0
nous avons exprimé toutes nos valeurs de surface en AE par molécule de

mélange. Cependant, nous avons observé&, pour tous les mélanges &tudiés,
une déviation positive des courbes expérimentales par rapport aux cour-
bes th&oriques correspondantes, i.e. la courbe expérimentale occupe une
surface plus grande que ce qu'elle occuperait si le mélange était idéal.
Contrairement & ce que nous avons observé expérimentalement, Gaines a
obtenu, pour tous ses mélanges, une déviation négative par rapport & la
courbe théorique (Gaines, 1966, p. 293). Comme ces publications ne con-
tiennent pas beaucoup de détails quant 3 la méthode expérimentale et qu'el-
les datent de 1965, i1 est assez difficile de trouver une explication a

ces résultats trés différents les uns des autres.

Dans le cas du systéme_ch]oruphy]]e b/vitamine K], nous avons noté
aussi une interaction appréciable entre les deux substances, comme nous
pouvons le voir sur la figure 17. En effet, méme & faible concentration
de chlorophylle b, 1'interaction semble forte car la différence entre la
courbe expérimentale et la courbe théorique est loin d'&tre négligeable.
La déviation & la loi d'additivité augmente graduellement avec 1'augmenta-
tion de 1a concentration de chlorophylle pour atteindre un maximum avec

la courbe F contenant 95 % de chlorophylle b.

Comme dans le cas du systéme chlorophylle a/vitamine K1. si nous por-
tons sur graphique la différence entre la courbe expérimentale et la cour-

], nous observons, pour le sys-

be théorique (ac) & une pression de 5 mN. m~
téme chlorophylle b/vitamine K,, une relation presque identique a celle

obtenue pour le systéme chlorophylle a/vitamine Ky sauf que le po est
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0
environ 5 fois supérieur en terme d’AEImn1écu1e. C'est donc dire que

le complexe chlorophylle b/vitamine K1 serait trégs différent du complexe
chlorophylle a/vitamine K], du moins en ce qui concerne son orientation

a 1'interface air-eau. Ce graphique est représenté sur la figure 19.

La molécule de chlorophylle b possé&de une surface plane de 225 EE
(15 E X 15 E] (voir figure 3); or, en regardant les courbes expéri-
mentales du systéme chlorophylle b/vitamine K1, nous remarquons, pour
les mélanges contenant 50 % et plus de chlorophylle b, la surface occu-
pée est supérieure a 225 EZ . Ainsi, nous pourrions dire gue la vitami-
ne K1, dans un tel systéme, provoque un affaissement complet de la chlo-
rophylle & la surface de 1'eau par une liaison quelconque entre les deux
molécules, liaison qui pourrait &tre déterminée par des analyses spectros-

copigues ultérieures.

6.3.5 Isothermes de pression de surface du systéme chloro-

phylle/a-tocophérylquinone

L'a-tocophérylquinone est la deuxi&me quinone du chloroplaste que
nous avons &tudiée; nous la retrouvons en quantité & peu pré&s éguiva-

lente & la vitamine K], in vivo, dans les chloroplastes d'épinards.

6.3.5.1 Syst@me chlorophylle a/«-tocophérylquinone

Ces expériences ont &té réalisées dans les conditions expérimenta-

les suivantes:



139

250
m .
=
(& ]
@ |150-
o
=
S
o -
o<
b 50
g

1 I I
o - 0.5 .0

XcHL b

FIGURE 19. Relation entre le Ac et la fraction molaire de chlo-
rophylle b pour le systéme chlorophylle b/vitamine Ky



140

- Déposition : 0.125 & 0.275 ml (selon la concentration)
- Concentration : 1074 2107w

- solvant : é&ther éthylique

- Température : 292 - 293 K

- Sous-phase . tampon phosphate E10-3M} pH = 7.8-8.0

0
- Vitesse de compression : 1.40-1.60 cm/min (10 & 40 ﬂzfmu1écule;min]

En prenant comme point de départ les isothermes des pigments purs,
nous avons Etudié une série de six (6) m&langes en variant la proportion
de chlorophylle a et par conséquent d'a-tocophérylquinone a chaque mélan-
ge. La figure 20 représente les isothermes expérimentales des mélanges
chlorophylle a/a-tocophérylquinone (0.10 : 0.90), (0.25.: 0.75), (0.50 :
0.50), (0.65 : 0.35), (0.80 : 0.20) et (0.90 : 0.10), soit les courbes A
a F inclusivement avec leurs courbes théorigues correspondantes calculées

] a F] inclusivement). La courbe 1

selon la loi d'additivité (courbes A
représente 1'isotherme de pression de surface de la chlorophylle a pure

et Ta courbe 2 celle de 1'a-tocophérylguinone pure.

On remarque que 1'a-tocophérylquinone et la chlorophylle atteignent
.1e collapse 3 peu prés 3 la méme pression, soit environ 24 mN. m'1. Ce-
pendant, les cﬁurbes expérimentales ont un collapse & une pression beau-
coup plus basse variant entre 17 et 24 mN. m-] selon 1a concentration en
chlorophylle a dans le mélange. De plus, les courbes expérimentales ont
une allure générale beaucoup plus évas@e que leurs courbes théoriques cor-
respondantes, ceci é&tant sans doute di & 1'interaction entre les deux sub-

stances en présence. L'interprétation de ces résultats, au point de vue

interaction moléculaire, sera donnée dans un chapitre ultérieur.
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6.3.5.2 Systéme chlorophylle b/a-tocophérylquinone

Suite aux résultats obtenus avec le systeme chlorophylle b/vitamine
K]. nous avons pensé qu'il serait intéressant de savoir si 1'a-tocophéryl-
quinone aurait un effet semblable & celui de la vitamine K] sur la chloro-
phylle b. Nous avons ainsi &tudié les mé&langes (0.15 : 0.85), (0.30 : 0.70),
(0.40 : 0.60), (0.50 : 0.50), (0.65 : 0.35), (0.80 : 0.20) et (0.90 : 0.10),
la premigre fraction molaire &tant celle de 1a chlorophylle b et la seconde

celle de 1'a-tocophérylquinone.

