Energie et cellule vivante TP n°4

Le déroulement de la photosynthese (part 1).

La photosynthése se déroule dans les cellules chlorophylliennes. Elle nécessite de la lumiére, de I'eau, du CO2 et des
pigments chlorophylliens.

Ces pigments contenus dans les thylakoides des chloroplastes permettent d’absorber les longueurs d’ondes lumineuses
utiles a I'activité photosynthétique.

Comment I’énergie lumineuse est-utilisée lors de la photosynthese ?

477

@

Schéma de la photosynthése

La photosynthése consiste a transformer le Carbone oxydé (CO2) en Carbone réduit (C6H1206). Cette réaction de réduction s’accompagne
obligatoirement d’une réaction d’oxydation et donc d’'un nécessaire échange de protons et d’électrons. C’est une oxydo-réduction.

Activité 1 : Analyse de documents, tirer des informations.
Partons a la découverte historique de ces différentes réactions permettant la transformation de matiere minérale en matiére chimique.

1) Décrire le résultat obtenu par Gaffron. Qu’y a-t-il de surprenant ? (doc 1)

2) Quelles informations apportent les expériences 1 et 2 ? (doc 2)

3) Comment I'expérience 3 permettait- elle d’interpréter ce qu’a observer Gaffron a I'obscurité ? (doc 2)

4) Apres avoir rappelé les conditions expérimentales et décrit les résultats obtenus, expliguez comment Hill a montré que la photolyse de 'eau
nécessite de la lumiére mais également un transporteur d’électrons (R) sans apport de CO2 (doc 3).

Par la suite, la réduction du CO2 en glucose nécessitera de I'énergie chimique (voir TP suivant).

5) Mais d’aprés le document 4 de quelle réaction peut provenir cette énergie ?

Activité 2 : réaliser un schéma bilan

Sur une feuille blanche, vous schématiserez I’ensemble des réactions chimiques photosynthétiques se déroulant au sein d’'une cellule
chlorophyllienne.

Vous ferez apparaitre :

les différents compartiments cellulaires concernés (schématiquement),

les différentes réactions chimiques localisées précisément.

les différentes molécules chimiques,

les différentes formes d’énergie

les échanges entre compartiments intracellulaires.
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Du dioxyde de carbone radioactif (CQ,) est intro-
duit dans une suspension d’algues unicellulaires. Cette
suspension est fortement éclairée pendant au moins
10 minutes, puis placée 4 I'obscurité. On mesure la quan-
tité de 1*CO, fixée par les algues au cours de I'expérience.
Les résultats constatés dans les dizaines de secondes qui
suivent la mise a I'obscurité peuvent étre compris 4 l'aide
de l'expérience d’Armon présentée par le document 1.

Quantité de CO, incorporé
par unité de temps
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@ L'expérience de Gaffron.

® U'HYPOTHESE DE HILL
En 1937, Hill émet Fhypothése que la premiére
étape de la photosynthese est globalement une
oxydoréduction entre 'ean et une substance
oxydante, appelée ici « R« :

IH,0 = Oy + 4H* + de

IRH, = IR + 4H* + 4e

Cependant, d'aprés les valeurs des potentiels
redax, oxvdoréduction

H + ZR 3 2IRH, + Oy
e5T une réaction qui n'est pas spontanée @ elle
exige un apport d'énerme.

Hill émet Ihypothése que cCest lénergie lumi-
neuse caprée par la chlorophylle gui permet
cette reaction,

L'expérience de Hill, une découverte capitale

= PROTOCOLE EXPERIMENTAL
A Taide dun dispositf expérimental asisté par ordinateur, il est
possible de réaliser une expérience similaire 3 celle réalisée par Hill,

® Extraction des chloroplastes

— Peser 10 g de feuilles fraiches dépinard ou de s, les découper
en morceaux dans un morter préalablement place an réfrigérateur,
— Ajouter 10 a 25 mL de solution tampon® (destinée 4 maintenir le
) et broyer pendant au maoins 2 mimrtes.

— Filtrer le broyat obtenu, presser si nécessaire pour recueillic suf-
fisamment de filtrat.

— Comtrialer au microscope optigque la présence de chloroplasees.

