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1 Introduction

A(H)(HE & &F",%&'()"GR/+)#"%, F&%&D1#88)MI&BO4N)+0(& AN HEL) 10)(H&&D) (")

#H3/3#(&/1Q8H/ 1 (1#3F)#H& % HEBA #3F) 3((/1QI@0EDO40(H3()K1FF)H3_&)3)%3B"/)1%,3#()")
(H&1/)1")_1_")03G&(+)3'D)&GEHER16)"G)(H10)0(3'D3/D)",&/3(1'5),/"#&D$/&)M2640N)10)(")D&O#/1Q&)
H"K)J1&FD)JF"K)G/3#(1"3(1")MIJINV#"%Q1'&D)K1(H)%$F(1,F&)D&(&#("/0\) 0$#F) SPI6SF(1)3'5F &)
0#3((&/1'5)M2 N\Y/&G/3#(1_&)1NDE)3'D)D+'3%1#)F15H()0#3 (K& 2NBFF"K0) (") 0$DBL"$Q
#/1(1#3F),3/3%&(&/0)" GREI&Y40)5"/%$F3(10) L' #F$D1)5C

e«  21T&)D10(/1Q$(1'Y)"BJ(1#F&OL'),H+01"F"5143F) QS G&/0

o #H3'5&)1)'3" 3/(1#F&)01D&P(/1Q$(BG(&/)'(&1)Q1'D1'IM4/"(&1'0)1'(&/3#(1" Nb
o %"F&HSF3/K&1ISH(MIGYDA0)#"%, &' (0)MG"]),"F+%&/1#)#3//7&/O0Nb

. /&F&30%)G/&&B(1'50A$/G3#(3 (B)&?52)47YN)G/ WMHIBRHE)"G)|&A0Y
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D&O#/1Q&D?

)

2 Principle of the Method

2.1. Field-Flow Fractionation
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2.1.
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D&(&H("NG/"%)&0,/&001")NIL()10),"001QF &) (") #3PHBF3(&/35&) %" FE#SF3/)K&15H()"G),/"(&1'0)
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3 Applicability and Limitations (Scope)

3.1 Application of FFF-MALS-RI-DLS

*H&) G/3#(1"'3(1") "GF+D10,&/0&DB)",3/(1#F&) D/$5) G"/%$F3(1"0) Q+) JIJ) Q&G"/&) F15H() 0#3((&/1'5)
3'3F+010)H&F,0)(")"_&/#"%&)K&3Z'&00&0)(H3()3/&),/&0&'()1)Q3(#H)%"D&)& ", &/ 1%d& GNFRIF&)S:)
,3/(1#F&0)#3')H1D&) 0%3FF&/) (88) % &30$/&D) VS3'(1(1&PE&B_&/35&D)"_&/)(H&)D10(/1Q$(1™)
"G)01T&0),/&0&'()1")(H&)03% KK &) "(H&/)H3'D)IL;2)3'3F+010)3G(&/)0&,3/3(1")H&F,0) (") D&(&/%1'&)
(H&) 01T&) "G) ,3/(JEFQKHIHRFS(1™) (1%&0) #3"'() Q&) ,/&D1#0&R9,FH01'5) 3) 0&() "G) #'F$%')
#3F1Q/3(1™) 0(3'D3/PpU?#30&) "G) "F1'&) HU;2) (H&) F15H() 0#3((&/1'5) 3'D) #"#&'(/3(1") 3/&)
%&30%$/&D)G"/) &3#H) &F$(1'5) G/G#(H) K H1AH)K) %"F3/)%300)3'D) 01 T&)#3") Q&) D&(SBVRBeD))
&F$(1Y,"01(1"?) *H1QE&H"% &8 (/&% &F+) SOYGHF"%,F& P3%, F&B)F1Z&) 940) 1) 0&/$681'1'5)
%&D1$%N)G"/P63(&/13RBIB() % 15H((&/3#() K1(KH) &) 0&,3/3(1)#"F$%'s0)0(3(1"'3/+) ,H3&D)D")

"() &F$(&P##"/D1'5) (") (HRormal 0&,3/3(1")%"D&IIHL;2 4;2 S-)3FF'K0)0($D+1'5)3)Q/"3D)/3'5&)

"G) ,H+01#8A&%1#3F) ,/",&/(1&0) "G) %&BI#BF#F&O\) 1'#F$D1'5) 01T&) D10(/1Q$(1™) "G) #'%,F&)
%1 ($/&0\) 94/"(&1") 1'(&/3#(1™0\) Q3(#H) (") Q3(#H) /&,/"D$#1Q1LF1(+) MQ+) 94) 01 T&N)) (H&) &&D&'#&) "G
#"3(1'5)/&F&30&D) GIZ0)<04)0$/G3#&) , H+01"F'51#3F)Q$GG&/0)3'D) (H&) %" F&#$F3/)K&15H()"G),"F+%:¢
#'%,"01'5),"F+%&/1#8D 94)M,"F+%&/1#)940\)D&'D/1%&/0)&(#N?

