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Аннотация В основе метода динамического рассея-
ния света (ДРС; Dynamic light scattering – DLS) ле-
жит анализ флуктуаций интенсивности света, рассе-
янного частицами, находящимися в состоянии хао-
тического Броуновского движения. В результате 
анализа флуктуаций определяется коэффициент 
диффузии и рассчитывается характерный размер 
частиц. В этой статье рассматриваются факторы, 
определяющие нижний предел размеров частиц, ко-
торые можно исследовать методом DLS, и приво-
дится описание использования сахарозы, как тесто-
вого образца для оценки нижнего предела размеров, 
определяемых данным методом. Значения гидроди-
намического диаметра менее 1 нм получены путем 
регистрации обратно рассеянного света под углом 
173о, что значительно увеличивает чувствительность 
метода DLS. Средние значения для соответствую-
щих пиков (со стандартными отклонениями), полу-
ченные для распределений в единицах интенсивно-
сти (индекс I) и объема (индекс V) для различных 
концентраций сахарозы, в интервале от 5 до 35% 
(вес/объём), составили DI,Mean = 0.82 нм (0.11 нм) и 
DV,Mean = 0.62 нм (0.05 нм), соответственно. Эти ре-
зультаты, полученные для сахарозы, позволяют 
предположить, что измерение частиц в субнаномет-
ровом диапазоне возможно с точностью до 0.1 нм. 
Обсуждается объективность полученных на примере 
сахарозы результатов. 
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Введение 
 
Измерение размеров малых молекул в настоящее 
время представляет большой интерес во многих 
приложениях. Это, например, относится к белкам, 
используемым в фармацевтической промышленно-
сти, в качестве активных составляющих лекарствен-
ных форм (Akagi и другие 2007; Nam и другие 2002). 
Размер молекул в этом случае может использоваться 
как критерий контроля качества. Так же, при произ-
водстве наночастиц, размер может использоваться 
как критерий для контроля качества производимой 
продукции (Hu и другие 2004; Zheng и другие 2002; 
Pascal и другие 1999). Однако, существует очень 
мало доступных (рутинных) методов измерения раз-
меров малых молекул и частиц в растворах. 

Динамическое рассеяние света (DLS) – это ме-
тод характеризации размеров коллоидных диспер-
сий, в котором суспензия частиц или молекул, нахо-
дящихся в состоянии Броуновского движения, осве-
щается лазерным лучом (Dahneke 1983; Pecora 1985; 
ISO13321 1996; Peters 2000). Возникающие при этом 
временные флуктуации интенсивности рассеянного 
света, анализируются автокоррелятором, который 
строит автокорреляционную функцию сигнала. Ав-
токорреляционная функция интенсивности, G, зату-
хает по экспоненциальному закону, со скоростью, 
определяемой диффузией исследуемых частиц (Dah-
neke 1983; Pecora 1985; ISO13321 1996). 
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Где В – это базовая линия, А – амплитуда, и D –
коэффициент поступательной диффузии. 
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Модуль волнового вектора рассеяния (q) определя-
ется нижеприведенным уравнением, где ñ – это ко-
эффициент преломления растворителя, λо – длина 
волны лазера в вакууме, и θ – угол рассеяния: 
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На основании измеренной скорости Броуновского 
движения непосредственно рассчитывается коэффи-
циент поступательной диффузии D частиц. Этот ко-
эффициент диффузии связан с гидродинамическим 
диаметром частиц (DH) уравнением Стокса-
Эйнштейна: 

D
kTDH πη3

=  

где k – постоянная Больцмана, T – абсолютная тем-
пература, и η – вязкость растворителя. 

