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Diffusion de la lumiére

par J. FRANCOIS,

Centre de recherches sur les macromolécules
6, rue Boussaingault - 67083 Strasbourg Cedex.

Depuis que DEBYE (1945) a imaginé d’adapter le principe de
diffusion de la lumitre 4 la mesure des masses moléculaires des
macromolécules en solution, cette technique a connu un dévelop-
pement considérable. Non seulement, elle permet d'atteindre des
masses moléculaires élevées inaccessibles par des méthodes sen-
sibles & la masse en nombre (cryométtie, tonométrie), mais encore
elle fournit des renseignements sur la forme et la dimension des
particules, sur les interactions thermodynamiques avec le solvant
et méme sur la polydispersité des échantillons.

Aprés avoir rappelé le principe de la diffusion de la lumiére
par de petites particules, nous montrerons comment le phénomene
se modifie quand il s’agit de particules dont les dimensions sont
de l'ordre de grandeur de la longueur d’onde de la lumiére inci-
dente et qu’intervient alors 'effet des interférences entre les vibra-
tions dues aux différents centres diffusants d'une méme molécule.

Nous nous limiterons au cas d'une lumiére polarisée rectiligne-
ment, ce qui devient le cas général avec le développement des
lasers.

1. PRINCIPE.

A) Particules de dimensions petites par rapport a la longueur
d’'onde de la lumiére incidente.
1) DIFFUSION PAR UN GAZ PARFAIT.

C'est le cas le plus simple traité par Lord RAYLEIGH. Lorsqu’on
soumet une particule (fig. 1) 2 un champ électrique, (molécule,
association de molécules) sinusoidal Ez, d’amplitude E,, elle
acquiert un moment dipolaire :

- ->

p = ok ¢))
(on se limite au cas ou a, polarisabilité de la particule est un sca-
laire, c'est-a-dire le cas des particules isotropes).
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Le dipOle créé rayonne dans tout l'espace un champ élec-

trique E contenu dans le plan (OM, Oz) (voir fig. 1) perpendi-
culaire & la direction de propagation OM. Pour OM = r » 2,
(longueur d’'onde de la lumiére dans le vide).

1 siny d?p r

E' = . . <t — ._> (2)
4re,c? r de c

(¢ = vitesse de la lumiere dans le vide).

On mesure dans la direction OM et pour un angle solide dQ
une puissance rayonnée :

1 dip r 2
as = [ (t___>] sint y d0
16 2 ¢, c3 de c

¢ qui correspond 4 un éclairement en M.

ds 1 dp r 2 ‘
& = = t— —-) sin? vy dQQ
r2 dQ 162,312 de c
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Pour une onde sinusoidale, 1'éclairement mesuré est 1’éclaire-
ment moyen < &> :
pomic a2Eln2c
<6ED> = —m— sinty = e sin2 y 3)
2¢, 1204 2¢, 1204

(avec p, = o E)).

Cette expression montre que l'éclairement est maximal dans
T
le plan (x Oy) ['y = —2—] et que 'on choisit généralement comme

plan d’observation et est indépendant de # (voir fig. 1). On consi-
dérera désormais siny = 1.
Si 'on a N particules dans le volume unité, I’éclairement d
a ces N particules est :
a?E2n2¢ &, n? a2
<6>=——-—-°N=———N 4)
2¢, 1204 £,2 12 Aot
en posant 6§, = c E2¢,/2.

Pour un gaz parfait de masse molaire M, d’indice n, de masse
volumique d, on peut écrire :

o0nd
Na = (n2—1)g, avec N=——
M
(9T : nombre d’Avogadro), d’'ou1 l'on tire :
&, 2 M
<&E> = s(n2—1). . 5)
2t

A partir de cette démonstration de base, on peut dériver le
traitement de cas plus complexes.

2) DIFFUSION PAR UN LIQUIDE PUR ET UNE SOLUTION.