Ces expériences ont &té réalisées dans les conditions expérimentales

suivantes:
- Déposition : 0.230 3 0.250 m1 (selon la concentration)
- Concentration 102100,
- Solvant 1 @ther éthylique
- Sous-phase : tampon phosphate {10'3H] pH = 7.8-8.0
- Température 1 292 - 294 K

0
- Vitesse de compression : 1.25 & 1.55 cm/min (10-75 Azfmﬂ1éculefm1n}

Les résultats obtenus sont représentés sur la figure 21; cependant,
sur cette figure nous n'avons représenté& qu'une partie des résultats, soit
trois des sept mélanges étudTés, pour ne pas trop surcharger le graphique.
En effet, A cause du complexe ctilorophylle b/a-tocophérylquinone (0.80 : 0.20)
(courbe C) qui occupe une trds grande surface moléculaire par rapport aux
autres mélanges, nous avons dl ajuster 1'échelle des abscisses en fonction

de ce mélange, et, par le fait méme, la plupart des autres courbes sont
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0
regroupées dans la méme région, soit entre 100 et 300 Azfmn1écu1e. Nous
n'avons donc représenté que trois courbes expérimentales, soit les courbes
A, B et C correspondant aux mé&langes (0.15 : 0.85), (0.50 : 0.50) et {0.80 :

], B] et E1. Les

0.20) ainsi que les courbes théoriques correspondantes A
courbes 1 et 2 représentent les isothermes de pression de surface de la

chlorophylle b et de 1'a-tocophérylquinone respectivement.

Comme dans le cas du syst@me précédent (chl a/a-TCPQ), l1a chlorophyl-
le b et 1'a-tocophérylquinone ont un collapse presque a la méme pression,

soit 26 mN. m"!

alors que les courbes expérimentales des mélanges binaires
ont un collapse beaucoup plus bas, soit entre 20 et 24 mN. m'1, sauf le mé-
lange (0.80 : 0.20) qui présente une courbe tout & fait particuligre. En
" effet, pour ce mélange, la courbe présente un genre de collapse ou de pla-

1

teau vers 16 mN. m ' avant de remonter vers 20 mN. m_1; la courbe possdde

une allure générale trds évasée et occupe une trés grande surface.

6.3.5.3 Examen de la loi d'additivité. Discussion

Examinons maintenant si nos résultats suivent ou non la Toi d'additi-
vité., Si nous regardons les figures 20 et 21, nous voyons immédiatement
qué les systémes chlorophylle a/a-tocophérylquinone et chlorophylle b/u-toco-
phérylquinone présentent tous les deux une déviation positive & la loi d'addi-
tivité et cela pour tous les mélanges &tudiés; donc, cela veut dire surtout
qu'il y a une interaction entre la chlorophylie et 1'a-tocophérylquinone a
1"interface air-eau. Dans les deux syst&mes, cette déviation positive sem-
ble augmenter de fagon graduelle jusqu'a atteindre un maximum pour le mélan-

ge (0.80 : 0.20).
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1, nous calcu-

Maintenant, si, pour une méme pression de 5 mN. m~
lons la différence entre 1'aire moléculaire expérimentale et 1'aire molé-
culaire théorique pour chacun des mélange des deux systémes, nous obte-
nons, pour la chlorophylle a, Ta relation exprimée sur la figure 22 et,
pour la chlorophylle b, la relation exprimée sur la figure 23. On voit
donc que pour chacun des syst&mes, la déviation positive augmente gra-
duellement 3 mesure que 1'on augmente la concentration de chlorophylle

dans le mélange et, dans les deux cas, la déviation maximale a lieu pour

une fraction molaire de chlorophylle égale a 0.80.

I1 existe cependant une différence entre les deux relations. Ainsi,
pour une méme fraction molaire de 0.80 en chlorophylle, 1'interaction est
environ 4 fois plus importante avec la chlorophylle b qu'avec la chloro-
phylle a, i.e. que le Ao est 4 fois plus grand, soit 410 Ezfmolécule pour
le systéme chl b/a-TCPQ contre 96.5 zzfmolécule pour le systéme chl a/a-
TCPQ. C'est donc dire que 1'orientation du complexe chl b/a-TCPQ est tout

a fait différente de celle du complexe chl a/a-TCPQ & 1'interface air-eau.

I1 est intéressant de noter également la similitude qui existe entre
les systémes chl/vit. K1 et chl/a-TCPQ. Ainsi, dans les deux cas, la dévia-
tion positive de la quinone avec la chlorophylle b est environ 4 fois plus
grande qu'avec 1a chlorophylle a pour une méme fraction molaire de chloro-

phylle (0.80) dans le mélange.

Comme pour la vitamine K1, la liaison intermoléculaire du complexe

chlorophylle/a-tocophérylquinone semble causer un affaissement presque com-

plet de 1a molécule de chlorophylle & 1'interface air-eau, et cela pour
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tous les mélanges contenant 50 % et plus de chlorophylle. Cela s'appli-

que surtout pour les mélanges impliquant l1a chlorophylle b.

Ainsi, 1'augmentation de 1'aire moléculaire, due a la formation d'un
complexe, peut provenir soit d'un changement d'orientation de la chlorophyl-
le a 1'interface air-eau, soit de 1a dimension de 1a molécule complexée &

Ta cﬁlarﬂphy1le, soit des deux en méme temps. Cependant, comme les molé-
cules de vitamine K] et d'a-tocophérylquinone sont de dimensions assez fai-
bles comparativement & la dimension de la chlorophylle a, i1 devient évi-
dent que la dimension de ces molécules n'est pas la seule cause d 1'augmen-
tation de la surface du film mixte; 1la chlorophylle est donc réorientée
a la surface de 1'eau selon le complexe formé et cette réorientation est

plutdt due & 1'anneau porphyrine qu'a la chafne phytol.