3.1.1 Nanoparticle size and NP-protein interactionst
-)%"0() #30&0M:D 940)3/&) &, &#(&D) (") 3_"1D) 1'(&/3#(1"") K1(H) QF"'D) #"%,"&'(0) 30) ,/"(&1")
3D0"/,(1") G/I"%) QF""'D) %15H() /3D1#BRHBY) (HRJO(3QLF1(+\) G3(&) 3'D) #1/#$F3(1") (1%&\) H3_1'5)
D/30(1#) &GG&#() ") (H&) Q1"3_31F3Q1F1(+)3'D),H3/%3#"Z21'&(1#0) "G) (H&) #3//1&D)"/) &'#3,0$F3(
%"F&#$F&0?) 6'&) "G) (H&) 01%,F&0() K3+0) (") D&(&#() ,/"(&1") 3D0"/,(1™) ™) '3™,3/(1#F&0) 10) ()
%&30%$/&) (H&) #5683 1') '3",3/(1#F&) 01T&) 3G(&/) 1'#$Q3(1™) 1) (H&) ,/&0&'#&) "G) 0&/$%) ,/"(&1'07?)
8'G"/($'3(&F+\)(H&),/"(&1")#"/"'3)10),/3#(1#3FF+)1'_101QF&)G"/)1%351'5)%&(H"D0)F12&)*71\)3'D)
1%,"001QF&)(")V$3'(1G+)K1(H)Q3(#H)%"D&)!;2\)D$&) (") (H&1/)1'(/1'01#) iy 3R 36#010)"G)
03%,F&0),"00&001'5) Q/"3D) "/) %¥HFIBF) D10(/1Q$(1"\) &0,&#13FF+) 1) #"%,F& ") 03%,F&) %1 ($/&0
3'D)1"),H+01"F"51#3F) %&D13)#"(31'1'5) 0&/$%) ,/"(&1'07?)-") (H10) #"'(& (\) D+'3%1#) F15H() 0#3((&/1
M!;2N) 3'D) %$F(1) 3'5F&) F15H() 0#3((&/1'5) MHQANYE) 3") "+1'&) D"K'0(/&3%) "G) 0&,3/3(1™)
%&(H"D0) F1Z&) JARKDI/3#(1"'3(1")MIJIN) 3FF"'K) (*),/"_1D&)3##$/3(&)01T&) 1'G"/%3(K")G"/),"F+
D10,&/0&D)03%,F&0)1"),H+01"F"51#3F)%&D13)3'D)G"/),/"(&1)Q1P1'5)0($D1&0?

JIM;2 4L;2) 10)3F0") 3) Q&((&/) I&F13QESSRHH3") 1:2) 3'D) *71) (*) #H&HZ) Q3(#H) (") Q3(#H)
1&,1"D$#1QIFL(+?)-)(H10)#" (& ()1()%3+) Q&) $0&CSF N BH GG () Q3 (FBARMBH3/3#(&/1T&D)

Q+) (H&) 03%&) &F$(1") ,/"G1F&\) 3 FHSM+) ,"00&00) (H&) 03%&) 01T&) D10(/1Q$(1") 3'D) (H&) 03%
3_&/35&) 01TIGR)) 1) (H10) #"(&\] IL;2 4:2) D&(&H("/0) D"K'0(/&3%) (") (H&) JJJ) 0&,3/3(1")
"#8&00) 3FF"K)10#/1%1'3(18R(K&&') 0%3FF) Q$() 015'1G1#3'() #H3'5&(HIFENE"() Q&)
/1&0"F_&D)K1(H)Q3(#H)%" " DE0,Z#13FEY),"F+D10,8/0&D)03%0P&

J'1)(H&B'3F+01T3) 9401 T&) Q+)dLR) (H&) /&0&#&)"G) " F1'&)#" #&'(/3(1") D&(&#("/0) 0$#H)30)
S-) 3'D) 8.5-2) 10) "()O(/1#(F+) '&#&0QBOA '#&) 01T&) 3'3F+010) D") () '&&D) 1'G"/%3(1") "G) 94)
#"#&'(13(1")")"G)(H&)D' ADH)RIZ)0&001 ") RP>
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3.1.2 Analysis of molecular weight: the presence of free NP coating

*) 3 "1D) 1'(&/3#(1") K1(H) (H&) 1%9EH:&(&I6\8D ©40)3/&) (+,1#3FF4)&/&D) Q3) OH&FF) "G)
F+&(H+F& ' &)5F+#'F)MATYN?)]"K&_&/)0"%&(1%&)\),3/()"G) (HE)NZ F OB OBERH]HE) 0$/G 3#&,)
"G)1&DO40) 1'DSH1'5)1%%$'&)/&3#(1") 3'BF0\) 1%, 3#(1BI& 103G &(+7?) *HER30D) G/&E&) ATY
G/"%)940)D10,&/0&D)1'),H+01"F"51#3F) Q$GGAYBIRIRTIBRNT &) QLA S-?)*H3'Z0)(")
(H&),/&0&#&)"G) " F1'&)#&' (/3(1") D&(&H("/0)0$#H)393'D)8. <-2) D&(&H("/)(H&)3%"$'()"G)
GI&&) #'3(1'5) #3') 3FQE)$3'(LG1&D\) Q+) ,/"D$#1'5) 3) #3FLQ/3(L™) #$/_&) KAL) 1BIE)
0(3'D3/DOAL#$/0"/07

3.1.3: Analysis of molecular weight: analysis of the polymeric components of the carriert

3.2

4

J'N),"F+%&/1#) |&BOA0\) (H&) #H3/3#(&/10(1#0)"G) (FHBB/ 1#) #"%, " &' (0) M#"%, "01(1"\) %&3")
%"F&#$F3/) K&L5H() MBYEI) (") Q&) 3'3F+TRDI) #'%Q1'&D) K1(H) IL;2) 3'D)/&G/3#(1_&) 1'D& ) MS-N)
D&(&H#("/)#3') Q&) $0&D\) 1) 3F(&/'3(1_&) (") 01T&) & #FS$01™) #H/"%3("5/3,H+) M27:N\) (") D&(&/%1'&) (
%&3") 1) K&15H()"G),"F+%&/0)#" %015 (H&)1&D0409"/) (H&3'3F+01T3) 1) "G)3)$'Z"K")

"F+%&N\[H&) ,/&0&'#&) "G) 3) S-) D&(&H("/) 10) /&V$1/&D) (") #3F#SF 3 (& PEEIPBADY) RIZD)
3,,&D1)=Np

Limitations of FFF-MALS
*H&"/&(1#3FF+\)JJJ)10) 3QF&) () 0&,3/3(&) , 3/ (1#F&@ID @ XY%) 01T&) /3'56&7?)]'"K& _&N\)G"/)5""'D)
0&,3/3(1"),&/G"/%3'#&) JJJ) ,3/3%&(&/0) ML'#FSD1'5) #H"1#&) "G) Q$GG&/0\) %&%Q/3'&\) F1V$1D)(
3'D)#H3"&P5&"%&(/+N)H3_&)(")Q&)#3/&G$FF+)",(1%1T&D\)/&V$1/1'5)&GG"/(0)1)%&(H"D)D& &F'
G") & _&/+) %"F&#IF&) (") Q&) 3'3F+T&?) S&O"F$H(1™\) G/3#(1"3(1'5) ,"K&/) 3'D) /&(&'(1") ") (H&)
%&%Q/3'&)H3_&)(")Q&)Q3F3'#&D)K1(H),/3#(1#3FF+)3##&,(3QF&)3'3F+010)(120&0)1")&3#H)#30&?