Les différences fondamentales par rapport au systéme idéal
sont les suivantes :

— ce n'est plus au champ appliqué E, que les molécules sont
soumises mais 4 un champ local E; égal 4 la somme du champ
appliqué et du champ rayonné par l'ensemble’ de dipéle. Dans
la théorie de LoRENTZ, on admet :

2+n?
E, = E, —5 6)

valeur qui doit étre introduite dans la formule de f’(l);

— les corrélations en position des particules ne sont plus aléa-
toires ; l'intensité totale ne peut plus étre considérée comme
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la somme des contributions de chaque particule indépendante.
Un raisonnement simple permet de comprendre que la diffu-
sion de la lumiére par un liquide est due aux fluctuations
locales de densité : soient deux éléments, de méme volume v,
de dimensions suffisamment petites devant 4, pour se compor-
ter comme sources uniques, et placés 4 une distance telle que
les champs qu'ils rayonnent soient en opposition de phase ; si
le nombre de molécules est toujours le méme, la diffusion est
nulle (c’est le cas d'un cristal), en réalité le nombre de molé-
cules fluctue toujours d'un volume a l'autre et par conséquent,
les intensités des champs diffusés ne sont plus égales et
Pextinction n’est plus totale.

Donc, pour le calcul de lintensité diffusée, on fera interve-
nir la différence de polarisabilité, Ae,, d'un volume v par rapport

a la valeur moyenne. On remplacera 17 (1) utilisé dans le cas du

: 2 - . .
gaz parfait par 'écart Ap du moment induit dans v par rapport
a la moyenne, en écrivant :

Xp = Aa, ]_:“,)z = g Ae,vgz (7)

Ae, étant l'écart de la constante diélectrique a sa valeur
-moyenne. En sommant sur N éléments contenus dans un volume

1
unité<v = — ), on obtient < 6 >, par remplacement de Na?
N

N
par 212 £, Ae,2 12, dans la formule (4) :

&, n? 6,2 1
<E> = ————— T g2Ae2 02 = D|—— T Ag?
g2t 1 r2 )t N
ol l'on voit apparaitre la fluctuation quadratique moyenne de «,,
/;:2 = — X Ag?; donc :
N
6, n? _
<6E> = v Ag2 (8)
r2ht

Dans le cas d’une solution binaire, les fluctuations de £ sont
dues a la fois aux variations de masse volumique et a celles de
la concentration en soluté,

%, e,
Ae, = < ) Ad + <—> Ac (¢2]
od oc
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et la valeur quadratique moyenne :

Og, \ — g, \—
Ag? = <——>Ad2 + < >Ab2 (10)
od dc

le double produit en AdAc est nul a cause de l'indépendance des
fluctuations de densité et de concentration. Comme dans ce cas,
on s’intéresse a la différence AI, des intensités diffusées par la
solution et le solvant, et en admettant que le premier terme

0g,\ 20—
< r> Ad? est identique dans les deux cas :

od
&, v %g, \—
ALED>D = —» Ac? (11)
r2 At oc
g,
3_ se déduit de la relation g, = »? :
¢
o, dn
—_—=2n <—> (12)
oc¢ de
Ac? s'écrit selon la théorie des fluctuations d'EINSTEIN
— kT
Ac? =
2 A
“act

A étant la fonction énergie libre du mélange. On montre ensuite
que :

R kT co;
A = ————

ap.l D
dc
on
_> c
6, a2 ac

ALE> = 4 (13)

20 < 1 ( Ouy >>
T TkTE \ ec

v, étant le volume molaire partiel du solvant, n; l'indice du sol-
vant. On peut considérer que l'indice n de la solution trés diluée
est égal a l'indice n; du solvant.

La dérivée du potentiel chimique du solvant par rapport a
la concentration est donnée par la relation :

D 1
— T ——-171 RT <'——‘ + A2C + A3 CZ> (14)
@c M2
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M, étant la masse molaire et A;, A; les termes de coefficients
du viriel.