6.3.6 Isothermes de pression de surface du systéme chloro-
phylle / a-tocophérol

Un autre pigment que 1'on retrouve en quantité assez importante
dans la membrane du chloroplaste, c'est 1'a-tocophérol. On le trouve
dans une proportion environ 2 fois supérieure & 1'a-tocophérylquinone
dans le chloroplaste d'épinard (Park, 1966, p. 307). Le rdle de 1'a-
tocophérol dans le transport d'électrons de la photosynthése a déja
fait 1'objet de plusieurs études en solutions et nous avons voulu sa-
voir quelle était la possibilité d'interaction de cette molécule avec

la chlorophylle par des études a 1'interface air-eau.
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6.3.6.1 Systéme chlorophylle a/a-tocophérol

Nous avons donc €tudié les propriétés de pression de surface de ce

systéme dans les conditions expérimentales suivantes:

- Déposition : 0.075 a 0.250 m1 (selon la concentration)
- Concentration : 107 21070 u

- Solvant : &ther é&thyligue

- Sous-phase : tampon phosphate [1E'3H} a pH = 7.8-8.0
- Température : 292 - 293 K

0
- Vitesse de compression : 1.80 a 2.15 cm/min (10 & 27 Azzmu1écu1efm1n}

La figure 24 représente les différentes isothermes de pression de sur-
face obtenues expérimentalement, soit les courbes A 3 E inclusivement, ainsi
que les courbes thé&oriques correspondantes calculées 3 partir de 1a loi d'ad-

1 1

ad E' inclusivement. La courbe 1 représente

ditivité, soit les courbes A
1'isotherme expérimentale moyenne de 1'a-tocophérol et la courbe 2 celle
de 1a chlorophylle a. Nous avons donc &tudié successivement les mélanges
chl a/a-tocophérol (0.90 : 0.10), (0.80 : 0.20), (0.50 : 0.50), (0.20 : 0.80)

et (0.10 : 0.90),

L'a-tocophérol présente un collapse a une pression d'environ 23-24 mN.
m'1 (voir section 6.3.3.5), soit un peu moins que la chlorophylle a. Comme
pour le systéme chl a/a-TCPQ, on remarque que les différents mélanges étu-
diés ont tous un collapse d& une pression inférieur d@ celle des deux composés

purs.
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.SYSTEME CHL o * @-TOCOPHEROL
COURBES EXPERIMENTALES MOY ENNES

| (@) a-TOCOPHEROL

2 (+) CHLOROPHYLLE g

A(a) CHL g +a-TCPol ( 0.90 +0.10)
B(®) = = w = =« (080 +0.20)

Clo) = = = = = {05010.50)
Dla) = = = = = (0.20:0.80)
E (o) - = &= = = (010 0.90)
COURBES THEORIQUES
A" {a)
B' (#)
c' (gl
D' (a)
E' (o]
L 4 4 il B
1 1 I i L] I
140 200 260 320

SURFACE ( A2/ molécule)

Isothermes de pression de surface du systéme chlorophylle a/a-tocophérol.
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Les courbes des mélanges n'ont pas une allure tellement évasée, sauf
peut-&tre les courbes A et B qui possédent une forte concentration en chlo-

rophylle a.

6.3.6.2 Examen de la loi d'additivité. Discussion

L'écart entre la courbe théorique et la courbe expérimentale sert
a déterminer 1'importance de 1'interaction entre la chlorophylle a et
1'au-tocophérol. Si nous examinons attentivement la figure 24, nous re-
marquoné que 1'interaction est tr2s faible pour le mélange (0.10 : 0.90),
soit Tes courbes E et E], mais que 1'interaction augmente graduellement
a mesure que la concentration de chlorophylle a augmente dans le mélange.
Le maximum d'interaction a lieu pour une fraction molaire de 0.80 en chlo-

rophylle, soit la méme concentration que pour le systéme chl/a-TCPQ.

Maintenant, si nous portons sur graphique la valeur de ac en fonction

des différentes fractions molaires de chl a &tudiées, pour une méme pres-

1

sion de 5 mN. m ', cela nous permet de mieux visualiser cette interaction

- et son maximum 3 X=0.80 (Figure 25). A cette fraction molaire, le ac est

: .0
de 80 Azfmn1écu1e et cette valeur se compare bien & la valeur obtenue pour

0
le systéme chl a/a-TCPQ qui &tait de 96.5 ﬂzfmu1écu1e.

L'affirmation que nous avons émise précédemment, & 1'effet que la vi-

tamine K, et 1'a-tocophérylquinone causait 1'affaissement de la molécule

1
de chlorophylie a & 1'interface air-eau lorsque celle-ci est présente dans
une proportion supérieure a8 80 %, tient toujours dans le cas du mélange

chl a/«-TCPol (0.80 : 0.20). En effet, pour ce mélange, si nous extrapo-

lons & une pression nulle la portion linéaire de Ta courbe ayant le
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FIGURE 25. Relation entre le Ao et la fraction molaire de chloro-
phylle a pour le systéme chlorophylle a/a-tocophérol.



collapse, nous obtenons une aire moléculaire d'environ 215 EE, soit
presque la surface de la molécule de chlorophylle a Torsque 1'anneau
porphyrine est étendu & plat sur 1'eau. 11 semble donc que la liai-
son chlorophylle a/a-tocophérol ressemble & la liaison chlorophylle
a/a-tocophérylquinone pnﬁr un méme mélange (0.80 : 0.20). Pour en
Etre certain, i1 faudrait utiliser différentes technigues spectrosco-

piques qui nous renseigneraient sur les liaisons intermoléculaires.