*H&P+3(()!13K') J&F&"0) -)1L;2) 1'0(/$%&'() 10) (H&"/&(1#3FF+) 3QB&Y&)%1'&) %"F3/) %300&0)

GI'%) =@@) !3) (") >) Y!3) 3'D) /3D11) G/"WI@®) WKE& &N\ (H&) $#&/(31'(+) "G) (H&) 01T&)
%&30$/8&%8&'() 10)™() (H&) 03%8&)"_&/) (H&)#" &/&D)01T&)/3'5&\) #3F#$F3(&D) HB0BF3RNBD1
3F0") D&,&'D) ") %"D&F) 1',$() ,3/3%&(&/0) 3'D) (H&) D&(&#("/) H30) (*) Q&) 3F15'&D) 3'D) "/%3F1T&D
$01'5) 0(3'D3/D0) G"/) &3#H) %&30$/8&%&() 0&/1&0?) L) 0(3'D3/D) OH"$FD) Q&) $0&D) (*) "/%3F1T&) Il
&3#H) (1%&) 0"F_&'() 10) #H3'5&D?) a2L) #3') Q&) $0&D) G"/) %&30$/ R30S LEBORW'F_&'(0)
MO$#H)30)4a2N\)KH1F&)D& (/3')0H"$FD)Q&)$0&D)K1(H)3V$&"$0)Q$GG&/)K 1(H)0$/G3#(3' (0)M&?
"F+0(+/&'&)0H"$FD)Q&)$0&D)K 1(H)%1 &D)"/53'1#)0"F_&'(0

)

Related Documents

+789:1:,0:97<:=,=>?@A:B<C

$>?@A:Bs$, $>?@A:B<,+Dx9:

78u9:;u4:u@>) 1&30%$/1'5)Q3(#H)%"D&)! 2

78u95udiu =3 | [&30$/1'5)94)L55/&53(1")4/",&'01(1&0)Q+)Q3(#H)%" DR)!;2

78u9:;u4:u@=) 1&30%$/1'5)v&(3)4"(&'(13F

78u9;u4u@>P) | 1&30$/1'5)(H&),])"G)93",3/(1#F&)2%$0,&'01™0
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5 Equipment and Reagents

5.1

5.2

5.3

Equipment
* 4"0("_3)LI=@@@)+3(()7#F1,08)01FR61F3/)1'0(/$%0R'(
* 8.)D&(&#(")
*  M3(()!13K)]&F&"0)--)IL;2\)4"0("_3)49=>PX)IL;2)"/)01%1F3/)1'0(/$%&)(
*  6,(1F3Q)M8NW)S&G/3#(1_&)1'D& )MS-N)D&(&#("/)NI")01%1F3/N
*  M6,(1"3FBF_&/)V&(301T&[™)Vv2) 1'0(/$%&'(\)"/)01%1FB/N

Reagents
*  1&%Q/3'&)G"/)(H&)JII)#H3"&FC)G"/)%"0()3,,F1#3(1")1()10)0$55& 0D BHE&(

"GG)/&5&'&/3(&D)#&FF$F"0&) % &ML '0(/$%&'()%3'$G3H#H(H &/N

a"_1'&)0&/$%)3FQ$%A")'%&/) Ma2LXWUYFIEGG15%3 FD/1#HN

 1&(/3") >@@!'3\)3'3F+(1#3F)0(3'D3/D)G"/) LI G/ 245 %3)LFD/I#HN

9" 3#H&Y)M>@@y\)4"0("_3)L'3FY AR @? @QSCGE&/

e 4H"0,H3(&)Q$GG&/&D)03F1'&)0"F$(1")MAa2) JITRMRY/&#" %% &' D&D)%"Q1F&),H30&)
G"/) %&30%/&%&'(0) K1ED ©40)3'D) G"/) K3(&/) 0"F$QF&) 3'3F303.0f) 10) (H&) %"0(F+)
1&F&_3'() ,H+01"F"51#3F) QBGL38)0,&#1G1#) Q$GG&/0) %3+) Q&) $0&D) G"/) (H&) 3'3F+010
0,&#1G1#)3'3F+(&0)\Wr&96R)0)0"F$QF&)1")"/53'1#)0"F )&'(ON?

* J&(3F)Q"_1'&)0&/$%)NJa2N

* 4"F+0(+/&'&)3",3/(1#F&) 0%$0,&'01") M/&F&_3'() 01T&) /3'9&*) (/&3#&QF&) 01T&)
0(3'D3/DBY

*  6(H&/)0(3'D3/D0)G"/)(H&)3'3F+010)"G)I")(")Q&)0&F&#(&D)#30&)Q+)#30&

Reagent Preparation
PBS

2(3'D3/D)>")M,])R?EN)4a2) 0"F$(1") H30) (") Q&) G/&OHF+) /&,3/&D) 3'D) G1F(&/&D)K1(H) @?=) 0
Q&G"/&)$01'5)1()30)3)%"Q1F&),H30&)1')JIJ)"NQ$GG&/) 1) (HE),/"(&1)Q1' D1 &) RIBH& (?)
(H&) G1F(&/&D)0"F$(1") OH"$FD) Q&) #H&HZ&D) 3##"/D1'5) (") (HBBS/&JER/1Q&D) 1') (H&)
["#&D$/&) 28&30$/1'5) (H&) |]) "G) 93", 3/(1#F&) 2$0,&'01"£P) FH&)GLF(&/QIHS(1™) #3') Q&)
0("/&D) 3() /""%) (&%,&/3($/&) G¥)D3+0) /) 1) /&G/15&/3(")) ) K&&J?G) (32&') GI"%) (H&)
1&G/15&13("1\) (H&) 0"F$(1") H30) (") Q&) 1'#$Q3(&D) ("}IREEIM), &/3($/8) Q&G"/&) 1'(/"D$#1'5)
1'(")(H&)JII)0+0(&Y67?)