Нижний размерный предел метода динамиче-
ского светорассеяния определяется интенсивностью 
избыточного рассеяния. Избыточное рассеяние есть 
разница между рассеянием от исследуемой молеку-
лы или частицы и дисперсанта, в котором она нахо-
дится. Эта разница, в свою очередь, зависит от не-
скольких факторов, таких как показатели преломле-
ния молекулы и дисперсанта, концентрация образца, 
мощность и длина волны используемого лазера, чув-
ствительность детектора и оптическая конфигурация 
анализатора. Чем меньше размер молекулы или час-
тицы, тем меньше интенсивность избыточного рас-
сеяния. 

В традиционных анализаторах динамического 
рассеяния света используется угол детектирования 
90о, а чувствительности приборов с такой оптиче-
ской конфигурацией может быть не достаточно для 
успешного измерения малых частиц или молекул, 
даже при использовании мощного лазера с малой 
длиной волны. Оптическая конфигурация, исполь-
зующая в своей основе детектирование обратно рас-
сеянного излучения, позволяет проводить измерения 
образцов с более низкими концентрациями и мень-
шими размерами частиц. При обратном рассеянии 
под углом 173о, рассеивающий объём, сигнал с кото-
рого регистрируется детектором, приблизительно, в 
8 раз превышает рассеивающий объем (сигнал с ко-
торого регистрируется детектором) при использова-
нии классической оптической схемы с углом рассея-
ния 90о. Это обуславливает 8-и кратное увеличение 
регистрируемой скорости счета, которая напрямую 
связана с чувствительностью анализатора, или воз-
можностью измерения малых частиц при низких 
концентрациях. Использование волоконной оптики 
наряду с такой конфигурацией обеспечивает доста-
точно высокое соотношение полезного и фонового 
сигналов, или что более точно, значение корреляци-
онной функции при пересечении с осью ординат 
(максимальное значение), не уменьшается при уве-
личении объема детектирования, как это имеет ме-
сто при использовании "классической" оптической 
конфигурации (Peters 2000). 

Имеет место лишь незначительное уменьшение мак-
симального значения корреляционной функции при 
увеличении скорости отсчета. Такая оптическая кон-
фигурация (с регистрацией обратно рассеянного све-
та) обуславливает исключительную чувствитель-
ность анализатора, которая просто необходима для 
измерения размеров наночастиц и молекул в низких 
концентрациях. 

Оценка предельных возможностей DLS анализа-
тора с точки зрения размера и концентрации иссле-
дуемых частиц обуславливает специфику экспери-
ментальной методики и выбора образцов, которые 
могут быть использованы в качестве тестовых объ-
ектов. В диапазоне размеров более 20 нм существу-
ют стандартные образцы латекса с сертифицирован-
ными диаметрами. Для размеров менее 10 нм могут 
быть использованы некоторые белки, такие как ли-
зоцим и бычий сывороточный альбумин, однако, 
приготовление образца, содержащего мономеры 
данных белков, является достаточно непростой про-
цедурой. В качестве тестового образца близкого по 
размерам к 1 нм или менее необходимо использовать 
отличный от белка объект. Получение подходящих 
образцов, содержащих наночастицы в хорошо дис-
пергированном состоянии и не содержащих агрега-
ты, является довольно сложной задачей. Идеальным 
кандидатом на роль тестового образца для оценки 
качества функционирования чувствительности DLS 
анализатора является сахароза. Это вещество широ-
кодоступно, оно существует в чистой кристалличе-
ской форме и легко растворяется в воде. Молекула 
сахарозы состоит из молекул глюкозы и фруктозы, 
соединенных посредством α-глюкозидной связи 
(Stryer 2002) (Рис. 1). 

В данной статье проводится оценка нижнего 
размерного предела метода динамического рассея-
ния света с использованием сахарозы в качестве тес-
тового образца. Обсуждаются вопросы измерения 
сахарозы при использовании угла детектирования 
173о, и подчеркиваются преимущества использова-
ния регистрации обратного рассеяния для характе-
ризации образцов с субнанометровыми размерами. 
Проведено сравнение с оценками размера, получен-
ными другими методами. 
 
