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SUMMARY 

Action of low concentrations of hydroxylamine on oxygen evolved by Chlorella and 
spinach chloroplasts 
Oxygen evolution was studied on Chlorella and spinach chloroplasts after a dark period 
in the presence of low concentrations of hydroxylamine (about 50/zM). The following 
characteristics revealed themselves: 

(i) The activation phase slowed down. 
(2) During a series of flashes, maximum oxygen yield was delayed from the 

third flash to the fifth or sixth. 
These features were still observed after hydroxylamine had been washed out in 

the dark. On the other hand, when elimination was followed by either a flash and a 
dark period (about 3 ° min), or two flashes, the effects of hydroxylamine were sup- 
pressed. An interpretation is proposed, using the model of KOK et al. 12. 

INTRODUCTION 

VAKLINOVA et al. 1 ont montr6 que l 'hydroxylamine 6tait oxyd6e k la lumi~re par des 
pr6parations de chloroplastes. Sur chlorelles, A. JOLIOT 1° observa par fluorescence la 
r6duction de l 'accepteur d'61ectrons Q du syst~me II, sans qu'il y ait 6mission d'oxy- 
g~ne. Elle confirma ainsi que l 'hydroxylamine agit comme donneur d'61ectrons du 
syst6me II. Reprenant l'6tude cin6tique de l'action de cette substance sur des chloro- 
plastes, BENNOUN ETA. JOLIOT 2 conclurent que: 

(I) sa photooxydation et la r6action d'6mission d'oxyg~ne ont les mSmes pig- 
ments sensibilisateurs et sont assocides/~ la m~me chalne de transfert d'61ectrons. 

(2) l'absorption d'un seul photon par centre photochimique est suffisante pour 
produire une mol6cule du d6riv6 oxyd6 de l 'hydroxylamine. 

Tous ces r6sultats concernent des concentrations d'hydroxylamine de l'ordre de 
IO mM auxquelles l'emission d'oxyg&ne est totalement inhib6e. 

De plus, BENNOUN ~ remarqua que l 'hydroxylamine agit sur le syst~me II A une 
concentration pour laquelle l'6mission d'oxyg~ne en lumibre continue n'est pratique- 
ment pas inhib6e. 
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Afin de pr6ciser les relations existant entre l 'hydroxylamine, l 'eau et le donneur 
primaire d'61ectrons de la r6action photochimique II ,  on a entrepris l '6tude de l'effet 
de faibles concentrations d 'hydroxylamine:  

(i) sur la phase d'activation de l'6mission d'oxyghne et les quantit6s d'oxyg4ne 
6mises au cours d'une s6rie d'6clairs 61ectroniques. 

(2) au cours d'exp6riences de restauration destin6es ~ 6tudier la r6versibilit6 des 
ph6nomhnes. 

MATERIEL ET METHODES 

Les exp6riences d6crites dans cet article ont 6t6 effectu6es: 
(I) soit sur des algues unicellulaires Chlorella pyrenoidosa cultiv6es sur milieu 

Knop en pr6sence d'oligo61dments (solutions A5 et B6 Arnon). Pendant  les exp6riences, 
les algues 6talent mises en suspension dans un tampon phosphate 0. 5 M (pH 6.4)-KC1 
o.I M. 

(2) soit sur des chloroplastes extraits des feuilles d'6pinards selon la m6thode 
d6crite par AVRON 3. Pendant les exp6riences, les chloroplastes sont mis en suspension 
dans un tampon Tris-HC1 0.05 M (pH 7.5)-saccharose 0. 4 M-KC1 o.I M-s6rumalbum- 
ine 9 g/1. Toutes les exp6riences d6crites ont 6t6 faites k 20 °. 

Les mesures de vitesse d'6mission d'oxyg6ne par des algues ou par des chloro- 
plastes ont 6t6 faites/i l 'aide de la m6thode amp6rom6trique d6crite par JOLIOT et al. 4-6. 
La lumi6re du faisceau excitateur est modul6e ~ une fr6quence de 25 cycles/sec. Le 
temps de r6ponse est alors de 4 ° msec. 