5 mg/mL BSA solution

*H&)a2L)0"F$(1M0&D)G")"/1%3F1T3(1")"'G)(H&)IL;2)D&(8480)(")Q&),/&,3/&D)G/&0HF+)
Q&G"/&)(H&)& ,&/1% &' (Ye&30$/1'5D)%5)"G)aal)3")7,,&'D"/G)($Q&)3'D)D100"F_1'HH))
%;)"GM@ ?=) 0N &/&D) 4&R2)0"F$(1")OH"$FD) " () Q&) G 1F(&/&D) Q82 ¥&NBO&EFhem
solution

FHE&) @?=y)9"_3#H&%)0"F$(1")M$0&D) 30) %" "QIFL)42304N)") 3F1D3(1")& ,&/1%& (ON)
H30) (") Q&) ,/&,3/&D) G/&0HF+) Q&G"/&) (H&) & ,&/13G) R=)%;) "G) >@@y) 9" 3#H)&%
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0$/G3#(3'() %1 ($/&) DYHG) 11FFL]) K3(3H&) 0"F$(1") OH"$FD) Q&) G1F(&/&D)K1(H) 3) @?=) 0%) G111
Q&G"/&)$01'5)1()30)3) %"Q1F&),B30&)18 ", &/1%& (?)*H&) G1F(&/&D) 0"F$(1")#3") Q&) 0("/&D) 3()
1""%) (8%, &/3($/&) G"/) =) D3+0)"/) 1')/&GR(SEG"/)>) K&EJA-G) (3Z8") G/"%) (H&)/&GI15&/3("N) (H&)
0"F$(1"™) H30) (") Q&) 1'#$Q3(&D) (") /&3#H) I""%) (8%,&/3($/&) Q&G"/&) 1'(/"D$#1'5) 1'(") (H&) JJJ)
0+0(&%?N

0.05% SDS solution

@?@09'2)0"F$(1")M", (1" 3FF+)$0&D)30)%"Q1F&),H30&) G"/)4:2)940) 1) 3F1D3(ONK ,&/1%&
H30)(")Q&),/&,3/&D)G/&OHF+)Q&G"/&) (H&)& ,&/1%& (@) HBIFTS@ O #3) Q&) /&, 3/&D)Q+)
D100"F_1'5)@70)5)"G)2!2)1')>);)"G)I1FF1[)K3(&/)*H&)0"F$(1")OH"$FD) Q&) G1F(&/&D)K1(H)3) @*
Q&G"/&)$01'5)1()30)3)%"Q1F&),H30&)1)3)JII) &, &/ 1YB&FPRIEIR) 0"F$(1")#3") Q&) 0("/&D)3()
1"'%) (8%, &/3($/8&) G"/)=)D3+0)"/) 1')/&G/158&/3(") G"/) >) K&&Z?)M-G) (3Z&") G/"%) (H&)/&G/158/3("1\)
0"F$(1"™) H30) (") Q&) 1'#$Q3(&D) (") /&3#H) I""%) (8%,&/3($/&) Q&G"/&) 1'(/"D$#1'5) 1'(") (H&) JJJ)
0+0(&%?N

Dextran solution in Novachem 0.2% or 0.05% SDS solution

*H&)D& (/3') 0"F$(1") MSO&D) G"/) "1%3F1T3(1") "G) (H&) IL;2) D&(&H#("/N) H30) (") Q&) ,/&,3/&D)
G/&OHF+) Q&G"/&) (H&) & ,&/1%&'() Q+) %&B)HEBG) '&3") ,"KD&/ )1)3")7,,&'D"/G)($Q&)
3'D) D100"F_1'5) 1() 1') >) %:) "G) M@IPFY'0BMI&96) T )'/) 2!12) @? @G 1F(&/&D) QSBEE)
0"F$(1")0H"$FD)"()Q&)G1F(&/&D)Q&E"/&)$0&?

6 Procedure

6.1

General remarks for FFF separation

-) "ID&)) (") ",(1%T&) (H&) JJJ) 0&,3/3(1™) ,3/3%&(&/0) "G) (H&) %&(H"D) H30) (") Q&) 3DB$0(&D!
3##"/D1'5) (") (H&) 3#($3F) ,/",&/(1&0) "GPEE]") Q&) 3'3A&D 2P &3F)&H"D) ,3/3%& (&/B)LFF)
3F0")3FK3+0) D&, &' DfH3"&F)5&"%&(/+\) %&%Q/3'&)M3'D) G/1(N) %3(&/13F) 3'D) J(B(&2p&'(
*$Q1'5)3'D) " F1'&) #"'$,F&D&(&#('WION) KDEKE/% 1" KH&) Q3#Z&00$/&) (H3() 3F0") H30) &G G&#()
")(H&)0&,3/3(1")

LI B)(H&)0$/G3#&) #H3/5&) "G RFESK 1FF) 3GG&#() (H&1/) 1'(&/3#(1") RAQIBI&)R) M(H&)
Q"(("%) ,3/() "G) (H&) #H3"&FN?) 43/(1#FBOF&#SFEBI5H() Q&) (&%,"/3/1F+) 3D0"/Q&D) /)
&I%3'& (F+)#3,($/&D) ™) (H&) %8&%Q/3'&) 0$/G3#&) D&,&'D1'5) ") (H&) #H3/58) "G) (H&) %&%Q/3'&)
3'D) (H&'3F+(@)H3'51'5),]) 3'D) 1" 1#) 0(/&'5(H) "G) (H&) %" Q1F&) ,H30&) #3') HGE 'L D&3F)
#"D1(1"0?)LD0",(1")"G)(HEJF+(&15H()0(1FF)H3,,&\) Q$IR1(1"1'5)"G)(H&) %&%Q/3'&)
K1(H)(H&)03%,F&)#3")0(3Q1F1T&)(H&)0&,3/3(1)")/&0$F(0?)

