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I~tude de 1'6tape thermique de 1'6mission photosynth~tique d'oxyg~ne par 

une m~thode d'6coulement 

Avec les m6thodes classiques d'6tude des cin6tiques d'6mission d'02, dont la 
r~solution en temps ne descend pas au dessous de o.i sec, on met en dvidence des 
substrats cin6tiques situ6s entre les deux r6actions photoehimiques 1. De plus on 
constate, ~ l'interruption de l'illumination, une variation discontinue de la vitesse 
d'6mission. Donc s'il existe des r6actions thermiques s6parant l 'acte photochimique I I  
de l'apparition d'O2, elles sont tr~s rapides, non limitantes. Nous avons mis au point 
une m6thode rapide qui en permet l'6tude. 

Nous utilisons des algues unicellulaires Chlorella pyreno~dosa i~ la concentration 
de 2. lO 8 cellules par ml dans du tampon phosphate (pH 6.5) avec KC1 o.i M comme 
~lectrolyte. La m~thode associe ~ la mesure amp~rom6trique de 1'O 2 dissous ~, la tech- 
nique d'6coulement a qui permet de dilater l'6chelle des temps puisqu'elle transforme 
la coordonn6e temps en coordonn6e espace et qui transforme un 6tat transitoire dans 
le temps en transitoire le long de l'axe d'dcoulement, c'est A dire stationnaire et 
ais6ment mesurable en chaque point du tube d'6coulement. La Fig. i montre la 
r6alisation pratique de la m6thode: Le gaz sous pression propulse la suspension 
d'algues du r6servoir pneumatique au r6servoir aval par le capillaire. La suspension 
est ensuite transf6r~e du second r~servoir au premier par une pompe. Ce cycle oblige 

contr61er les voies de passage du liquide et du gaz et la marche de la pompe. Ces 
op6rations sont asservies au niveau du liquide dans le r6servoir aval au moyen de 
capteurs 61ectrolytiques; ceux-ci par l'interm6diaire d 'un tube A cathode froide, 
commandent les vannes 61ectrom6caniques et la pompe. L'~clat actinique est obtenu 
par formation sur le capillaire, de l'image de l'arc d'une lampe de 25o W dans le 

.~ ,~s 

Fig. I. Sch6ma du m o n t a g e :  - - 1 > ,  sells du  l iquide ~. l ' 6cou lement ;  -----~, sens  du  l iquide au  
pompage ;  . . . .  ~>, sens  du  gaz sous  press ion k l '~coulement ;  . . . .  I~, sens  du  gaz au  p o m p a g e ;  
A, ag i t a t eu r  magn~ t ique ;  E,  bloc po r t eu r  d '~lect rodes;  e, ~lectrode; G, ba rbo t age  de gaz ,  n, cap- 
t eurs  ~lectrolyt iques;  S, sort ie  du  gaz ,  T, t he rmor6gu la r i sa t ion ;  V, v a n n e  ~ lec t romagn~t ique ;  
G.O., guide  op t ique  souple ;  L, lumi~re ac t in ique .  

Abr~via t ion:  CMU, 3- (p°chloroph6nyl) - I , I -d im~thylur~e .  

Biochim. Biophys. Acta, 153 (1968) 895-897 



896 SHORT COMMUNICATIONS 

x6non. Un guide opt ique souple et une cr6maill~re pe rme t t en t  le d@lacemen t  et le 
pos i t ionnement  pr6cis du  spot  le long du tube.  Le courant  po la rographique  r6sulte 
de la r6duct ion de 1'O~ par  une 61ectrode de p la t ine  nue de 2 m m  de diam~tre,  plac6e 
dans  l ' axe  du capil laire  et polaris6e n6gat ivement  pa r  r a ppo r t  k une 61ectrode de 
r6f6rence en argent  chlorur6. En  modif iant  la d is tance  entre  le spot  et l '61ectrode, 
on fair var ier  le t emps  s6parant  l '6clat  de la mesure,  r econs t i tuan t  ainsi poin t  pa r  
poin t  la cin6tique d ' appar i t ion .  L 'exigence du r6gime tourbi l lonnai re  pour  une re la t ion 
lin6aire entre  une dis tance  sur le capi l la ire  et un t emps  ent ra ine  une l imi ta t ion  
inf6rieure de la vitesse lin6aire d '6coulement .  Avec les vitesses et les capil laires utilis~s, 
le t emps  explor6 est  compris  entre  I .  Io  -a et 15" lO .3 sec, la largeur  du spot  correspond 