Le principe des mesures de la quantit6 d'oxyg6ne 6raise par un 6clair 61ectroni- 
que a 6t6 expos6 ant6rieurementS, ~. Les 6clairs 61ectroniques sont 6mis par une lampe 
Verre et Quarts VQX OD 22 d'6nergie 1, 3 Joule. 90 % de l'4nergie est 6raise en 5/~see. 

BENNOUN ETA.  JOLIOT 2 ont d6tect6 par amp6rom6trie le d6riv6 oxyd6 de 
l 'hydroxylamine. Pour des concentrations d 'hydroxylamine allant de o.I mM "/t i mM 
sur chloroplastes, ils ont obtenu une superposition des signaux amp6rom6triques de 
l'oxyg6ne et du d6riv6 oxyd6 de l 'hydroxylamine. 

Mais en prdsence d'une faible concentration d 'hydroxylamine (50/~M), la frac- 
tion du signal due au d6riv6 oxyd6 de l 'hydroxylamine est n6gligeable, soit parce que 
la quantit6 d 'hydroxylamine oxyd6e est trop faible devant la quantit6 d'oxyg6ne 
form6e, soit parce que la vitesse de diffusion du produit oxyd6 de l 'hydroxylamine 
vers l'61ectrode de platine est trop lente (c'est le cas quand il doit traverser la mem- 
brane cellulaire des algues, ou quand it met  plus de o.io sec h quitter le site ota il a 6t6 
form6.) 

On a v6rifi6 que le polarogramme du signal d6tect6 dans ces conditions est bien 
celui de l'oxyg~ne. 

RESULTATS 

Vitesse d'emission d'Oxyg~ne en lumi~re modulee 
Si apr6s une pdriode d'obscurit6 (de l'ordre de 3 min sur chlorelles, de 5 rain sur 

chloroplastes), on 6claire les algues ou les chloroplastes avec une lumi6re de faible 
intensit6, on observe une phase d'activation v au cours de laquelle la vitesse d'emission 
d'oxyg6ne croit jusqu'~t atteindre un niveau stationnaire. 
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Etude des courbes d'activation en fonction de la concentration en NH2OH. L'effet 
de l 'hydroxylamine sur cette phase d'activation sur chloroplastes a 6t6 d6crit par 
BENNOUN ETA. JOLIOT 2. 

Sur les algues Chlorella, on observe une 16g6re stimulation de la vitesse station- 
naire pour une concentration de l'ordre de 5/zM, puis une inhibition qui devient totale 
pour une concentration de I mM (Fig. I, courbe a). 

Le demi-temps de la phase d'activation commence ~ crottre fortement pour des 
concentrations de quelques/~M et tend vers une valeur ]imite ~gale ~ peu pr6s ~ quatre 
fois sa valeur en l'absence d'hydroxylamine. (Fig. I, courbe b). Le ralentissement de 
la phase d'activation s'observe donc alors que la vitesse stationnaire n'est que peu 
modifi6e. 

(b) 

- -  = 

i i lool, m 
Concentration d'hydrox]lamine 

Fig. i. A par t i r  des courbes d 'act ivat ion de ]a vitesse d'6mission d 'oxyg6ne en lumi6re modu]6e, 
rappor t  des niveaux stat ionnaires (courbe a), et des inverses des t½ des phases d 'act ivat ion (courbe 
b) avec et sans hydroxylamine,  en fonction de la concentrat ion d 'hydroxyiamine.  

Experiences de restauration (algues Chlorella). Apr6s avoir examin6 l'effet de con- 
centrations croissantes d'hydroxylamine, on peut faire d6croitre la concentration 
d'hydroxylamine pour 6tudier la r6versibilit6 des ph6nom6nes observ6s. L'hydroxy- 
1amine peut ~tre 61imin6e par dialyse, la cure contenant les algues 6tant s6parde par 
une membrane semi-prem6able d 'un compartiment oh s'6coule le tampon. 

Les algues ont 6t6 mises en pr6sence d'hydroxylamine o.I mM pendant 20 rain. 
Ensuite, celle-ci a 6t6 61imin6e par lavage avec tampon phosphate KC1 pur. 

Les caract6ristiques des cin6tiques d'activation obtenues au cours de ce lavage 
sont indiqu6es sur le Tableau I. La vitesse stationnaire reste inhib6e; par contre, le 
demi-temps d6croit et revient ~ la valeur qu'il avait en l'absence d'hydroxylamine. 