*5&(H&/) K1(H) &F&H#(/"0(3(1#) 1'(&/3§A0P&" &#(&HE&) DT&) "G) (H&) ,3/(1#F&OIKIEND)

0(/"'5 )&GG&H() ") (H&1/) /&(&'(1™) (APHEF) (1%&) "G) (H&) %&30$/&%&. () %15H() #H3'5&) G/"%) 3)
#'$,F&)"G) %1'$(&0) (") 3)#'$,F&)"G) H"$/0) D&, &'D1'5)") (H&) 03%, F&) /" BU(ABROR G"#$0
GF"K#H3"&F) 5&"%&(/+\) #H3"&F) 0,388) #/"00GF"K) ,3/3%&(&/0) H3_&) (") Q&) ",(1%1T&D) (")
5&(5""D)0&,3/3(1") G/"%)K&) _"1D),&3BM)"/)"(H&/)#'%,"&'(0)F&3_1'5)(H&)#"F$%")3() (H&)
Q&51"1'5) "G) (H&) %&30$/8%6& () K1(H"$() Q&EH+) 0&,3/3(&DN) 3'D) () /&3#H) %3'1%$%)
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184" &1+) 1) (H&) %31') ,&3Z) M%1'1%$%) 3%"$'() "G) %3(&/13F) /&(31'&D) ") (B1&) B4E&HQ
1&3#H1'5) @) #/*GF"KYL5$/&) X) 1') L"&NI"/&"_&N)3'3F+010) (1%&) OH"$FD) Q&) Z&, ()/&30"3QF+)
F'KY

*1,<GF"K)0) $0$3FF+) Z&,() G1 &DM3EFD) Q&) #'%,3(1QF&) K1(H)HER)'#"$,F&D) %&30$/&%& ()
(&HH'1V$&?)J")F1'8)2)%&30$/&%& (0)D&(&H(")GF'K)_3F$&0)Q&F"K) @ 7889647868 DEIP?

6.2

LO)"™) D&(31F&D)264)#3") Q&)5&'&/3(&D) G"/) H183)PhR.30$/8%&'()"G) /& _1"$OF+)$Z"K’)
03%,F&0\BF1D3(1'5) %&30$/&96&BK.) (N&)&/G"/%&D) 3'D) /&, "/(&D3")&3#H) 0($D+) $01'5)
(H&)B($3F)1'0(/$%&' ()0&(S$,)M%&IQ/3'&\) ($Q1'5\) D&(&H("/ON?

Flow chart

*H&)K"/ZGF"K) (H&)'& (),3580$%%3/1T&0) (H&) %31") O&) 0H&) 1(&/3(1_&JU;R) %&(H"D)
D&_&F",%&)8'D)%&30$/&%&)(/"#&00)G"/)0($D+1'5)I1&D40)01T&)D10(/LQ$S(1")3Dye1")
1'(&/3#(1™0) 30) 3') & 3%,PE'K&_&N\) _&/+) 01%1F3/) ,/"#&D$/&0) OH"$FD) Q&) G"FF"K&D) G"/) "(H&/
3, F1#3(1"0?

4/&F1%1'3/+)#"01D&/3(1'HCYP1'5)(H&),3/3%&(&/0)G")(H&) & ,&/199&' (0
Buffer to be used

-)3)(+, 1#3F)#30&\)4a2)10)0&F&#(&D)30)%" " QORLFABDE) (H&)#30&)G"/)(H&)3'3F+8a4))G)I&D
01T&)MQ3(#H) (") Q3(#H) _3/13Q1F1(+\),/"(&1) 1'(&/3#(1"N\)G"/) (H&) 3'3F+010)"G) (H&)/&F&30&)"
#'3(1'5) G"/) (H&) 940) GB#&\) Q$() 3F0") G"/) (H&) 3'3F+010) "G) ,"F+%&/1#) #'%," & (0) KH1#H) 3/&
0"F$QF&BNVBE"$IQ$GGEY0?)

J'/) (H&) 3'3F+010)"G) ,"F+%&/0) 0"F$QF&) 1')"/53'1#) 0"F_&'(0\) 3) %1 ($/&)"G)3") "/53'1#) 0"F_&'()3'
K3(&/)"/) 3),$/&)"/53'1#) &F$&'() OH"$FD) Q&) 0&F&#(&D?) -) #30BF TGS (H&) %" FE&HSF3/)
K&L5H()"G)#"'%," &' (D G),"F+%&/#)9%(H&)I&DO40)H3_&)(")Q&)G1/0()0"F$Q)B) TEBD)H)

0"F_&'() %1 ($/&YI$0$3FF+) 1) "/53'1#) 0"F_&'(0) 0$#HYR3D) 0@ "/) O@ ) %&(H3"FN?)
2"F$QIF103(M'("#"F O#3") Q&) #HEHZ&D)&301EH)BM)2)") (H&)94) 1) D1GG&/& ()y)"53'1#)
0"F_&'(0)(")%32&)0$/&)940)")F"'5&/) & 10()Q$()/3(H&/)B$0() (H&),"F+%&/)1') 1(0) G/&&) G"/%?)a&)!
("YH3_&)3)JJJ)%"DS$F&)#"'%,3(1QF&)K1(H)"/53'1#)0"F_&'(0)(")/$') (H"0&) & ,&/1%&'(0?)-G)" () G"/
(H10)Z1'D)"G)3'3FULR)& #F$01")#H/"%3("5/3H+)M27:N)#"$, F&D)K1(H)IL;2)3'D)S-)D&(&#("/0) 10
0$55&0(&D)30)3)3F(&/'3(1_&)0&,3/3(1")(&#H'1V$&?