 
Эксперимент 
 
Растворы сахарозы 5, 10, 15, 20, 25, 30 и 35% 
(вес/объём), соответственно, были подготовлены в 
сверхчистой воде и профильтрованы через фильтры 
 

 
 
Рис. 1 Молекула сахарозы состоит из молекул глюкозы и фрукто-
зы, соединенных посредством α-глюкозидной связи. 

~ 



J Nanopart Res 
 

 

 Springer 

Whatman Anotop с размерами пор 0.02 мкм (ката-
ложный номер 6809-3002.). Все вещества, использо-
ванные в данной работе, имели чистоту, не ниже 
Analar grade. 

Измерения для всех концентраций сахарозы 
проведены на анализаторе Malvern Zetasizer Nano S 
(Malvern Instruments Ltd., Великобритания) с углом 
детектирования в 173о. Все измерения в данном ис-
следовании осуществлялись при температуре 25оC. 
Для контроля повторяемости результатов на каждом 
образце было выполнено не менее трех повторных 
измерений. В анализаторе Nano S используется ге-
лий-неоновый (He–Ne) лазер мощностью 4 мВт, ра-
ботающий на длине волны 633 нм. Распределения по 
размерам в единицах интенсивности были получены 
из анализа корреляционных функций с использова-
нием алгоритма Multiple Narrow Modes (Мультимо-
дальная модель анализа) программного обеспечения 
анализатора. В основе алгоритма используется под-
гонка методом NNLS (метод наименьших квадратов 
с ограничениями; Twomey 1997; Lawson и Hanson 
1995). Распределения частиц по размерам из единиц 
интенсивности были преобразованы в объемные с 
использованием теории Ми (Mie 1908). Однако, оп-
тические характеристики молекул сахарозы не 
влияют на получаемый результат, поскольку их раз-
мер значительно меньше, чем длина волны исполь-
зуемого лазера. 

Метод DLS позволяет измерять коэффициенты 
диффузии молекул или частиц, находящихся в со-
стоянии Броуновского движения. Для пересчёта из-
меренного коэффициента диффузии в гидродинами-
ческий размер частиц по уравнению Стокса-
Эйнштейна необходимо знать вязкость образца, как 
указано во введении. Существует несколько спосо-
бов определения того, какое корректное значение 
вязкости должно использоваться для образцов. На-
пример, относительная вязкость известных раство-
ров сахарозы по отношению к воде может быть най-
дена в литературе (Руководство CRC 2006–2007), 
либо вязкости растворов сахарозы могут быть опре-
делены непосредственно с помощью вискозиметра. 
Однако, поскольку метод динамического светорас-
сеяния измеряет скорость диффузии молекул или 
частиц, находящихся в состоянии Броуновского 
движения, то удобен метод определения вязкости 
непосредственно по измерению стандартного образ-
ца полистирольного латекса с известным размером 
при добавлении его в каждый образец сахарозы. В 
данной работе 10 мкл полистирольного латекса 150 
нм (каталожный номер 3150A, производитель Duke 
Scientific, Palo Alto, США) добавляли к 990 мкл со-
ответствующего образца сахарозы. Сравнение раз-
мера, полученного для латекса, диспергированного в 
сахарозе (используя значение вязкости воды), с раз-
мером, полученным для того же латекса, дисперги-
рованного в 10 мМ растворе NaCl (истинный гидро-
динамический диаметр), позволяет определить вяз-
кости растворов сахарозы. Измерения проводились в 
10 мМ растворе NaCl для компенсации двойного 
электрического слоя в соответствии с Международ-
ным Стандартом ISO13321 (1996).  

Метод добавления латекса к растворам сахарозы 
эффективен с точки зрения оценки вязкости, по-
скольку интенсивность рассеяния от значительно 
более крупных частиц латекса существенно превы-
шает интенсивность рассеяния от молекул сахарозы. 
 