En définitive, on obtient :

, 6, n? on C
A<&>=————4n12<—> . (15)
it ac 1
<-—+A20+A302>
M,

B) Particules de dimensions comparables a celle de la longueur
d'onde de la lumiére. :

On considére qu'une particule rentre dans cette catégorie
quand au moins I'une de ses dimensions est supérieure au 1/20¢
de la longueur d’onde donc supérieure 4 200 A (pour % ~ 4 000).
Jusqu’a présent, nous avons traité le cas d'objets assez petits pour
étre considérés comme des sources diffusantes individuelles. Si la
particule est plus importante, elle comprendra plusieurs sources
diffusantes et des interférences se produiront entre les rayons dif-
fusés par ces différentes sources. C'est ce qu'illustre la fig. 2.

o e N 9 TN
fﬁé?iiﬁt” /%//9 : \ 5 /\K\

observation

N
observation

(@)
Fig. 2

Considérons deux centres diffusants k et j; pour un observa-
teur dans la direction #, la différence de marche entre les rayons
diffusés par k et par j est ' kA—0’jA’. La comparaison de a)
et b) correspondant a deux angles d’'observation différents montre -
clairement que cet effet d'interférence disparait quand 4 - 0.
Donc, on peut s’attendre a ce que l'intensité diffusée aux grands
angles - soit plus faible qu'aux petits et que cette différence
s'accentue quand la taille de la particule, donc la distance entre
les centres diffusants augmente. Ce comportement distingue
les grandes particules des petites pour lesquelles le diagramme
admet oz comme axe de symétrie. Le rapport des intensités
A< B>/A< 8> & 45° et 135° appelé coefficient de dissymé-
trie est d’ailleurs utilisé pour donner des renseignements qualita-
tifs sur la taille de la particule diffusante.
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Si ce rapport est voisin de 1, des mesures 2.4 = 90° suffiront
pour la détermination de la masse.

S'il en est supérieur, I'étude de la variation de l'intensité dif-
fusée avec l'angle d’observation ¥ et I'extrapolation des mesures
a % nul, (ou les effets d'interférence s'annulent) s'avérera
nécessaire.

Par ailleurs, la dépendance angulaire de l'intensité diffusée
fournit des renseignements sur la taille et la forme des particules.
On va montrer dans la suite comment elle peut étre reliée a la
conformation des macromolécules en solution.

— Fonction P (8).

Le calcul effectué par DEBYE en 1945 repose sur les hypothéses
suivantes :

— l'indice du polymeére est voisin de celui du solvant,

— tous les points de la chaine sont soumis au méme champ élec-
trique et se comportent comme des dipoles élémentaires équi-
valents, émettant des vibrations d’amplitude, f, égale,

— les molécules de polymeéres sont identiques et suffisamment
éloignées les unes des autres pour étre indépendantes.

Considérons (fig. 3) sur une chaine macromoléculaire compor-
tant N centres diffusants, deux centres k et j, distants de r;, la
direction kj faisant un angle ¢; avec la bissectrice extérieure de
I'angle d'observation #.

observation

Fig. 3

La différence de marche dans la direction % des vibrations
émises en k et j est :
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L)
8, = r;2sin — cos ¢; (16)
2
et leur différence de phase :
i)
4nr;sin—
P = —f— cos ¢;. amn

L'origine des phases étant celle de la vibration correspondant

A k, l'amplitude de la vibration correspondant a j sera de la
forme : :
A; = fcos(wt—1y) (18)

et pour les N centres diffusants j :

A = fXcos (wt —))- (19)
i

L’éclairement dii au rayonnement diffusé par une macro-
molécule est, 2 une constante multiplicative pres :

N N
A<B8>y = A = f2E X cos(hri; cos ¢;)

ji=1 i=1
r;; distance entre deux centres diffusants quelconques i et j,
¢; = angle de ij avec la bissectrice extréme de 9,
h = appelé couramment vecteur de diffusion 4x/A sin 9/2.
Cette expression est valable pour une conformation donnée
de la macromolécule mais il faut une moyenne sur toutes les

conformations et orientations possibles pour obtenir l'intensité
réelle :

N N
A<B>y = < Z X cos(hri cos ¢;5) (1)

ji=1 i=1

Dans une solution isotrope, les orientations des molécules
sont aléatoires, et la moyenne sur toutes les orientations, 4 confor-
mation donnée, est :

N sin h rij
i=1 h rij

et en moyennant sur toutes les conformations :

A<B>y =2 X

J=

=

sinh rij ’
(22)

Mz

A<E>y = <X _
ji=1 i=1 hrii
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La fonction P (#) est définie comme le rapport entre 'éclaire-
ment A < & >3 du rayonnement diffusé dans la direction % et de
celui du rayonnement diffusé a angle nul A < 6>, :