6.3.7 Isothermes de pression de surface du systéme chlo-
rophylle / phytol

Pour terminer cette &tude, nous avons pensé examiner le systéme
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chlorophylle / phytol. Selon certains travaux déja publiés (Gaines et

coll., 1965; Gaines, 1966a), ce systéme ne devrait démontrer aucune in-

teraction entre les deux constituants du mé&lange, puisque le phytol est

une partie de 1a molécule de chlorophylle, soit la queue hydrophobe.

VYoyons maintenant les résultats obtenus.

6.3.7.1 Systéme :h]araph?11e a / phytol

Nous avons étudié les mélanges chlorophylle a / phytol (0.20:0.80),

(0.50:0.50), (0.75:0.25), (0.80:0.2C) et (0.85:0,15) dans' les conditions

suivantes:
- Déposition : 0.150 a 0.250 m1 (selon la concentration)

Concentration : 1U'4 311070 M

Solvant : é&ther éthylique
Sous-phase : tampon phosphate [10'3M] a pH = 7.6-8.0

tempé&rature ;292 - 293 K
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0,
- Vitesse de compression : 1.9 & 2.5 cm/min {11-30 ﬁdfmn1ﬁcu1efm1n}

Sur la figure 26, nous avons représenté les isothermes expérimen-
tales moyennes obtenues. La courbe 1 représente 1'isotherme de pression
de surface du phytol pur et la courbe 2 celle de Ta chlorophylie a pure.
Ces deux isothermes sont en accord avec celles déja publiées (voir tableaux
8 et 13). Les courbes A, B, C, D et E représentent les isothermes des
différents mélanges étudiés, tel que mentionné précédenment, et les cour-
bes théoriques correspondantes, calculées selon la loi diadditivité, sont

les courbes ﬁ] et E] inclusivement.

lLe phytol atteint le collapse & une pression de 26.0 mN. W'] tandis
que la chlorophylle a ne 1'atteint qu'a environ 24-25 mN. m_]. Puisgue
le mélange chl a/phytol est un mélange non-miscible, on peut prévoir, se-
lon la régle de phase (Crisp, 1949), que la pression de surface au collapse
de 1'isotherme mixte sera indépendante de Ta concentration des deux consti-
tuants. Ainsi, on voit que le collapse de chaque courbe expérimentale se
produit @ peu prés d la méme pression de surface. Examinons maintenant la

Toi d'additivité.

B.3.7.2. Examen de l1a loi d'additivité. Discussion

I1 a déja été établi que, pour des films mixtes de chlorophylle
a et de phytol, les courbes de pression de surface, pour des rapports
molaires 2:1, 1:1 et 1:2, correspondaient aux courbes théoriques calcu-

1ées selon la loi d'additivité avec une marge d'erreur acceptable de +3%
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—~ 204 B(e) = * » * * (050 :0.50)
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FIGURE 26. Isothermes de pression de surface du systéme chlorophylle a/phytol.
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sur Ta surface moléculaire (Gaines et coll. 1965).

En examinant nos résultats, on remarque que le mélange chl a/phytol
(0.20 : 0.80) est un mélange idéal car la courbe expérimentale (courbe
A) est presque superposée 3 la courbe théorique (courbe A]). Pour Te mé-
lange (0.50 : 0.50), Ta courbe expérimentale (courbe B) est 1&gérement
déplacée & droite de la courbe théorique (courbe B]). Cependant, on peut
considérer cette différence comme étant dans l1a limite de 1'erreur expéri-

mentale et, ainsi, considérer le mélange (0.50 : 0.50) comme é&tant idéal.

Toutefois, on ne peut en dire autant des mélanges (0.75 : 0.25),
(0.80 : 0.20) et (0.85 : 0.15). En effet, pour ces trois mélanges,nous
avons remarqué une interaction assez appréciable, et, de ce fait, nous n'a-
vons plus de mélanges idéaux. La figure 27 représente la relation du Ac en
fonction de 1a fraction molaire de chlorophylle a, & une pression de 5 mN.
m'], cette figure nous permet de mieux visualiser la non-idéalité du systé-
me chl a / phytol & forte concentration de chlorophylle et 1'idéalité a

faib]e concentration.

Comme ces expérieﬁces ont été répétées plusieurs fois avec toujours
le méme résultat, i1 est permis de se demander si Ta chlorophylle ne con-
tenait pas une quelconque impureté qui aurait pu causer cette augmentation
de surface. Cela pourrait &tre di, aussi, & une réorientation des pigments
a 1'interface air-eau sous forme d'agrégats, par exemple. I1 est assez
difficile de déterminer la cause de ce phénoméne anormal en regardant uni-
quement les isothermes de pression de surface. Pour en avoir la certitu-

de, i1 faudrait peut-&tre utiliser certaines techniques de spectroscopie
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FIGURE 27. Relation entre le aAc et la fraction molaire de chloro-
phylle a pour le syst8me chiorophylle a/phytol.
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qui nous permettraient d'examiner le complexe qui semble s'&tre formé aux
fortes concentrations de chlorophylle entre 1a chlorophylle a et Te phy-

tol et d'en déterminer la nature.