 
Результаты и обсуждение 
 
Вязкости растворов сахарозы определяли по опи-
санному ранее методу; в Таблице 1 сведены резуль-
таты, полученные для образца полистирольного ла-
текса 150 нм в 10 мМ растворе NaCl и в растворах с 
различной концентрацией сахарозы. 

В таблице приведены значения средних диамет-
ров (по распределению в единицах интенсивности) в 
нанометрах, значения индексов полидисперсности и 
рассчитанные вязкости. Средние диаметры частиц, и 
значения индексов полидисперсности (PDI, оценка 
ширины распределения) рассчитаны из кумулянтно-
го анализа, как определено в ISO13321 (1996). Зна-
чение индекса полидисперсности является очень 
чувствительным к присутствию агрегатов или за-
грязнений (пыли, инородных объектов). Ожидаемые 
значения индекса полидисперсности для монодис-
персных образцов, в частности для использовавше-
гося в данной работе полистирольного латекса, не 
должны превышать 0.05. Все значения PDI, приве-
денные в Таблице 1, меньше 0.05, что указывает на 
отсутствие влияния различных концентраций саха-
розы на монодисперсность стандартного образца. 
Рассчитанные вязкости для различных концентраций 
сахарозы определялись путем деления вязкости 10 
мМ раствора NaCl (0,8872 мПа с) на отношение 
среднего диаметра, для латекса в 10 мМ растворе 
NaCl к среднему диаметру, измеренному в растворе 
сахарозы соответствующей концентрации. Вязкость, 
которую необходимо задать для проведения кор-
ректных измерений методом DLS, это реальная вяз-
кость (внутреннее трение) среды, в которой находят-
ся исследуемые частицы, находящиеся в состоянии 
Броуновского движения. Описанный способ опреде-
ления реального эффективного значения вязкости 
образца является наиболее удобным, и приемлем до 
тех пор, пока дисперсант не оказывает существенно-
го влияния на латексный образец и сам полисти-
рольный латекс не влияет на вязкость образца. Столь 
малые добавки стандартного образца (как использо-
вавшиеся в данной работе) к каждой из концентра-
ций сахарозы не влияли на вязкость растворов. 

На Рисунке 2 приведены характерные корреля-
ционные функции, полученные в результате измере-
ний, выполненных для некоторых растворов сахаро-
зы на анализаторе Zetasizer Nano S с использованием 
детектирования обратнорассеянного света. На ри-
сунке приведены данные, для трех самых низких 
концентраций сахарозы (5, 10 и 15% вес/объем, со-
ответственно), поскольку эти образцы должны да-
вать наименьший сигнал. 
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Концентрация сахарозы 
(% вес/объем) 

Средний диаметр (нм) Индекс 
полидисперсности 

Рассчитанная 
вязкость (мПа с) 

0 (только 10 мМ NaCl) 151.5 0.011 0.8872 (измеренная) 
5 180.0 0.015 1.054 
10 200.1 0.028 1.172 
15 222.0 0.017 1.300 
20 248.9 0.021 1.458 
25 283.2 0.014 1.658 
30 317.2 0.025 1.858 

Таблица 1 Результаты, полученные 
для стандартного образца полисти-
рольного латекса 150 нм Duke 
Scientific, добавленного в 10 мМ 
раствор NaCl, и растворы с различ-
ной концентрацией сахарозы. 
В таблице приведены значения сред-
них диаметров (по распределению в 
единицах интенсивности) в наномет-
рах, значения индексов полидис-
персности и рассчитанные вязкости. 

35 359.9 0.017 2.108 
 
 
Максимум корреляционной функции (т.е., значение 
при пересечении оси Y, полученное экстраполяцией 
коэффициентов корреляции к нулевому моменту 
времени) это фактически полученное в эксперименте 
отношение сигнал/шум. Значения менее 0.1 указы-
вают на плохое качество экспериментальных дан-
ных. Однако даже при измерении для 5% концен-
трации сахарозы, в точке пересечения получаются 
значения около 0.5, и, таким образом, для всех об-
разцов в данном исследовании, получены достаточ-
но высокие значения. 