des dur6es d '6cla t  de 2. IO -4 ~ 5" lO-4 see. L 'ensemble  est thermor6gularis6,  la sus- 
pension satur6e avec un m61ange de 95% N2-5% CO2. La  sensibilit6 est de IO -s M 
d'O 2, la pr6cision des mesures de lO%. 

La  pr6i l luminat ion n6cessaire pour  ob ten i r  de 1'O 2 avec de courts  6clats 4 est 
tel le que son effet est s a tu r an t :  le syst~me est t o t a l emen t  "ac t iv6" .  Pour  pouvoi r  
comparer  les r6sultats ,  on normalise  les mesures A I . t  o = cons tan te  (I  = intensitY; 
t o = dur6e d'6clat) .  

Cindtiques d 26 °. La Fig. 2 (a) mont re  la cin6tique ob tenue  avec des algues de 
d iam~tre  inf6rieur ~ 3-5 ~ (conserv6es ~ 7 ° pendan t  24 h). L '6 tude  de cet te  cin6t ique 
(Fig. 2, b) donne une r6act ion du premier  ordre avec une cons tante  de vitesse en t re  
4oo et 5oo sec -1. Avec des algues de 5/~ de diam~tre  moyen  (aminotr iazol  ajout6 
au mil ieu de culture) la cons tan te  de vitesse est de l 'o rdre  de 3oo sec -1. 

Effet de la tempdrature. En 6 tud ian t  avec des pet i tes  algues la cin6tique ~ 26 ° 
et 9 °, on d6termine  une 6nergie d ' a c t i va t i on  de 6.6 kcal /mole,  soit  un Q~0 de 1. 4. 

Effet du 3-(p-chlorophdnyl)-z,x-dirndt~,lurde (CMU). Aux concent ra t ions  crois- 
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Fig .  2. (a) C i n 6 t i q u e  d ' 6 m i s s i o n  d ' O  2 p h o t o s y n t h 6 t i q u e  ~ l a  s u i t e  d ' u n  b re f  6clair .  C o n c e n t r a t i o n  
de s  a l g u e s  : 2. lO 8 ce l lu les  p a r  ml ,  d i a m ~ t r e  des  a l g u e s  < 3.5/~,  t e m p 6 r a t u r e  : 26 °, p H  : 6.5. V i t e s s e  
l in~a i re  d ' 6 c o u l e m e n t  en  c m / s e c :  O ,  o.6.  lO3; 0 ,  o.75" IO3; A ,  1.2. IOZ; ~k, 1.5" lO 3. Dur6e  d ' 6 e l a t  
c o n s t a n t e :  lO -4 sec, i n t e n s i t 6  n o n  s a t u r a n t e .  (b) E t u d e  de  la  c i n 6 t i q u e  c o m m e  r 6 a c t i o n  du  p r e m i e r  
o rdre ,  a = c o n c e n t r a t i o n  m a x i m a l e  d ' o x y g ~ n e  ddgag~e  p a r  6 c l a t ;  x = c o n c e n t r a t i o n  a t t e i n t e  a u  
b o u t  d ' u n  t e m p s  d ' o b s c u r i t 6  T. 
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santes de CMU (5" 10-7, I0-6 M), la quantit6 totale d'O 2 produite par 6clat diminue 
mais la constante de vitesse reste la m6me. Le CMU semble bloquer et rendre inactive 
une partie du complexe chlorophyllien. 

dans l eau . En 6tudiant les variations Energie d'activation de la di f fusion de l 'O 2 , 6 
du rapport  courant sur concentration, pour une solution d'61ectrolyte satur6e d'air, 
en fonction de la temp6rature, on d6termine une 6nergie d 'activation de l 'ordre de 
2.2 kcal/mole, soit un Q10 de I . I .  