6.3.8 Vue d'ensemble des systémes Etudiés

Examinons maintenant 1'ensemble des résultats obtenus. Sur la figu-
re 28, nous avons représenté le ac (3 5 mN. m_1} en fonction de la fraction
" molaire de chlorophylle pour les six systémes &tudiés. I1 nous est ainsi
plus facile de voir les différentes interactions obtenues et de comparer
chacun des systémes par rapport aux autres. Ainsi, pour le systé&me chlo-
rophylle / a-tocophérylquinone, & faible concentration de chlorophylle dans
le mé&lange (¥ chl inférieur & 0.50), 1'interaction est sensiblement la mé-
me avec la chlorophylle a qu'avec la chlorophylle b. Cependant, & forte
concentration soit pour une fraction molaire supérieure & 0.50,i1 existe
une tras grande différence entre les deux systémes puisque le Ao est envi-
ron 4 fois plus grand avec la chlorophylle b qu'avec la chlorophylle a pour
une méme fraction molaire de 0.80. La méme observation s'applique é&gale-
ment aux syst@mes chlorophylle a /vitamine K1 et chlorophylle b /vitamine
Ky» sauf que la déviation positive maximale & 1a loi d'additivité se situe &
une fraction molaire de 0.95, précédé d'une diminution du ac a 0.75 dans les

deux cas.

A faible concentration de chlorophylle, les systémes chl a/u-TCPol
et chl a/phytol ne présentent presque pas d'interaction, alors qu'a forte
concentration de chlorophylle, le systéme chl a/a-TCPol présente une inter-

0
action appréciable (ac 80 Azfmn1écule} et le syst@me chl a/phytol présente,
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FIGURE 28. Relation entre le Ac et la. fraction molaire de chlorophylle pour les
six systémes étudiés.
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Tui aussi, une interaction.

Dans 1'ensemble, également, on peut noter que 1'importance de 1'in-
teraction semble plus grande entre la chlorophylle et 1'u-tocophérylqui-

none qu'entre la chlorophylle et la vitamine K].

Pour tenter d'apporter un peu de Tumiére sur tous ces résultats,

nous avons pensé faire appel & certains principes de la thermodynamique.

6.4 Interprétation thermodynamigue des résultats des
différents systémes binaires

De nombreux travaux ont déja traité des relations thermodynamiques
de monocouches insolubles mixtes & 1'interface air-eau. Parmi les plus
importants, nous pouvons citer ceux de Crisp (1949), Goodrich (1957),
Gaines et coll. (1964, 1965), Gaines (1966 a, 1966 b), Gabrielli et coll.
(1971), Costin et Barnes (1975), Tajima et Gershfeld (1975) ainsi que Feher
et coll. (1977).

Tous les travaux ré&cents sont basés sur la théorie mise de 1'a-
‘vant par F.C. Goodrich en 1957. Maintenant que nous avons démontré la non-
idéalité des systémes chlorophylle/quinone au moyen des isothermes de pres-
sion de surface, i1 serait intéressant d'é&tudier la stabilité thermodynami-
gque de tels systZmes par le calcul de 1'excés d'énergie libre de mélange.
L'évaluation de cet excds d'é&nergie libre peut se faire directement 3 par-
tir des isothermes de pression de surface des monocouches pures et mixtes,
et se calcule selon 1a formule suivante &tablie par Goodrich (1957):

m

o
a6l = Ef (Ajp = NJAy - NA,)  dn (Eq. 2)
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ol 4G - Excés d'énergie 1ibre de mélange
A]Z w  Aire moléculaire du mélange & la pressionll
A] = Aire moléculaire du composé 1 a la pression Il
Az = Aire moléculaire du composé 2 & la pressionll
H] - Fraction molaire du composé 1 dans le mélange
N, - Fraction molaire du composé 2 dans le mélange

| - Pression de surface inférieure au collapse

La Timite supérieure de 1'intégration (1) est choisie arbitraire-
ment de telle fagon qu'elle soit inférieure & Ta pression de surface au
collapse mais dans Ta région des films condensés située juste avant le
collapse puisque cette région du film a une plus grande stabilité que la

région du film qui se trouve dans un &tat gazeux.

Nous utilisons, comme limite inférieure de 1'intégration, la valeur n
€gale a 0 puisque nous supposons que la pression de vapeur de surface
des films purs et mixtes est nulle ou négligeable. De plus, dans 1'éva-
luation de 1'intégration, nous supposons que 1'exces d'é&nergie libre de
mélange desl?apeurs de monocouche est négligeable par rapport & ce qu'el-
le peuf 8tre dans les monocouches condensés, selon la théorie de Goodrich
(1957). Le cheminement mathématique utilisé pour en arriver 3 1'é&quation
2 est décrit dans les travaux de Goodrich (1957) et ceux de Gaines (1966 a,

1966 b).

Nous avons donc calculé cet excds d'énergie 1ibre de mélange pour
chacun des quatre systémes impliquant l1a chlorophylle a, soit les syst2mes

chl a/vit. K1, chl a/a-TCPQ, chl a/a-TCPol et chl a/phytol. Vu que les
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pressions au collapse Eétaient assez différentes d'un systéme & 1'autre

et parfois d'un mélange a 1'autre, nous n'avons pu utiliser la méme pres-
sion limite pour 1'intégration. Ainsi pour le systéme chl a/vitamine K1,
nous avons utilisé une pression limite de 10 mN. m'1, pour les systémes
chl a/a-TCPQ et chl a/a-TCPol une pression Timite de 17 mN. m'] et pour

1

le systéme chl a/phytol une pression 1imite de 20 mN. m . La figure 29

représente le résultat de ces calculs.

En se basant sur le fait que le concept d'idéalité le plus souvent
accepté est basé sur 1'excés d'énergie libre de mélange (Costin et Barnes,
1975, p. 120), on peut conclure, en regardant les relations obtenues 2 la
figure 29, que tous les systémes démontrent une non-idéalité marguée par
de fortes déviations positives & forte concentration en chlorophylle a et
de faibles déviations positives @ faible concentration en chlorophylle a,
d 1'exception du systéme chl a/a-TCPQ qui présente une forte déviation po-

sitive & n'importe quelle concentration de chlorophylle a .

En examinant les figures 28 et 29, on se rend compte qu'elles présen-
tent toutes les deux, pour un méme systeme, des courbes ayant sensiblement
la méme allure. On peut ainsi faire un rapprochement entre 1'excés d'éner-
gie 1ibre de mélange cm;:S} et la différence d'aire moléculaire (4o ) entre
la courbe expérimentale ef la courbe théorique,puisque les deux donnent ap-

proximativement le méme résultat.