Для корреляционных функций, приведённых на 
Рис. 2, отчётливо видны две скорости затухания. 
Высокие скорости затухания, до 10 мкс во времен-
ной шкале, могут быть ассоциированы непосредст-
венно с диффузией молекул сахарозы. Более низкие 
скорости затухания, вблизи базовой линии корреля-
ционных функций (при временах задержки между 10 
и 1000 мкс, соответственно), вероятно, могут рас-
сматриваться как результат коллективной диффузии 
молекул сахарозы. Эта гипотеза подтверждается тем, 
что при увеличении концентрации сахарозы имеет 
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Рис. 2 Корреляционные функции, полученные для концентраций 
сахарозы (а) 5% вес/объем, (b) 10% вес/объем и (с) 15% вес/объем 

место увеличение амплитуды медленной состав-
ляющей скорости затухания. 

Распределения частиц по размерам (в единицах 
интенсивности), полученные из анализа этих корре-
ляционных функций, показаны на Рис. 3. Для каж-
дой концентрации имеет место бимодальное распре-
деление с пиком основной моды около 1 нм, и пиком 
второй моды около 200 нм. Преобразование распре-
делений по размерам из единиц интенсивности в 
объемные распределения производилось с использо-
ванием теории Ми (Mie 1908); полученные объем-
ные распределения частиц по размерам приведены 
на Рис. 4. Все распределения являются мономодаль-
ными с модой, лежащей в диапазоне размеров менее 
1 нм. Результаты полного анализа пиков распреде-
лений по размерам в единицах интенсивности и объ-
ёмных сведены в Таблице 2. В этой таблице приве-
дены значения средних и мод для пиков, соответст-
вующих молекуле сахарозы на основе данных рас-
пределений. 

 

 
 
Рис. 3 Распределения частиц по размерам (в единицах интенсив-
ности), полученные для образцов с различными концентрациями 
сахарозы, измеренных на анализаторе Malvern Zetasizer Nano S с 
использованием технологии регистрации обратного рассеяния 
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Рис. 4 Объёмные распределения частиц по размерам, полученные 
для образцов с различными концентрациями сахарозы, измерен-
ных на анализаторе Malvern Zetasizer Nano S с использованием 
технологии регистрации обратного рассеяния 
 
 

Экстраполяция значений для средних и мод к 
нулевой концентрации, позволяет рассчитать соот-
ветствующие значения для бесконечного разбавле-
ния (Рис. 5). Этот подход рекомендован в Междуна-
родном Стандарте ISO13321 (1996) при исследова-
нии образцов, для которых имеет место системати-
ческая зависимость результата (размеров частиц) от 
концентрации. Эта концентрационная зависимость 
может быть обусловлена конформационными изме-
нениями молекулы сахарозы, зависящими от кон-
центрации. 

Было показано, что содержание воды влияет на 
подвижность и реорганизацию молекул сахарозы; 
подвижность вокруг гликозидной связи увеличива-
ется с увеличением концентрации сахарозы (Math-
louthi и Reiser 1995). 
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Рис. 5 Графики средних и мод для пиков распределений (в едини-
цах интенсивности и объёма), как функции концентрации сахаро-
зы. Данные экстраполированы к нулевой концентрации, рассчи-
таны и приведены значения в точках пересечения графиков с 
осью ординат  
 
 
 
Можно предполагать, что такое конформационное 
изменение в молекуле сахарозы, в результате может 
привести к увеличению коэффициента диффузии 
при увеличении концентрации образца. Другое воз-
можное объяснение зависимости размера от концен-
трации заключается в том, что межмолекулярное 
взаимодействие не возможно полностью компенси-
ровать при использовании значений измеренной вяз-
кости образца. Предположительно, степень взаимо-
действия между молекулами будет увеличиваться с 
увеличением концентрации сахарозы. В дополнение, 
уменьшение эффективной гидратации при высоких 
концентрациях, будет обуславливать уменьшение 
гидродинамического размера (Schultz и Solomon 
1961). При экстраполяции к нулевой концентрации 
значения для средних и мод распределений в едини-
цах интенсивности и объёма составили 1.03, 0.97, 
0.71 и 0.59 нм, соответственно. 