L'Oz produit au sein du chloroplaste doit diffuser jusqu'A l'ext6rieur avant  
d'etre d6tect6 par l'61ectrode. I1 est particuli~rement important  de prouver que la 
cin6tique n'est  pas uniquement dfie a la diffusion mat6rielle hors des cellules. De 
r6centes mesures 7 tendent tt prouver que certains groupements pourraient favoriser 
la diffusion dans les tissus mais on ne connait pas la valeur de la constante de diffusion 
tt l 'int6rieur de la chlorelle. En employant le module tr~s simplifi6 d'une sphere 
homog~ne de 4 ~ de diam&tre avec une concentration constante impos6e tt sa surface 
par l 'agitation du milieu ext6rieur, la m~me constante de diffusion /~ l'int6rieur et 

l 'ext6rieur et une production instantan6e de 1'O 2 au temps z6ro, on calcule un temps 
de vidange inf6rieur a 2- I0 -'3 sec. Ceci associ6 au fait que l'6nergie d 'activation trouv6e 
est sup6rieure ~ celle de la diffusion de 1'0 2 dans l'eau, tend ~ prouver que la cin6tique 
d'apparit ion n'est  pas seulement limit6e par la diffusion. Si les diff6rents traitements, 
utilis6s pour obtenir des algues de taille diff6rente, ne changent pas leur contenu 
chimique, la variation de la constante de vitesse avec la taille des algues et le temps 
de vidange du module math6matique semblent montrer  que la diffusion doit partielle- 
ment intervenir. 

Nous arrivons donc ~ des conclusions identiques ~ celles que JOLIOT s a tir6es 
de l'~tude de l'~mission d'O 2 par des algues soumises ~ un ~clairement dont l'intensit6 
est modul6e sinusoidalement. L'ordre de grandeur des caract6ristiques de la r6action 
thermique s6parant l 'acte photochimique de l'oxyg&ne est le mBme quoique les valeurs 
trouv~es ici soient 16g~rement inf6rieures. 

Je tiens ~ rernercier Monsieur le Professeur J. LAVOREL, qui a 6t6 l ' inspirateur 
de cette manipulation, pour l'aide et les conseils qu'il m ' a  constamment prodigu6s. 

Laboratoire de Photosynth~se, 

9 z G~f-sur-Yvette (France) 

A. L. ETIENNE*  

I P. JOLIOT, Biochim. Biophys. Acta, lO2 (1965) 116. 
2 J.  M. KOLTHOFF ET J. J. LINGANF, Polarography, Interscience,  New York, 1952. 
3 H. HARTRIDGE ET F. J.  W. ROUGHTON, Proc. Roy. Soc. London, Ser. A, 194 (1923) 336. 
4 C. P. WITTINGHAM ETA.  H. BROWN, J. Exptl. Botany, 9 (1958) 311. 
5 E.  GOERIN DUMARTRAIT, Th~se de Doc t o r a t  ~s Sciences, Paris,  1966. 
6 Y. DE KOUCHKOVSKY, Th~se de Doc t o r a t  8s Sciences, Paris,  1963. 
7 J.  D. B. MACDOUGALL ET 1~. MACCABE, Nature, 215 (1967) 1173. 
8 P.  JOLIOT, J. Chim. Phys., 63 (1966) 1423. 

Re~u le 5 janvier, 1968 
Manuscrit revis6 re~u le 26 f6vrier, 1968 

* Ac tue l l emen t :  Lawrence  Rad ia t i on  Labora to ry ,  Un ive r s i t y  of California, Berkeley,  Calif. 
94720,  U.S.A. 

Biochim. Biophys. Acta, i53 (i968) 895-897 