)

Selecting the membrane and the channel geometry

a&G"1&)(H&)G1/0()& ,&/1%&()3)'&K)%&%Q/3'&) 10)%"$'(&D) 1') (H&) I B FHIESRF0(8%) 10)

& (&'01_&F+) K30H&D) K1(H) (H&) #H"0&") /$"1'5Q$BBEN) 3,,F1#3(1"0) 14a2) 3) >@) Z!3)
%&%Q/3'&) "G) 1&58&'&/3(1_&) #&FF$F"0ROMISAY)QE&O() #H"1#&?2) J'/) $Z""K') 03%,F&0) 1() 10)
0$55&0(&D) (") 0(3/()Q+)$01'5)3)0,3#&/) "G) PO @) 0%\) KH1#H) K"/ Z0)(H)B)BEHB)/3'5&) "G)
3'3F+(&0) MG/"%) ,/"(&1'0) (") Q15) 940N?) I1GG&/&'() 0,3#&/0) #3') Q&) 0&F&#(&D) 1) 0,8#1G 1#) #3(
_3F$&)"G)(H&)&F$(1")GF"K)10)G1 &D)3'D)3FK3+0)D&(&/%1'&D)Q+)(H&)#" " G15$/3(L")"G)+"$/)0+
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2(&,)>PL;2)D&(&H("/)"1%3F1T3(1Y)

*H&)IL;2) D&(&H("/P&'&/3(&) "F(35&) 3F$&0)(H3()3/&),/","/(1"3F)(")F15H()1(&01(1&07?)-()OH"$FD)
Q&)#3F1Q/3(&D)(") Q&) 3QF&) (") #3FHYF 3RHENG/"%) F15H() 1'(&'01(1&07) *H&) #3F1Q/3(1") 10) D"
30W@{) SO BB (/", 14%"FE&#SHEB(),/"_1D&O0)B3/58&)0#3((&/1'5) OLBER57),$/&) ("F$SQKNR)

F5) 30) (H&)+0(&%) 10) F&G() $'D10($/Q&D) 1() 10) () '&#&003/+) ()Y RSEHEBBHED/3(1") 10)
'8&D&D)3G(&/)#H3'51'5)(H&)03%, F&)H&FF)"/)/&3F15'%&'())G)(H&)F30&/?

L0) &3#H) D&(&H#("/) H30) 1(0)"K') 5&"%&(/1# 3R B3 SF3/) 08'01(1_\{¥%3F1T3(1")H30) (")
Q&)D"'&)D&(&/%1'1'5)(H&)"1%3F1T3(1")#"&GG1#1& (0)G"/)&3#H)D&(&H("/)$01'5) (H&)03%&) GF"|
3'D) (H&) 03%&) 0"F_&'() (H3() 3/&) $0&D) G"/) (H&) 0&,3/3(1") %&30$/&%6&(?) J"/) (H10) ,$/,"0&) 3')
10"(/",1#) 0#3((&/&/) MFAZIQ)%""%&/) ") =@P @) Z!3) ,"F+%&) H30) (*) Q&) $0&BR)
"/9%3F1T3(1")#" &G G 1#18(0&)W@{) D&(&H#(YP®)) KH1F&) (H&)" (H&/) D&BRSAIDBS0(&D) Q+)
_3/+1'5)3%"$'(0)(")+1&FD)1D&'(143F)_3FHRIBUBIFNB'5P0?

*H&) G1/0() ALI2) & ,&/1%&'() $01'5)3) 0$1(3QF&) 10"(/", 1#) 0(3'D3/D) G"/) +"$/) SFH&)3 D)
%5A%)a2L)1")4aMH&F,0)(")_&/1G+)(H&),/",&1)" &/3(1")"G)(H&)&V$IIBEL'_1D&0)D3(3)G"/)

(H&) IL;2) D&(&H("/) 3F15'%&() 3'D) "/%3F1T3)M&)B'3F+010) 10) TFERP) (*) (*) #"//&#() G"/)

Q3'D) Q/"3D&'1'BL'D$#&D) Q+) (H&) UBE(&H("/) #"G15$/3(P) *H"0&) (H/&&) ", &/3(1"0) 3FF"K)
#183(1'53)'&K)%&(H"D) 1')L0(/3)0"G(K3/&)M0&&)LO(/3)5$1 D& BHENINBEF &#(&D)G"/)D3(3)
3'3F+010) "G) ;2) D3(3?) |"$) OH"$FD) #/&3(&) 3) %&(H"D) G"FF"K1'5) (H&) 03%&) ,/"#&D$/&) G"/) &
D1GG&/&'()0"F_&'()+"$)3/&)$01'5\) #H""01'5) 3) /,&/) 0(3'D3/D) G"/) &3#H) 0"F_&R)@ZI3P) >@

D& (/3')1')212) @?@)F)9"_3#H&Y%) @RF>@P @)Z!3)F+0(+/&'&)1)"/53'1#)0"F_&ND)6'#&)(H&)
%&(H"D) H30) Q&&') #/&3(&D) 1() #3') Q&) $0&D) G"/) D3(3) 3'3F+010) 1') "(H&/) %&30$/&%6&'() 0&0(
J/"_1D&D)(H3() (H&)YB(G)+"$/)0+0(8&%)10)"()%"D1G L&D M#H3'5&) "G)#" " &#(1"'0\) %31'(&'3'#&)
"G)(H&) D&(&H("/0\) &@BNP&) B ") "G) 3)'&K) %&(H"D) 10)"()' &#&00BFK 3+0)/$) 3)0(3'D3/D)

3() (H&) Q&51"1'5) "G) &3#H) %&30$/896&'() 0&001™) M(H/&&) /&,&3(&D) 1'B&H#(1"ON) () #H&HZ) IL
"/963F1T3(1")MO&E)IHHE, (IHER/1B)08H(1 YN

a&G"/&)/$"1'5) +"$/) 03%, FEN&) %&%Q/3)&’) (H&) #H3" &) '&&DO0) () Q&) ,3001_I&/H10)
/&30™\) 1() 10) 0$55&0(&D) (*) /$") 3() F&30() P) 1'B&#(BE))0E@)D3/D) $0&D) (%) #H&HZ) IL;2)
"/963F1T3(1V)Q&E)0(3/(1'5)(")1'B&H()+"$/)03%)F &?