TABLEAU I 

CARACTI~RISTIQUES DES CINI~TIQUES D'ACTIVATION 

Temps V/maz t½ 
de lavage (Unitds relatives) (sec) 
(rain) 

T6nloin 
sans hydroxyl-  
amine 5.5 0.60 
o 2.8 1.5 ° 

12o 2. 5 0.64 
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Ouantites d'Oxyg~ne ~mises par une sdrie d'~clairs 
Aprbs une p6riode d'obscurit6 (de l'ordre de 5 rain), on illumine des algues ou 

des chloroplastes par une s6rie d'6clairs 61ectroniques de courte dur6e, s6par6s par un 
intervale de temps infdrieur & la seconde. En l'absence d'hydroxylamine, la quantitd 
d'oxygbne 6mise sous l'effet des deux premiers 6clairs est nulle. Elle est maximale aprbs 
le 3~me dclair 6,s (Fig. 2, courve I e t  Fig. 3, courbe I), 

Dans la suite de l'expos6, on appellera y ,  la quantit6 d'oxyg~ne dmise apr~s le 
n ~m~ 6clair 61ectronique de la s6rie. 

Etude en fonction de la concentration de NH2OH. Pour des concentrations sup6- 
rieures & 50 #M,yl,  Y2, Y3 et Y4 tendent vers zdro. Le maximum est retard~ (Figs. 2 et 3). 

Expdriences de restauration (algues Chlorella ou chloroplastes). On laisse agir de 
] 'hydroxylamine 50 #M pendant io rain. La premi&re s~rie d'6clairs 61ectroniques, 
d6clench~e apr~s 50 rain de lavage & l'obscuritd, produit une suite yn identique/~ celle 
que l'on observait avant  d'61iminer l 'hydroxylanine. On n 'a  supprimd aucun effet de 
l 'hydroxylamine par un simple lavage. Par contre, la deuxi~me s6rie, d6clench6e 5 rain 
apr~s la premiere, conduit & une suite identique en forme ~t celle obtenue en l'absence 

T UniL~s arbitraires 

( ~  Ternoin 

I 2 3 S 6 7 8T~ 

11 
®..=OH 20pM 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1~ 12 rt, 

Fig. 2. Quant i t6s  d 'oxyg&ne 6raises pa r  des atgues Chlorella i l lumin6es par  une s~rie d '6clairs  6lec- 
t ron iques  d ' in tens i t6  sa tu ran te .  I n t e rva l l e  d 'obscur i t6  en t re  deux  6clairs : 300 msec. n e s t  le r ang  de 
l '6clair, Yn la q u a n t i t 6  d 'oxyg~ne  6mise sous l 'effet de cet  6clair. Les 6chant i l lons  sont  plac6s sur  
l '61ectrode p e n d a n t  20 rain d 'obscur i t6  A la concen t ra t ion  de NH2OH indiqu6e a v a n t  le d6but  de la  
s6rie. 
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d'hydroxylamine.  L'action de la lumi6re a dt6 n6cessaire pour supprimer le retard 
provoqu6 par l 'hydroxylamine (Fig. 4, courbes 3 et 4). 

Si apr6s 50 min de lavage ~ l'obscurit6, on d6clenche un 6clair 61ectronique et 
qu'on at tend encore 30 min /~ l'obscuritd, la s6rie d'dclairs 61ectroniques produit une 
suite yn voisine de celle que l'on observait en l'absence d'hydroxylamine. Un seul 
dclair suivi d'une p6riode d'obscurit6 ont donc suffi pour supprimer le retard de 2 
6clairs introduits par l 'hydroxylamine (Fig. 4, courbe 5). 

Etude apr~s une pr~illumination par I ou 2 ~clairs ~lectroniques (Chlorelles). Les 
algues sont d 'abord prdillumin6es par I ou 2 6clairs saturants, puis apr6s un intervalle 
de temps variable, soumises & une illumination par une s6rie d'6clairs produisant une 
suite yn. 

3 

i~r~ Q :'moi. 2 / 

I 

I ~ 3 ¢ 

®..=o.  2op. 