Remargque® : cetoe solution tampon ne contien: pas de GO, La réaction
de Hill feffecme sans apport de GO,

= Réalization de 'expérience
- Concevoir un protocole expérimental montrant gue la production
de dioxygene exige 4 la fois de la lumiére et une substance oxy-
dante, le « réactif de Hill =

Temps (en s)

» La nécessité d'une réduction du CO,

Le cycle établi par Calvin et ses collaborateurs (voir page
19) montre que la production des molécules organiques par
photosynthése nécessite une réduction chimique du CO, : en
effet, dans une molécule comme le glucose (C,H;,0)), le C
se trouve sous une forme réduite, la molécule est hydrogénée.
Un apport d’hydrogéne est donc nécessaire: celui-ci est fourni
par des transporteurs (molécules qui, pour simplifier, sont ici
notées « R »). Par ailleurs, ces réactions nécessitent de Iénergie
chimique, fournie par I'hydrolyse de molécules d’ATP (le réle
universel de PATP sera envisagé dans le chapitre 2).

o Expérience

Pour déterminer l'origine des composés nécessaires
(RH, et ATP), Arnon réalise une expérience en pré-
parant, 4 partir de chloroplastes, une fraction conte-
nant uniquement les thylakoides et une fraction cor-
respondant au stroma.

| o 8
Expérience 1 | Expérience 2 | Expérience 3
Conditions Stroma seul, maintenu & Stroma maintenu & l'obscurité et = Stroma seul maintenu a l'obscurité
dans lesquelles l'obscurité et alimenté en 4CO, | alimenté en ¥CO, + thylakoides et alimenté en CO,, RH, et ATP
est placé le stroma ayant séjourné 2 la lumiére
Résultats Pas de fixation de CO, Fixation de *CO, dans diverses  Fixation de 1“CO, dans diverses
(aucune molécule organique molécules organigues molécules organigues
radioactive)

‘ 2 l Expérience d’Arnon (1958)

Qu'est-ce que le Expérience de Hill
« réactif de Hill » ?
to;s:!e;:;rm m’;:mm'” % mesure de la concentration d'O;
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ATP (Adénosine triphosphate) est une forme de stockage d’énergie tres largement utilisée par les cellules. Cette énergie peut étre libérée lors de ’hydrolyse de I'ATP et
devient alors disponible pour d’autres réactions du métabolisme nécessitant de I'énergie. La synthese d’ATP par un organisme est donc primordiale pour permettre le
fonctionnement de I'ensemble de son métabolisme. Cette synthése se fait par fixation d'un phosphate inorganique (Pi) sur une molécule d’ADP. Cette réaction de
phosphorylation nécessite un apport important d’énergie a partir d’ADP et de phosphate inorganique. Elle est catalysée par une enzyme appelée ATP synthase.

Document4 : R —

| Teneur en 02 (en%)
100 g
¥ _ ATP est une molécule capable de transférer une partie de ‘ ADP + Pi
som 2nergie chimique pour permettre la réduction du dioxyde _ ¢ ‘
2= carbone et donc la synthése de glucides. |
} _a synthese d’ATP, a partir d’ADP et de Pi, nécessite un 504

zoport important d’énergie. On cherche a comprendre com- |
ment estrégénéré I’ATP dans le chloroplaste. Des thylakoides
soies sont maintenus dans un bioréacteur a pH constant. On 1 \
mesure la concentration en dioxygéne et en ATP au cours du
t=mps dans différentes conditions. ‘ Obscurité Lumiére Obscurité ]
0 e T
} L=s membranes des thylakoides portent des enzymes de e t tl t i
synthese de I'ATP, appelées ATP synthases. { g ’ 4 4 Temps
Concentration en ATP (en U.A) |
21 i‘
ADP + Pi
w ';‘-;“. ] Sore, 1 1 é
‘ GW de thylakmde (MET) Les fleches indiquent les ATP

— | NB: Portion de thylakoide (microscope

. Obscurité Lumiére Obscurité 4 photonique a contraste de phase). Lla

R | ey i i i
X : tl : ; technique permet de visualiser des complexes
ATP @ ! 4 3 Tempsh | protéiques a la surface de la membrane du

synthase thylakoide : complexes de protéines et

: ras pigments (= photosystemes) et ATP
ADP + Pi 4 Disposition de UATP synthase. svnthases.

ﬂ Variations de la concentration en dioxygéne et en ATP.
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1)

2)

3)

CORRECTION

L’expérience 1 (de Arnon 1958) montre que le stroma seul ne permet pas la production de molécules organiques
par incorporation de CO2. En revanche, la comparaison des expériences 1 et 2 montre que les thylakoides
exposés a la lumiére permettent cette synthese.

Il apparait donc que les thylakoides exposés a la lumiere sont nécessaires a la synthése de glucides dans le
stroma des chloroplastes.