2(&,)=C)I&(H"D)",1%1T3(]"

801'5)(H&)#H&Y%1#3F) /" &/(1&0\) T&(3),"(&'(13F\) :2) D13%&AM@N) 84(/$%) 3'DIH&/) 1',$()
D3(3)3F/&3D+)Z""K')3Q"$() (H&F+(&) (H&)",&/3("/)0&F&#(0) (H&)0(3/(1'5)JJJ) YoNFBI[&#(1")
3/3%&(&/0)3'D) ,3/(1#F&) #"#& (/3(1")8'D) ,&/G"1%0) (H&) 1(&/3(1_&) ,/"#&00) F&3D1'5) () 3')

" (1%1T&D) 0&,3/3(1") %&(H"D?) *H&) " ,(1%1T&D) %&(H"D) 3FF"K0) 3) #F&3/) 0&,3/3(1") "G) (H&) %
03%,F&),&3Z) G/'%) (H&) "1D),&32\) K1(H) %3 1%1T&D)/&#" &I+)$'D&/)/&30"3QF+) OH"/() 3'3F-
(1%&))

AHIF&) ", (1%1T1'5) (H&) HARY G"/) +"$/) 3'3F+(&) 1) 3) _&/+) #'%,F&") %)L"($)&%63'+)
%"FE&HSF&OA, 3/(IHEQAW (& BO&LGSF) () G"#$0) "F+)™)",(1%1T1'5) (H&), &BAG) 1'(&/&0(?)
J') & 3%,F&KH&) 3'3F+T1'5) 940) 01T&) D10(/1Q$(1"™) 34PYQAM) 1'(&/3#(1"\) %&(H"D)
" (1%I1T3(1"G"#$P") "Q(31'1'5D+%%&(/1/&320)"G) ""/&3(&D&D 94)," $F3(1™"0\) KH1#H)
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OH"$FD)K&FF)0&,3/&D)G/"%)(H&) JUTSRESK)#3F#$F3(1'5) 94M®I(FR.)"(H&/) H3'D\) 184
J&O&H&) "G) GI&&) #'B)IN&?57) GI&&) 4TYN) /&F&308&D) Q+) (HRRTHBBHEP)GS) 1'(&/&0())
%&(H"D) *,(1%1T3(L0H"$FD) 3136) "Q(31'1'58)#F&30&,3/3(1") "GYH&,&3Z) "GB/&&) 47Y)
%"FEHSFER)%) (H&) _"IBP5?)$01E)5H) #/'00) GF'K) 3'BFEH'GF"K) 0$#H) 30) P) %;A%1'N\) /3(H&/)
(H3')")(H&)94)&F$(1™),/"G1P&

Optimization of cross flow and focus flow

*H&)0(/&'5(H)"G)(H&)#/"00)GF"K)3'D)G"#$0)GF"K)G1&FD)3/&),/"Q3QF+)(H&)%"0()1%,"/(3'()0&, 3/
_3/13Q88D)(H&HI3_&)(")Q&)#3/&GSFF+)", (LPHIERBIB_&)3)0(/"5)&GGE&H()™)/&0"F$(1")3'D)
#3)Q&) _3/1&D)K1D&F+)3'D)/3,1DF+)K1(H"$() SBERY(H&) #H3"&F) 5&"%&(/+?)-G) E"K)
#/"00GF"K) 10) 3,,F1&D) D$/1'5) G"#$0) MG"#$0) GF" 86} f32)HI0RA01T&) G/3#(1"0) K1FF) &F$(&)
1%9%8&D13(&F+) 3G(&/) (H&) &F$(1") %"D&) 10) 0K 1(#H&D) ") 3'D)K1FF)3,,&3/) $/&0"F_&D)G/"%) (H
,&32) 3() (HR&51"1'5) "G) (H&)3#("5/3%7?) -G)HI,080 \) 1'#/8&308&) (H&) G"#$0) GELR) $'$)
18:3#H)3)0$1(3QF&)0&,3/3(1")G/"%)(H&)_"1D),&3Z)M3()F&30()=)%1'$(&ON?

:/"00) GF"K) /3(&) D$/1'5) &F$@3IH0(3/0)Q+) 3,,F+1'5) (H&) 03%&) _ABBEY&DP$/1'5) G"#$0)

M&_&') (H"$5H() (H10) 10) () %3'BRW) 3'D) #3') Q&) ,/"5/3%%&BY3(1'5) 3) 0,&#1GES(1")

%&(H"D) G"/) &3#$1 ?)-()#3') &1(H&/) Q&) Z&, () #"0(3'() D$/1'5) (H&) &'(1/&) &F$(1™) (1%&) M10"#/3(1+
&FS$(1"N)"/) 1() #3') Q&) D&#/&30&D) MF1'&3/F+) /) & \) B/BTRRER &F$(NJ G/"%) 3) 0(3/(1'5)

_3F$&) (") @IA%1')L) 3) B.G1'&D) 3%"$'() "G) (I /$F&) "G) (H$%Q) 10) ("SBEBIBF+T1'5) 3)

$'7"K') 03%,F&) $01'58) 5/3D1&I&F$(1") ,/"G1F&Y"%) 3) #/"00) GF"K) KH1#H) 3FF"K0) 0$GG1#1& ()
18(&'(1")"G)&3IF+)#"%," &' (0)G) 1'(&/&0)3)0(3/(1'5)_3F$&)#3")Q&)0&FE&#(&D)BL@IFEEEN)

3'D) (H&') (") D&#/&30&) 1() (") _&/+) F'K) _3F$R0) @7 A%1'N) 1') /"$5HF HPER0?G) +'$/)

3'3F+(&) &FF&1(H) (H&) _"1D) ,&3Z) 1'#/&308&) (H&) 0(3/(1'5) #/"DONBE " KO3(L0G3#("/+)
1&0"F${DH30)Q&&")"Q(31'&D)Q+)0&F §@{&)BH"00) GF"K)3'D) B&$0) GFK)_BJEHR)3)5"'D)
0&,3/3(1")G/"%)(H&)_"1D),&3Z)10)/&3#H&D\)1'#/&301'5)(H&) G"#$0) GF"K)3'D) (H&)#/"00) GF"K)K:
F&3D)()015'1G1#3'() 1'4/&30&) 1')/&0"F$(1") MOL1T&) 3'D) %"F3/) %300) _3F$&0) #3F#$F3(&D) K1FF
03%&MNQS(L(#3") F&3D) (%) 03%, F&)I?) **) H15H) G"#$0) 3'DA"/) #/"00) GF"K)Q)Z") 1D&D)
Q&#3$0&)\) (H&+) JOW H3/D) (H&) 03%,F&) (H/"$5H) () (H&\) #"#& (/3(&D) F3+&/) '&3/) (H&)
3HH#$%SF3(1") KIFFY01'5)'(&/3#(1™0)"G) 03%, F&) K L(H) (H&) %6&%Q/3'&\) 03%, F&) 355/&53(1"\)")
%$($3F) &'(3'5F&%&'()J(BI&) 3'3F+(&?) *H10) &GG&#() %3+) F&3D) (") D10("/(1") "G) (H&) &F$(1") ,&
3'DA"/)(")03%,F&)F"D0?

