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ä celle constatee lors de l'utilisation de glyoxylate ou lors de la rarefaction de l'oxygene
dans le milieu ambiant [4]

En conclusion, l'utilisation de doses diflerentes de substances hydrocarbonnees
ou aminees provoque de nettes variations dans la biosynthese pigmentaire Ces

modifications de la biosynthese pigmentaire s'accompagnent de transformations des

systemes de respiration terminale

Manuscrit iegu le 3 janvier 1966
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H. GREPPIN et S. GOUDA. — Action de la lumiere sur le pigment de Pseudomonas

fluorescens Mig.

Introduction

Pseudomonas fluorescens synthetise un pigment exogene jaune ä fluorescence

\erte Ce pigment extracellulaire est tres soluble dans l'eau. insoluble dans les sol-

vants organiques; son absorption dans l'ultraviolet et le visible, ainsi que sa

fluorescence varient selon le pH et le rH du milieu [1, 2]

Designe tantöt par le nom de fluoresceine bacterienne ou fluorescine, tantöt

par celui de pyoverdine, ll a pour origine un precurseur endogene absorbant dans

l'ultraviolet et presentant une fluorescence bleue [1, 2, 3]

Chodat et Gouda ont profondement transforme les notions relatives ä ce

pigment, notamment en demontrant la filiation entre differents etats d'un seul

pigment, de nature pyrrohque [2, 4]

La lumiere peut exercer des actions tres variees:

1) Evolution du pigment (oxydoreduction) [1, 5]

2) Accumulation du pigment (stimulation par le rouge, inhibition par le bleu) [5],

3) Production du pigment (tres forte stimulation par le bleu, legere par le rouge) [1],

4) Utilisation imposee du pigment ä des fins respiratoires accessoires [1],
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Resultats

A. Etude in-xitro

Nous avons utilise un pigment purifie, obtenu apres passage d'un filtrat de

culture sur une resine Amberlite XE 97, regeneree selon les techniques habituelles. La
fraction pigmentaire a ete recueillie lors de Pelution avec une solution de NaOH 1 %.

Nous avons mesure le spectre d'absorption (spectrophotometre Unicam) et de

fluorescence (fluorimetre Photovolt) du pigment, mis en solution dans des erlens

places ä l'obscurite, en lumiere rouge et en lumiere bleue. Nous avons d'autre part,
travaille sous diflerentes atmospheres: azote, gaz carbonique, air.

ETUDE DU PIGMENT IN-VITRO

N2 co2 AIR

OBSCURITE PIO A 400 mmu ETAT OXYDE FLUORESCENCE YERTE

ROUGE V.O.y/'/* /
PHOTOLYSE ET PHOTOOXYDATION TRES LENTES

—--- 390 mmu 350 mmu Flo BLEUE—VERTE

BLEUE D„0„ \• \\\ WW
PHOTOLYSE

—390 mmu

350 mmu

FL. BLEUE

PHOTOLYSE ET PHOTOOXYDATION

m 390 mmu, puis —I—

X*^^^^50 mmu

FL. BLEUE puisN^Si
2 2

ROUGE : 8 000 ergs/SoCm ; BLEUE : 4 000 ergs/s.cm

Tableau 1

Nous constatons que le pigment est relativement stable. C'est un mauvais don-

neur d'electrons dont Foxydation est acceleree par la lumiere [1].

B. Etude in-xixo

Le pigment se presente sous forme d'etats distincts et successifs (oxydoreduc-
tion) au cours de la culture. Chacun de ces etats est caracterise par Failure spectrale
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de son absorption et de sa fluorescence [1, 5]. L'analyse photobiologique permet de

distinguer trois etats:

1) Pigment dans un equilibre oil la forme reduite predomine (390 mmu); obscurite.

2) Pigment dans un equilibre oil predomine la forme oxydee d'utilisation biologique
(430 mmu); lumiere rouge.

3) Pigment oxyde irreversiblement (390 mmu et 350 mmu); lumiere bleue.

Cette evolution n'est observable qu'en milieu non agite. Dans le cas contraire,
l'oxygene deplace trop rapidement I'equilibre vers l'oxydation irreversible.

Nous avons complete l'etude de revolution du pigment par un examen electro-

phoretique d'extraits de filtrats de cultures en lumiere et ä l'obscurite (electrophorese

sur papier; extraction selon la methode II de Gouda) [4].

—t—

OBSC. j +

CM
CO v2 Bt

ROUGE t

- 1

i
5

j

v f
BLEU ^ 1

ph8,7

Fig. 1

Nous constatons, ä l'obscurite, l'absence de la fraction B2; ce qui indique bien

que le pigment est dans un etat plutöt reduit. Nous avons trouve, en lumiere bleue,
de nouvelles fractions indiquant un etat oxyde tres avance.

Nous avons montre par voie physique, chimique et biochimique la possibilite
d'une fonction redox du pigment [1, 2, 5, 6]. La lumiere, in-vitro et in-vivo, favorise

cette fonction en rendant la molecule meilleure donneuse d'electrons. Par la methode
de Thunberg, nous avons suivi la reduction du pigment purifie, par un homogenat
bacterien (anaerobiose), puis son oxydation menagee par de l'oxygene. La pyoverdine
est capable de fonctionner comme accepteur terminal d'electrons, role habituellement
devolu ä l'oxygene. Le spectre diflferentiel nous permet d'isoler mathematiquement
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du melange en equilibre redox, la forme reduite (390 mmu) et la forme oxydee
(430 mmu) d'utilisation biologique (Ox. 1)

Quelle est la fonction de la lumiere dans l'utilisation du pigment comme voie

respiratoire terminale accessoire9 Les photons imposent la circulation d'electrons
en diminuant la barriere de potentiel du pigment

Lorsque l'intensite de la lumiere est trop forte, il y a photodestruction et arret du
fonctionnement de la pyoverdine A l'obscurite, le pigment joue essentiellement le

role de tampon redox et de tampon pH (fixation de gaz carbonique). Son bas potentiel
associe ä son faible pouvoir donneur d'electrons, en font un bon protecteur contre les

fortes tensions d'oxygene (20%). II ne faut pas oublier que Pseudomonas fluorescens

Graphique I

Spectre differentiel d'oxydoreduction biologique de la pyoverdine

n'a une respiration normale (cytochromique) que sous faibles tensions d'oxygene
Dans les autres conditions, il se met en anaerobiose relative, en adoptant une
respiration terminale de type flavinique [7, 8]. Le pigment n'apparait que dans ces conditions

et le fait que sa synthese soit favorisee par l'oxygene indique bien son role

protecteur C'est surtout en presence de lumiere qu'il peut exercer sa fonction
respiratoire (photorespiration)

11 y a deux sites d'oxydoreduction Le premier (rouge) a besom de relativement

peu d'energie d'activation (site bon donneur d'electrons), le deuxieme (bleu) est
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Precurseur
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Action de la lumiere sur la pyoverdine

plutöt un site bon accepteur d'electrons. Ceci nous amene ä supposer que la pyoverdine,

dont la composition chimique est fort mal connue, serait un pigment ä deux

tetes: pyrrolique d'une part et flavinique (pterinique, phenazique, quinonique)
d'autre part?
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