L’expérience 3 montre que les thylakoides exposés a la lumiére peuvent étre remplacés par un apport de RH2 et
d’ATP.

On peut donc déduire de cette expérience que les thylakoides exposés a la lumiére sont responsables de la
production d’ATP et de RH2. (Nouveau produit de la photosynthése ??)

L’expérience de Gaffron (1951) montre une incorporation élevée et constante de CO2 lorsque les algues sont
exposées a la lumiére. En effet, ces cellules chlorophylliennes réalisent alors la photosynthése. A 'obscurité, cette
incorporation cesse rapidement : la photosyntheése est un processus qui exige de la lumiere. Cependant, on
constate que l'incorporation du CO2 ne cesse pas immédiatement lors du passage a I'obscurité mais diminue
progressivement pendant 20 secondes environ.
Cela montre que I'incorporation du CO2 peut chimiquement se produire a I'obscurité mais est tributaire
de phénomenes qui exigent directement de la lumiere.
L’expérience d’Arnon permet de proposer une interprétation :
- Alalumiére, les thylakoides fournissent en permanence ATP et RH2. Il y a donc incorporation constante de CO2.
- Lors du passage a I'obscurité, la production d’ATP et de RH2 par les thylakoides cesse. Cependant,
I'incorporation du CO2 se poursuit un court instant en utilisant les stocks manifestement tres limités
d’ATP et RH2 précédemment produits par les thylakoides a la lumiére.

De 0 a 1 minute, on ne constate aucune production de dioxygéne. La réaction ne se produit pas.
L’ajout de 0,1 mL de réactif se traduit par une production de dioxygéne qui révele 'oxydoréduction entre I'eau et
le réactif. Celle-ci cesse rapidement par épuisement du réactif : en effet, la production de dioxygene est réactivée
par l'injection d’'une nouvelle quantité de réactif (t = 3 min). Au temps t = 5 min, le passage a I'obscurité se traduit
par un arrét immédiat de la production de dioxygene : ceci montre que cette oxydoréduction nécessite I'énergie
lumineuse.
L’expérience de Hill montre qu’une suspension de chloroplastes permet une oxydoréduction entre I'eau
et un accepteur d’électrons. Cependant, la réduction de ’accepteur n’est possible qu’en présence de
lumiére car, elle exige de I'énergie.
C’est cette oxydoréduction qui permet de former les transporteurs réduits RH2 nécessaires a la phase chimique de
la photosyntheése. Les H nécessaires a la réduction du CO2 proviennent donc de la dissociation de la molécule
d’eau. L'O de la molécule d’eau, qui n’est pas nécessaire, est rejeté sous forme de dioxygene. Le dioxygene produit
au cours de la photosynthése provient donc de ’'eau comme déja démontré précédemment..

4) L‘ajout d’ADP+Pi a la lumiere entraine une production d’'02 marqueur du déroulement de la phase

photochimique de la photosynthese. Le deuxiéme graphique montre que cette réaction a la lumiére provoque la
fabrication d’ATP, molécule hautement énergétique. Or I’ATP synthase a besoin d’énergie pour fabriquer I’ATP.
Ainsi cette phase photochimique de la photosynthese réalisée dans les thylakoides permet d’utiliser I'énergie
lumineuse pour fabriquer de I’ATP.

L’énergie lumineuse responsable de la photolyse de I’eau est donc convertie au niveau des thylakoides en
énergie chimique sous forme de transporteurs réduits RH2 (acceptant les électrons émis suite a la
photolyse de I'’eau) et ’ATP

Voir schéma 3 p 21
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(4) oxydation de I'eau

2H,0 ———® 0, + 4H' + 4€

(5) réduction du carbone
CO, + 4H' + 4¢” —® (CH,0) + Hy0

Si I'on considére ces deux réactions comme un transfert d'électrons entre deux couples RedOx, on peut écrire :

2H,0 CO,
4 e”
Eg=+081vF----m Eg=-042v
0, (CH,0)

On constate que la réaction n'est pas possible spontanément car le transfert des électrons ne peut se faire sans

apport d'énergie que dans le sens des potentiels d'oxydo-réduction (E'o) croissants. Cette réaction est en fait rendue
possible grace a I'énergie de la lumiére.

Entre la réaction d'oxydation de I'eau et celle de réduction du carbone, il existe de nombreux intermédiaires
(transport des électrons et des H*)

Expérience de Hill : nécessité d'un accepteur d’électrons.