/ 

_// / ~ / \ 1 2 3 4 5 6 ? 8 9 10"rt, 

2 3 4 $ 6 7 8 9 lOlL 1 2 3 4- 5 6 7 8 9 10 "rt, 

Fig. 3. Quantit~s d 'oxyg6ne 6mises par  des chloroplastes d '~pinards illumines par  une s~rie d'~clairs 
Glectroniques d' intensit6 saturante .  Intervalle d 'obscurit6 entre deux 6clairs : 30o msec. Les 6chan- 
tillons sont  places sur  l'6]ectrode pendant  IO min d 'obscurit6 5. la concentrat ion de NH2OH, 
indiqu~e sauf pour  la courbe 5 off ] '6chantillon avai t  6t6 laiss6 i h. 
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Pour des temps courts s@arant la pr6illumination du ddbut de la s6rie d'6clairs, 
Y4 apr~s une pr6illumination par I 6clair et Ya apr~s deux 6clairs sont dgales "k la 
quantit6 y~ que l 'on aurait obtenue sans pr~illumination. En pr6sence d 'hydroxylamine 
de 5 ° #M, y~ apr~s I 6clair et ya apr~s 2 6clairs repr6sentent donc respectivement les 
premiers termes non nuls de la suite yn. On a alors 6tudid leur 6volutionen fonction du 
temps s6parant la prfiillumination du d6but de la s6rie. 

En prdsence d 'hydroxylamine 5o/~lVI, y~ apr6s un dclair de pr6illumination et 
ya apr~s deux dclairs d6croissent exponentiellement avec des eonstantes de temps de 
l 'ordre de IOO sec (Fig. 5, courbes a e t  b). 

@ T~rnoin 

A 

e 

~rL ® "Hzo. SOL~M. 
I ) apres lavage eL pr~il lumination 

i par une serie d'~clairs / 

i ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ t ~  | 

/ I \ ®""2oHsot~  

1 2 3 4 6 7 8 9 1on. 1 

-o ® . H z 0 .  SOt, M. 
apr~s lavage suivi par un ~clalr 

~lectronlque eL 30 mn d'obscurit~. 

Fig. 4. Quantit6s d 'oxyg6ne 6raises par  des chloroplastes d '6pinards illunlin6s par  une s6rie d'eclairs 
61ectroniques d'intensit6 saturante.  Intervalle d 'obscurit6 entre deux 6clairs: 3oo msec. I, T6moin; 
2, NH2OH 5o l*SI pendant  lO min; 3, NHeOH 5o ibm pendant  io inin, t ampon  sans ,NH2OH 
pendant  4 ° rain; 4, 5 min d'obscurit6 apr6s 3; 5, NH2OH 5o /*M pendant  IO min, t ampon  sans 
NH2OH pendant  4 ° min, z 6clair, 3 ° rain d'obscurit6. 
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DISCUSSION 

L'hydroxylamine a pour effet d'une part d'augmenter la durde de la phase 
d'activation, d'autre part d'inhiber la vitesse stationnaire d'6mission d'oxyg&ne. 

La dur6e de la phase d'activation atteint sa valeur maximale pour une concen- 
tration de 50 #M. Comme l'ont nlontr6 les exp6riences de lavage, cette inhibition est 
r6versible ~t la lumi~re. 

L'inhibition de la vitesse stationnaire est totale pour une concentration de I raM. 
Elle est irrdversible. 

L'inhibition de la vitesse stationnaire peut 8tre provoqu6e par beaucoup d'autres 
substances, (en particulier d'autres amines)IS; d'autre part, plusieurs rdducteurs sont 
photooxydfis par le syst~me II, (ph6nylenediamine, ascorbate etc.). Au contraire, 
l'allongement de la phase d'activation apparait comme un effet sp~cifique des faibles 
concentrations d'hydroxylamine: nous n'avons pu l'observer avec aucune autre sub- 
stance et en particulier avec aucun des d6riv6s de l 'hydroxylamine (CHa-NH-OH par 
exemple). 