Une autre fagon de déterminer 1'idéalité ou 1a non-idéalité d'un systé-
me binaire est de représenter graphiquement la relation entre 1'aire molécu-

laire, 3 une pression donnée, et la fraction molaire d'un des constituants
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du mélange. Ainsi, sur la figure 30, nous avons représenté cette rela-
tion pour les quatre mélanges, en prenant soin de 1'exprimer en fonction
de Ta fraction molaire de chlorophylle a et a 1a méme pression limite que

celle utilisée lors du calcul de 1'excds d'énergie libre de mélange.

Cette méthode est beaucoup plus révélatrice de 1'idéalité ou de 1a
non idéalité d'un syst2me binaire. Ainsi, nous voyons, qu'd faible con-
centration en chlorophylle a, les syst2mes chl a/vit. K1, chl a/a-TCPol
et chl a/phytol sont presques idéaux et qu'a forte concentration en chlo-
rophylle a, la non-idéalité est relativement faible. Cependant, le systa-
me chl a/a- TCPQ contraste vraiment avec les 3 autres systémes. En effet,
ce syst2me démontre une non-idéalité bien évidente & n'importe quelle con-

centration de chlorophylle a.

Puisque le systeéme chlorophylle a/a-tocophérylquinone présente la
plus forte interaction, i1 serait inté&ressant d'en connaTtre la nature
et la spectroscopie infrarouge pourrait nous donner des renseignements

trés intéressants sur cette interaction.

6.5 Spectroscopie infrarouge du systéme chlorophylle a/
a=-tocophérylquinone

Toutes ces expériences en monocouches nous ont permis de détermi-
ner qu'il y avait interaction entre la chlorophylle a et 1'a-tocophéryl-
quinone ainsi que d'avoir une idée d'un ordre de grandeur approximatif.
Cependant, ces &tudes ne nous permettent pas de dire exactement quel ty-
pe d'interaction i1 existe entre 1a chlorophylle a et 1'a-tocophérylqui-

none, & savoir quels sont les groupements fonctionnels de chacune des
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deux molécules qui ont un rdle 3 jouer dans 1'interaction. La spec-
troscopie infrarouge pourrait strement nous &tre d'une grande utili-

té dans cette détermination.

Notre choix d'un systéme & &tudier s'est porté sur le systéme
chl a/a-TCPQ puisqu'il présente la plus forte interaction. A 1'inté-
rieur de ce systéme, nous avons choisi le mélange (0.80 : 0.20) qui

présente 1'interaction maximale.

6.5.1 Spectroscopie de la chlorophylle a

La chlorophylle a a été &tudiée sous forme de multicouche car 1'in-
tensité des bandes n'était pas suffisante avec une seule monocouche.
Donc, en utilisant Ta technique de déposition préalablement décrite,
nous avons déposé environ 40 monocouches sur une lamelle de germanium.
Les rapports de déposition obtenus sont indiqués dans le tableau 14.
~ Aprés une attente de 90 minutes dans un récipient fermé et & 1'abri de
“la Tumiére, la lamelle est déposée dans le spectrophotométre et le spec-

tre est enregistré.

Le ﬁpectre obtenu est représenté sur la figure 31 et correspond bien
avec ‘les résultats déja obtenus dans nos laboratoires au ﬁours des dernié-
res années (Leblanc et Chapados, 1976; Chapados et Leblanc, 1977). Pour
chague bande du spectre, nous pouvons attribuer une Tiaison de la molécule

de chlorophylie a:
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TAELEAU 14 : Rapports de déposition pour la multicouche de chlo-

rophylle a
PLONGEE N2 RAPPORT SORTIE N2 RAPPORT

1 - 1 1.17
2 0.68 2 0.89
3 0.89 3 1.00
4 0.84 4 1.00
5 0.84 5 1.00
6 0.89 6 1.00
7 1.05 7 1.05
8 0.95 8 1.42
9 0.84 9 1.26
10 0.95 10 1.63
11 0.84 11 0.84
12 0.95 12 0.84
13 0.95 13 0.84
14 0.89 14 1.47
15 0.95 15 1.52
16 0.89 16 0.79
17 0.95 17 0.79
18 0.95 18 0.95
19 0.89 19 0.95
20 0.95 20 0.37
21 1.00 21 0.47
22 1.00 22 0.37
23 1.00 23 0.73

REM. ' - lors des sorties N2 8, 10, 14 et 15, le support de T1a lamelle a touché&
a4 la surface de 1'eau, d'ol0 la valeur plus &levée du rapport de déposi-
tion.

- le rapport moyen de 1a plongée est de 0.92 et celui de la sortie est de
0.97.
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FIGURE 31. Spectres infrarouge de 1'a-tocophérylquinone, de la chloro-
phylle a et du mélange chlorophylle a/a-tocophérylquinone.
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- 1436, 1456, 1463 cn” |-

1

: liaisons C-H de l1a chafne phytol

- 1607 em” : Tiaisons C=C et C=N du squelette de 1'anneau
-1 porphyrine

- 1652 cm : liaison de coordination C=0...... Mg

- 1695 cm'] : Tiaison cétone C=0 libre

- 1733 cm”! : liaison ester (=0

- 2850, 2920 et 2954 cm”)

1

: liaisons C-H

- 3400 - 3500 cm” : liaison 0-H (trace d'eau)

La bande & 1652 cm'] est caractéristique d'un arrangement multimolé-
culaire. Elle correspond spécifiquement 3 la liaison de coordination en-
tre le groupement cé&tone C=0 d'une molécule de chlorophylle et le Mg de
la molécule de chlorophylle voisine. Comme i1 y a beaucoup moins d'inter-
action entre molécules de chlorophylles adjacentes dans un arrangement
monomoléculaire que dans un arrangement multimoléculaire, cette bande est
presque inexistante dans le spectre d'une monocouche alors qu'elle est
assez intense dans le spectre d'une multicouche (Chapados et Leblanc, 1977).