AL 6>y
PMH) = —— (23)
N2 2
1 N N sin hrg
PH) = —<X >, (24)
N2 j=1 i=1 hrii

Elle ne contient que des paramétres géométriques et permet
d’obtenir des renseignem€nts sur la taille et la forme des macro-
molécules en solution. C’est une fonction complexe dont on utilise
essentiellement le développement limité pour les faibles valeurs

]
de sin —.
2

En effet, dans ce cas :

1 N N h? rzi,- ht r,~,~4
P@po=<— Z X (1— + >> (25)
N2 j=1 i=l 31! 5! ‘
En se limitant aux deux premiers termes (k petit) :
h? 1 N N
P('&),)_,o =] —=— < X x rz,-,- > ..
3 2 N2 i=1 i=1
B s
<>
"
e = 1——? < 02 >. (26)

Cette expression nous montre que le carré moyen du rayon
de giration d'une macromolécule en solution peut étre obtenue a
partir de la pente de la tangente a la courbe P (%) = f(4?) pour
% = 0. Dans la pratique, on utilise plus couramment la fonc-
tion P-1(3) = 1 + (B/3) < ¢?>.

D’autre part, I'étude de la dépendance angulaire de P (#) dans
tout le domaine d’angles permet d’accéder a la forme de la parti-
cule (batonnets, pelotes statistiques, sphéres compactes).

Il est important de remarquer que, par souci de simplification,
nous n'avons pas tenu compte de l'influence de la polydispersité
présentée par tous les échantillons étudiés. En fait, toutes les gran-
deurs obtenues sont des moyennes, les masses molaires obtenues
par extrapolation i c et # - 0 sont les moyennes en poids M,, les
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rayons de giration mesurés a partir du comportement de P (#)
aux petits angles est une moyenne Z. Enfin, BENOIT a montré que
I’études du comportement asymptotique pour %->180° permet
d’'obtenir la moyenne en nombre de M et du rayon de giration.

En conclusion,
ALE>) = A<ED>P(H) = ...

8, n? on \2 c h? -1
————4n12(—-— . 1+-—<02>>
A4 \ dc 1 3 ,
—+Ac+ A2
< Mo > @

ol 'on retrouve l'éclairement A < & > sans interférences, donné
par la formule (15).

1. APPAREILLAGE ET MISE EN CEUVRE D’UNE EXPERIENCE.
1) Appareillage.

L'expression (3) montre que l'éclairement < &> di au
faisceau diffusé est lié a l'éclairement que donnerait le faisceau
incident < & >, et a la distance r. Pour s’affranchir de ces para-
métres, on utilise le rapport de RAYLEIGH, défini, & un angle ©
donné comme :

<6 >pr?
Ry = —— (28)
<&>,

qui ne dépend plus que des propriétés du liquide étudié. Dans la
plupart des appareils, on mesure seulement l'éclairement du
rayonnement diffusé, < & >;, le rapport r2/< &>, étant donné
par un étalonnage avec une substance de référence (par exemple
le benzéne) dont le rapport de RAYLEIGH est bien connu; on a :

< 6>, < 6>3 < 86>my
- - (29)
r? R; Rs

< 6 >pj et Rg étant respectivement l’éclairement du faisceau
diffusé a l'angle § par le benzéne et son rapport de RAYLEIGH.

La fig. 4 schématise un appareil encore récemment commer-
cialisé par Fica et congu par WIPPLER et SCHEIBLING :

— la source lumineuse étant une lampe & vapeur de mercure
(A = 4358 A et 5461 A) mais est généralement remplacée par '
des lasers He-Ne (A = 6320 A),

— la cellule de mesure en verre, cylindrique est située au centre
d'une cuve thermostatée contenant un liquide d'indice proche
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Fig. 4

de celui du verre (souvent le xyléne) pour éviter tous les pro-
blémes dus aux réflexions et réfractions parasites sur les faces
de la cellule,

— par rotation du prisme de réflexion et du photomultiplicateur,
on obtient les mesures de l'intensité diffusée a différents angles
compris entre 30 et 150°.

2) Choix du sofvant et préparation des solutions.