I y ( Uni~6s arbitraires) 

0.~ ~ i r s  

io 40 4° 
Temps ( secondes ) 

Fig. 5. Quantit6s y~ et Ya d'oxyg~ne 6mises par  des algues Chlorella au cours d 'une s6rie d'~clairs 
61ectroniques d' intensit6 saturante ,  apr~s une pr6illumination respect ivement  par  I e t  2 6clairs 
61ectroniques en fonction du temps  d'obscurit6 sdparant  la pr6illumination du d~but de la s6rie 
d'6clairs; NH2OH 5 ° ibM. Les algues ont dt6 illumin~es par  une s6rie d'6clairs 61ectroniques, puis 
maintenues  (3 min ~ l 'obscurit6 avan t  la pr6illumination. 

En premiere approximation, les suites yn 6raises par une s6rie d'dclairs 6lectroni- 
ques en pr6sence d'hydroxylamine ressemblent par leur p6riodicitd et leur forme aux 
suites obtenues en l'absence d'hydroxylamine, mais avec un retard de deux ~clairs. 
Ce retard de 2 6clairs traduit le m~me ph6nom~ne que l'allongement de la phase d'acti- 
vation. 

Pour expliquer la p6riodicit6 des suites en l'absence d'hydroxylamine, KOK et 
al. 12 supposent que l'accumulation sur un m6me centre de l'6nergie fournie par 4 pho- 
tons est ndcessaire pour produire une moldcule d'oxyg~ne ~ partir de deux mol~cules 
d'eau. Ils ont proposfi le cycle de r6actions du Sch6ma I :  

hV S+ he  32 * h¢ h~ K1 . S " J" " $3. " 34+ ~ S 

Sch~lna I, 2M20 0 
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Une r4action thermique que JOLIOT et al. s supposent ~tre la r6oxydation de Q-, 
emphche que plus d'une r6action photochimique par centre puisse avoir lieu pendant 
un 6clair de 5/zsec KOK et al. 12 admettent que Se t  S + sont deux 6tats stables ~ l'ob- 
scurit6. Apr6s une p6riode d'obscurit6, les centres sont en majeure partie ~ l'6tat S + 
(bibl. II). Ceci explique que Yl et Y2 soient nulles et 3'3 maximum. 

En pr6sence d'hydroxylamine, le retard suppl6mentaire de deux 6clairs semble 
indiquer que les deux premi6res r6actions photochimiques apr6s une pdriode d'obscu- 
rit6, ne contribuent pas/~ la production d'oxyg6ne, et qu'ensuite le cycle de r6actions 
d6crit par KoK et al. 12 se d6roule normalement. Ce retard ne pouvant 6tre supprim6 
par un lavage prolong6 (50 min ou plus). I1 faut admettre qu'~ l'obscurit6, l 'hydroxyl- 
amine se fixe de faqon irr6versible sur le centre photochimique. 

Nombre  de molgcules d 'hydroxylamine fixdes par  centre 
Sachant qu'apr6s une p6riode d'obscuritd, la majorit6 des centres sont dans 

l'6tat S +, et que l 'hydroxylamine est un r6ducteur, deux enchainements de r6actions 
permettent d'interpr6ter le retard de 2 6clairs. 

(I) L'hydroxylamine ne peut pas r6duire S +. Dans ce cas, il faut admettre que 
sur chaque centre photochimique deux mol6cules d'hydroxylamine sont fix6es et que 
les deux premieres r6actions photochimiques conduisent & l'oxydation de ces deux 
mol6cules. Les r6actions suivantes se dfiroulent comme s'il n 'y  avait pas d'hydroxyl- 
amine dans le milieu (Schdma I) car le temps de fixation de l 'hydroxylamine est grand 
devant le temps s6parant l 'arrivfe de deux photons sur un centre. 

h'u h'u h'u + / H A  ~ S" I ' - "HA- - '~  - ~  S + 

S ~ H A  ILIA + ILIA + 

Sch6ma 2. HA, hydroxylamine. 

(2) L'hydroxylamine peut r6duire S + en S. Dans cette hypoth~se, il n 'y  a qu'une 
moMcule d'hydroxylamine fix6e et la premiere r6action photochimique conduit k son 
oxydation. La seconde r6action photochimique permet l 'oxydation de S e n  S +. Les 
r6actions suivantes m~nent normalement au d6gagement d'oxyg~ne. 