La bande 2 2850 t:m_'|I est attribuée généra1eﬁent d un recouvrement des
modgs de vibrations symétriques C - H des groupements -CHi et des modes de
vibrations sym&triques C - H des groupements - EH2 de 1a molécule (Katz et

1

coll., 1966). La bande & 2920 cm ' est attribue aux vibrations antisymé-

triques de la liaison C-H des groupements -EH2 (Katz et coll., 1966). Fi-

1

nalement, la bande & 2954 cm ' est attribuée aux vibrations asymétriques

de la liaison C-H des groupements —CH3 (Katz et coll., 1966).

La bande large et peu intense que 1'on retrouve entre 3400 et 3500 cn”!

est attribuable a une trace d'eau dans la multicouche de chlorophylle a.
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Cette eau provient des dépositions successives des 40 monocouches a

1"interface air-eau.

6.5.2 Spectroscopie de 1'a-tocophérylquinone

Le spectre infrarouge de 1'a-tocophérylquinone a été pris sous for-
me de film liquide puisqu'il nous a &té impossible d'obtenir une multicou-
che de ce produit sur une lamelle de germanium selon la technique de dépo-
sition habituellement employée. De plus, avec une seule monocouche, 1'in-
tensité des bandes é&tait nettement insuffisante pour pouvoir en tirer quel-
ques renseignements valables. Le spectre obtenu est également représenté

sur 1a figure 31. Les principales bandes sont attribuables aux groupements

suivants:

- 1374 cem”] : EH3 aromatique ou aliphatique

- 1461 -.:m'1 CH, CHZ’ et CH3 aliphatique ou aromatique
- 1642 cn! . =0 et C=¢

- 2868, 2927 et 2950 em™! : C - H

- 3512 cm'1 0 -H

Selon les travaux de Rosenkrantz et Milhorat (1950), 1'u-tocophérylqui-
none présente de fortes bandes d'absorption entre 2900 et 3000 cm'] ainsi

1

qu'entre 1400 et 1550 cm™'. Ces bandes sont attribuables aux différentes

vibrations C-H provenant des groupements C-H, E-H2 et C-Hy aromatiques et
aliphatiques de la molécule. Cependant, une forte bande praés de 1380 cm'1
(comme celle que nous avons a 1374 cm']l peut &tre attribuée & la vibration

des nombreux groupements CH3 présents sur le noyau aromatique et la chafne

phytol aliphatique.
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FIGURE 31. Spectres infrarouge de 1'a-tocophérylquinone, de l1a chloro-
phylle a et du mélange chlorophylle a/a-tocophéryiquinone.
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Pour la plupart des quinones, les bandes d'absorption dues aux liai-
sons C=0 et C=C se présentent comme é&tant deux bandes distinctes, soit
vers 1675 cm”| pour le groupement C=0 et vers 1585 cm” pour le groupe-

ment (=C. Cependant, dans le cas de 1'a-tocophérylquinone, ces deux ban-

1

des se confondent en une seule vers 1645 cm ', Dans notre spectre, nous

avons effectivement une seule bande intense située 3 1642 cm"].

1

La large bande 3 3512 cm ' est évidemment attribuable au groupement

alcool 0-H situé sur la chafne aliphatique de 1a molécule (voir figure 4).

1

Cette bande est habituellement située vers 3400 cm ' pour 1'a-tocophéryl-

quinone. Dans notre cas, cette bande se situe 3 3512 cm'].

6.5.3 Spectroscopie du mélange chl a / «-TCPQ (0.80 : 0.20)

Aprés avoir pris les spectres de chacun des constituants du mélange
séparément, nous avons enregistré le spectre d'une multicouche du mélange
chlorophylle a/a-tocophérylquinone (0.80 : 0.20). Sur la lamelle de germa-
nium, préalablement lavée, nous avons déposé 40 monocouches du mé&lange fraf-
chement préparé. Les rapports de déposition sont indiqués dans le tableau
15 eﬁ le spectre est représenté sur la figure 31. Comparons maintenant ce
spectre du mélange avec lés spectres des deux produits purs. Et de cette

comparaison,nous pouvons en tirer plusieurs détails intéressants:

12 1a bande 3 1642 cn”

de 1'a-TCPQ n'apparait pas sur le spectre
du mé&lange. On peut donc supposer que le groupement cétone C=0
de 1'a-TCPQ est probablement 1i& 3 un groupement quelconque de

1a chlorophylle a.
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TABLEAU 15:  Rapports de déposition pour 1a multicouche du mélange
chl a/a-TCPQ (0.80 : 0.20)

PLONGEE E RAPPORT DE DEPO-
SORTIE N2 SITION
1 1.25
2 1.15
3 1.20
4 1.20
5 1.35
6 1.20
7 1.35
8 1.56
9 1.93
10 1.93
1 1.35
12 1.25
13 1.20
14 1.15
15 1.20
16 1.04
17 . 0.99
18 1.04
19 1.10
20 1.20

REM. - lors des dépositions N2 8, 9 et 10, le support de 1a lamelle a touché
a la surface de 1'eau. -

- les mesures ont &té prises lors de 1'entrée de la lamelle dans 1'eau
et lors de sa sortie. Ainsi, le rapport est un rapport de déposition
global pour l1a plongée et la sortie.

- le rapport moyen est de 1.28.