 
 
 
 

Данные для распределения  
в единицах интенсивности 

Данные для объемного  
распределения 

Концентрация сахарозы 
(% вес/объем) 

Пик 1, среднее 
значение (нм) 

Пик 1, мода 
(нм) 

Пик 1, среднее 
значение (нм) 

Пик 1, мода 
(нм) 

5 0.998 0.907 0.670 0.555 
10 0.913 0.875 0.637 0.530 
15 0.879 0.875 0.684 0.608 
20 0.811 0.741 0.626 0.530 
25 0.764 0.741 0.582 0.514 
30 0.724 0.718 0.571 0.530 

Таблица 2. Анализ пиков распре-
делений частиц по размерам в 
единицах интенсивности и объема, 
показанных на Рис. 3 и 4 
 
 
 
 
 
В таблице приведены значения 
средних и мод для пиков, соответ-
ствующих молекуле сахарозы на 
основе данных распределений 

35 0.681 0.627 0.535 0.465 

 

Среднее для пика (интенсивность) = 1,03 нм 
Мода пика (интенсивность) = 0,97 нм 
Среднее для пика (объём) = 0,71 нм 
Мода пика (объём) = 0,59 нм 
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1,06 нм 

0,72 нм 0,60 нм  
 
Рис. 6 Пространственная модель молекулы сахарозы и её линейные размеры вдоль осей Х, Y и Z 
 
 
 

Результаты, представленные в данной статье, 
свидетельствуют о возможности измерения частиц в 
субнанометровом диапазоне размеров при помощи 
метода динамического светорассеяния при условии 
использования соответствующей оптической конфи-
гурации измерительного прибора. Однако, насколь-
ко правдоподобными являются результаты для раз-
меров, полученных методом DLS в данной работе? 
На Рисунке 6 приведена пространственная модель 
молекулы сахарозы в наиболее развёрнутой кон-
формации, наряду со значениями линейных разме-
ров вдоль трёх основных осей, которые составляют 
1.06, 0.72 и 0.60 нм, соответственно. Размер, полу-
чаемый при измерении методом динамического рас-
сеяния света это гидродинамический диаметр сферы, 
которая имеет такой же средний коэффициент диф-
фузии, как и исследуемая молекула. Таким образом, 
диаметры, полученные для различных концентраций 
сахарозы, рассмотренных в данной статье, оказыва-
ются в рамках ожидаемых значений. Помимо этого в 
соответствии с результатами, полученными ранее, 
поступательные коэффициенты диффузии сахарозы, 
должны находиться в диапазоне от 5.0 до 5.5 х 10-6 

см2 с-1 при 298 K (Руководство CRC 2006–2007; 
Engelsen and Pérez 1997). Если эти значения пере-
считать в гидродинамические диаметры сфер по 
уравнению Стокса-Эйнштейна, получатся размеры в 
диапазоне 0.90–0.98 нм. Такие значения размеров 
хорошо сопоставимы со значениями, полученными в 
результате измерений, описанных в данной работе. 

Результаты, представленные в данной статье, 
указывают на возможность измерения частиц субна-
нометровых размеров при помощи метода динами-
ческого светорассеяния, при условии тщательной 
подготовки образцов и использования соответст-
вующей оптической конфигурации анализатора. Ис-
пользование детектирования обратнорассеянного 
света в сочетании с волоконной оптикой обеспечи-
вает исключительную чувствительность анализатора 
и достаточно высокое отношение сигнал/шум, что 
позволяет достоверно измерять образцы с такими 
исключительно малыми размерами частиц. 
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