S-HA h~HA+ S hv . S ~ 

Sch6ma 3. HA, hydroxylamine. 

hl l  

Apr~s un lavage, un seul 6clair 61ectronique et une pfiriode d'obscurit6 suffisent 
& supprimer le retard introduit par l'hydroxylamine. Ceci est inexpliquable si on 
suppose qu'il y a deux moMcules d'hydroxylamine fix6es par centre. 

On doit supposer: 
(a) la r6duction de S + en S par l'hydroxylamine. 
(b) la fixation d'une mol6cule d'hydroxylamine par centre & l'obscurit~. 
(c) l'existence en l'absence d'hydroxylamine d'un 6quilibre lent entre S et S ÷ 

d@lac6 en faveur de S ÷. 
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L'~clair conduit ~ l 'oxydation de la mol6cule d 'hydroxylamine fixde. L'6quilibre 
entre S e t  S + permet le passage lent ~ l'obscurit6 de l '6tat S ~ l '6tat S + donc la suppres- 
sion du retard. 

S - H A  h v  k2  S+ h v  -.~H~ + S " '- . . . . .  

Sch6ma 41 Voir Sch6ma ~. HA,  hyd roxy l ami ne .  

L'existence d 'un 6quilibre lent entre Se t  S + a d6jk dt6 mise en 6vidence par une 
exp6rience ant6rieure : au bout d'une demi-heure d'obscurit6, le rapport  du nombre de 
centres ~ l '6tat S ÷ et du nombre de centres ~ l '6tat S devient ind6pendant des concen- 
trations initiales des centres (cf. JOLIOT et al.n). Cet 6quilibre amine  la majorit6 des 
centres ~ l '6tat S ÷. L'expdrience pr6c6dente semble bien confirmer l'existence de cet 
6quilibre. La fixation d'une mol6cule d 'hydroxylamine emp~cherait l'6quilibre de 
s'6tablir. 

Temps de fixation de l'hydroxylamine 
Nous savons qu'en premi+re approximation, Y4 est proportionel au nombre de 

centres ~ l '~tat S au ddbut de la s6rie d'~clairs 61ectroniques (cf. Sch6ma I). 
En pr6sence d 'hydroxylamine 50 #M, apr+s un 6clair de pr6illumination, tous 

les centres sont ~ l '~tat S (cf. Sch6ma 3). La d6croissance de Y4 en fonction du temps 
s6parant le d6but de la sdrie d'6clairs, de la pr6illumination, traduit  donc la fixation de 
la molecule d 'hydroxylamine : la constante de temps de cette r6action est de l'ordre de 
ioo sec. 

CONCLUSION 'I 

Se basant sur le modble propos6 par KOK et al. 12, cette 6tude nous conduit 
postu]er qu'~ une concentration de 5 ° ~M: 

(1) un centre photochimique peut fixer nne et une seule mol6cule d'hydroxy- 
]amine. 

(2) L'hydroxylamine rdduit les centres de l'~tat S + ~t l'~tat S. 
L'existence d'un 6quilibre lent entre Set S + d6plac6 en faveur de S + est confirm6. 
La tr6s grande spdcificit6 de cette action de l'hydroxy]amine permet de sup- 

poser que l'hydroxylamine agit sur le site m6me de ]'eau. 

RI~SUMI~ 

Sur algues Chlorella et sur chloroplastes d'dpinards, apr+s une p~riode d'ob- 
scurit6, l'6mission d'oxygSne en pr6sence de faibles concentrations d 'hydroxylamine 
(de l 'ordre de 50/~M) pr6sente les caract~ristiques suivantes: 

(I) la phase d 'activation est ralentie, 
(2) au cours d 'une s6rie d'6clairs 6lectroniques, l'6mission maximale d'oxyg6ne 

est retardde du 3&me 6clair au 5+me 6clair ou plus. 
Ces caract6ristiques subsistent apr+s 6limination de l 'hydroxylamine ~ l'obscuri- 

t6. Par  contre, si le lavage est suivi, soit d 'un 6clair 6lectronique et d'une p6riode 
d'obscurit6 (de l 'ordre de 3 ° inin), soit de 2 dclairs 61ectroniques, le retard est supprim6. 
Une interpr6tation est propos6e dans le cadre du module de KOK et al. 12. 
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