174

1

le doublet des bandes & 1652 et 1695 cm ' de la chlorophylle

a subit une importante modification dans le spectre du mélan-

ge. Ainsi, la bande a 1652 cn”|

a presque complétement dispa-
rue dans le spectre du mélange. Puisque cette bande était at-
tribuable & la liaison de coordination C=0.... Mg et que cette
liaison a &té brisée par 1'introduction de 1'a-TCPQ dans la mul-
ticouche, on peut supposer que le Mg est 1ié & un autre groupe-

ment du complexe.

1

la bande & 3512 em™ ', attribuable au groupement 0-H de 1'a-TCPQ

n'apparaft pas sur le spectre du mélange. De plus, on note une
trés 1&gére modification de la bande large située a 3400-3500 i:.m"1
en comparant les spectres de la chlorophylle a pure et du mélan-

ge chl a/a-TCPQ. On pourrait alors se demander quel rdle joue le
groupement 0-H dans la formation du complexe. I1 pourrait peut-
&tre s'agir de liaisons hydrogéne entre ce groupement 0-H et le
groupement cétone C=0 1ibéré de son lien avec le magnésium ou d'une

autre liaison possible.

les autres bandes de la chl a, soit les bandes situées a 1463,
1534, 1550, 1607, 2850, 2920 et 2954 r:m'I ne subissent aucune
modification majeure sauf une diminution d'intensité et de trés
1&gers déplacements du maximum d'absorption pour les bandes si-

tuées entre 1400 et 1600 cm™ ).
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A partir de ces résultats, on peut tirer quelques points intéres-
sants. Ainsi, on pourrait supposer que les groupements C=0 et 0-H de
1'w-tocophérylquinone jouent un rdle important dans la formation du com-
plexe chl afa-TCPQ. L'hypoth&se Ta plus plausible serait que Ta liaison
entre les deux molécules se ferait entre le groupement (=0 de 1'a-tocophé-
rylguinone et le magnésium de la chlorophylle a, & cause justement de la

1

disparition de cette bande & 1652 cm ' de la chlorophylle a dans le spectre

du mélange.



7.0  CONCLUSION

Par ces travaux, nous avons démontré que certaines quinones du chlo-
roplaste pouvaient avoir une interaction avec la chlorophylle. Au moyen
de 1a méthode des monocouches, nous avons observé que la vitamine K1 et
surtout 1'a-tocophérylquinone, lorsque 1i€ 3 une concentration au moins
4 fois supérieure de chlorophylle, présentaient une interaction non négli-
geable avec celle-ci. Cette interaction se voyait par la différence entre
1'isotherme expérimentale moyenne et 1'isotherme théorique calculée & par-
tir de 1a Toi d'additivité. Cette déviation de la loi d'additivité était
positive pour tous les systemes é&tudiés, ce qui nous permet d'affirmer
que la quinone, lorsqu'elle se complexait & 1a chlorophylle, provogquait

un affaissement du plan porphyrine de cette derniére 2 1'interface air-eau.

La spectroscopie infrarouge du systéme chlorophylle a/a-tocophérylqui-
none nous a démontré que la liaison pourrait avoir lieu entre 1'oxygéne
du groupement cétone de 1a quinone et le magnésium de la chlorophylle. A
1a Tumidre de ces résultats, on pourrait &mettre 1'hypoth&se que la gquinone,
a 1'interface air-eau, pourrait se glisser entre deux molécules de chloro-
phylle. Comme 1'a-TCPQ a deux groupements cétone sur son noyau aromatique
en position para (voir figure 4), 1'interaction se ferait entre une molécu-
le d'a-TCPQ et deux molécules de chlorophylle par des liens de coordination

C=0.... Mg.

Cette hypoth2se rejoint le mod2le déja proposé par LeBrech, Leblanc
et Antippa (1974) et repris plus tard par Leblanc et Chapados (1976). Ce

mod2le avait d'abord &té proposé pour expliquer 1'interaction d'un complexe

176
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chlorophylle/p-dioxane puis d'un complexe chlorophylle/benzoquinone.
Comme 1'y-TCPQ posséde la méme structure que le benzoquinone en ce qui
concerne la position des groupements cétone sur le noyau aromatique,
nous croyons qu'un tel mod&le pourrait expliquer 1'interaction entre la

chlorophylle et 1'a-tocophérylquinone.

Cependant, si nous enlevons le Mg de la chlorophylle a, c'est-a-dire
si nous employons de la ph&ophytine a avec la quinone, est-ce que le mo-
déle proposé est toujours valable ? A cette question, nous répondons non.
En effet, pendant l1a rédaction de cette th&se, d'autres chercheurs, en 1'oc-
currence le Professeur J. Aghion et Monsieur G. Munger, ont réalisé dans nos
laboratoires une &tude de pression de surface impliquant, entre autres, le
systéme ph&ophytine a/a-tocophérylquinone. Cette &tude a révélé que le systé-
me phéo a/a-TCPQ &tait idéal, donc qu'il ne présentait aucune forme d'inter-
action (Morin, Aghion et coll., en préparation). Ce résultat, est d'autant
plus satisfaisant qu'il confirme notre hypothése & 1'effet que le Mg de la
chlorophylle a un rdle important & jouer dans 1'interaction avec une quinone.
I1 faut cependant &tre prudent avec ce mod&le d'interaction puisque nous
appliquons des résultats obtenus avec un €tat multimoléculaire (spectrosco-

pie infrarouge) a un syst@me monomoléculaire & 1'interface air-eau.

Suite & ce travail, 11 serait intéressant de voir si la plastoquinone,
présente en plus grande quantité& que la vit. K] et 1'a-TCPQ dans le chloro-
plaste, présenterait au;si cette interaction avec la ch]aruphy11e | 1'fnter-
face air-eau . De plus, 1'addition d'un troisiéme composé au mélange, soit des
phospholipides ou des protéines, permettrait peut-€tre de faire un pas de

plus dans la direction de la découverte du pidge d'énergie (P-700) de la
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photosynthése ou vers la fabrication éventuelle d'une membrane photo-

synthétique artificielle.
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