L’incrément d'indice de réfraction <—Z'—l—> intervient dans la
relation entre AI, 2t M, il convient donc d: choisir pour un poly-
mére donné un solvant dans lequel son <—a;—> soit le plus élevé
possible et déterminé avec le maximum de piécision.

On comprend aisément que la solution doit étre exempte de
toute particule étrangere de dimensions comparables a celles de
la molécule de polymére et un soin particulier doit étre pris
pour son dépoussiérage. On procéde soit par centrifugation, soit
par ultrafiltration.

Les concentrations doivent étre assez faibles pour que.l’hypo-
thése de l'indépendance des molécules de polymere reste justifiée,
la limite supérieure de concentration diminuant quand la masse
augmente.

3) Exemple d'expérience.
Une expérience type. procéde par les étapes suivantes :

— Mesure a 90° de I'éclairement du rayonnement diffusé < é >p
par le benzéne étalon de rapport de RAYLEIGH.
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— Mesure de la dépendance angulaire de 'éclairement du rayon-
nement diffusé par le solvant, < & >3, et par les différentes
solutions < & >;.

— Traitement des résultats.
L’'expression utilisée en pratique pour le traitement des

résultats expérimentaux est facilement obtenue a partir des rela-
tions 27 et 29 :

on \?2 c
K<&>p <——>———-— =..
ac AL E>ysind -
1 16 a2 (AN
..<——+A2c>.<1+ < @> sinz——)
M 322 2
4 2 n2g Ao
(valable pour ¥ petit) avec : K!' = ———— et & =
RB 7\,40 W m

L’expression (27) subit en fait deux corrections :

— l'une due a la section non négligeable du faisceau de lumiére ;
le volume de solution auquel correspondent les mesures dépend
de l'angle d’observation (< & >3 doit étre corrigée de sin #)
et de l'indice des liquides qui provoque une plus ou moins
grande convergence du faisceau, en sorte que l'expression (29}
vient :

< &> < & >pnlg
Ry Rpn?

Le terme < 6 >p (9n/c)2c/A < & >,sind = V est donc une
fonction linéaire de ¢, a % constant, et de sin? 4/2 a4 ¢ constant.

On obtiendra donc :

— Ja valeur de M par son extrapolation linéaire a la fois pour ¢
et sin24/2 - 0,

— la valeur de A, par la pente de V = f(#) & 'angle nul,

— le rayon de giration par la pente de V = f(sin? 4/2) a concen-
tration nulle pour diminuer l'effet des interactions inter-
moléculaires. ZiMM a imaginé une méthode astucieuse pour réa-
liser sur un méme graphique ces doubles extrapolations. Un
exemple de diagramme de ZimM, correspondant a un poly-
acrylamide de haut poids moléculaire dans l'eau, est donné sur
la fig. 5. En ordonnée, on porte les valeurs expérimentales de V,
en abscisse sin? #/2 + ¢, en choisissant des rapports d'échelle
pour sin? #/2 et c¢ telles que les courbes correspondant a
¢ constant, % variable et ¢ variable, % constant, soient bien dis-
tinctes les unes des autres.
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Le domaine d’utilisation de la diffusion de la lumiere élas-
tique est sans limite pour la détermination des masses molaires
(dans la mesure d'un incrément d’'indice de réfraction non nul).
Par contre, elle ne permet d’atteindre que des rayons de giration
compris entre 200 A et 3000 A, ce qui correspond en moyenne a
des masses molaires supérieures a 300000. Une technique plus
récente, la diffusion des neutrons dont la longueur d'onde est
de l'ordre de 1,5 A, dans le domaine des petits angles (1/100 rad)
permet d'obtenir des informations sur des molécules beaucoup
plus petites et aussi sur la statistique a courte distance de chaines
longues.

Nous avons supposé dans tout cet exposé, que les longueurs
d'onde des lumiéres incidente et diffusée sont identiques. Le
développement de la technologie des lasers et des moyens de
détection a permis 1'étude de la distribution des fréquences de la
lumiére diffusée a un angle donné (diffusion RAYLEIGH ou diffusion
quasi élastique) liée au mouvement brownien des particules. Cette
technique permet en particulier de déterminer les coefficients de
diffusion de translation et de rotation des macromolécules en
solution.