LG(&/) +"$) H3_&) D&G1'&D) 3) 03(L0G3#("/+) 5/3D1&'() &FE"BYERIB) (*) ,&/G"1%) 3))
10"#/3(1#)&FS$(1")#H""01'5)30)#"0(3'()#/"00XBRK BF$&)"G)#/"00)GF"K)KH&/&) (H&),&3Z)"G)+"$/)
&F$(&D) 03%,F&) 10) F"#3F1T&D?) -0"#/3(1#) &F$(1™) & ,&/1%&'(0) 3/&) 5&'&I3FF+) ,/&G&//&D) !
0&,3/3(1") "G) 01%,F&) %1 ($/&0\) 0$#H) 30) ,/"(&1'0) M&?5?) a2LN) #"(31'1'5) D1%&/0) 3'D) (/1%
K1(H"$()(H&),/&0&'#&)"G)QIB58853(&0?)*K") 10"#/3(1#)0(&,BBP1GGE&/& ()#/"00GF"K0)#3"
3F0JQ&) #H"0&") 1G) (K" ," $F3@)KH1#H) 015'1G1#3'(F+) D1GG&/0) 1') H3_&) (") QaM&E/BB7)L"3(&D
94008&,3/3(1")G/"%B/&&l) (&1'0AG/&&)FB(1'5N?

How to check for sample loss (perform only if needed)

-G)"$) (H1'2) +"$) 3/&) &, &/1&' #1006, F&) F"00) 1) +"$/) 3'3F+010) +"$) #3") #H&#Z) 03%,F&) I&#"_&/+)
Q+) ,&/G"/%1'5) 3) D1/&#() 1'B&H#(1"™) M™) G(&$B)D) @) %;A%H/"00) GF'K) 3, FI&I$/1'5)
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&F$(1'N?) a+) #3F#SF3(1'5) (H&) /3(1") Q&(K&&') (H&) ("(3F) #"#&'(/3(1") "G) (H&) 03%,F&) &F$(&D) K
+'$/)%&(H"D) 3'D) (H&)#"#&'(/3(1")"G) (H&)03%, F&) &F$(&D) Q+)3) D1/&#() 1 BRBID RS,

184" &I+)#3") Q&) #3F#SFR(MBD$#&) 03%, F&) F00)%SH)) (/+) ("MD$#&) (HEXE0) GFK) 3'D)
(H&)#/"00) GFIR)F"$/)&F$(1") /"G1F&?)-)0"%&) #308&0\) 1() 10) &4 HBBEQN (HE) &F$& (A(H&)
%89%Q/3'&)("3_"1D)(HEJ/1'01#)1'(&/3#(1"0)"G)(H&)03%, F&)K 1(H)(H&)%&%Q/3'&?

How to select sample concentration

23%,F&)#"#8&'(I3(1")"G)+"$8'3F+(&) OH"$FD) Q&) #3/&GSFF2) £y B'OR) 015'3F)(108&)/3(1")
OH"$FD)Q&)"Q(3LEBECSIF+10'5)"_&/F'3D1'5)"G)(H&)#H3"&F?)L()_&/+)H15H)#"#& (/3(1"0)
(H&) %$($3F) 1'(&/G&/&'#&) Q&(K&&') 940)'&3/) (H&) 3##$%$F3(1") K3FF) %3+)/&0S$F() 1) 0(&/1#) &G
1&_&I01'5) (H&) G/3#(1"'3(1") "/D&/C) Q155&/) 940) K1FF) &F$(&) G1/0(\) ,&/($/Q1'5) (H&) OH3,&) ¢
G/3#("5/3%7))3) I$F&) "B)$%Q ((3F) 1'B&#(&D) %300)"G) 940) OH"$FD) () Q&) H15H&/) (H3) =@ @) 0
'K&_&/\) 1G) +"$) H3_&) (H&) G&&F1'5) (H3() +"$/) G/3#("5/3%) %3+) Q&) ,&/($/Q&D) Q+) 0(&/1#) &«
M,"001QE&/F"3D1'5)"G)(H&)#HIYEF10)0$55&0(&D) (")/&DSH#&) (H&)#"#&. (I3 (1 "B B)&)

(H&) &F$(1™) ,/"G1F&) "G) +'$/) 3'3F+(&) K1(H) D1GG&/&() %300) BRFE) (H&) /15H()

# 48 (13(1")/3'58 7

Check for repeatability of your elution profile

AH&' ) 3FF) (H&) #"D1(1"0) "G) +"$/) %&30$/&MB BQ&SE) ",(1%1T&\) /$)) (H/&&) /&,&3]&D
1'B&H(1")"G) +"$/) 03%, F&) (") #HE&HIR GUB#1QIF IG)+"$/) &F$(1™) /"G1F&?)*H10) 0(&,) 10) _&/+)
$0&GSF) (") #HE&HZ) (H3() (H&) %&(H"D)#/&3(&D)10)/&F13QF&)3'D)(H3()+"$/)03%, F&) :0)0(3QF&) 1
G/3%8&)'&&D&D)G"/)(H&)%&30$/8&%& (?

How to proceed after method optimization has been completed

LG(&/)%&(H"D)",(1%1T3(1")0(& PRR&')#"%, F&(&DWIHG/"(&1' )1'(&/3#(1™)10)"G)1'(&/&0()G"/)
+'$)&,&I1%&(),/"#&&D))0(&,)P)3'DIH&) (")0(&,) B)30)/&,"/(&D)3Q" B-G)+"$)31&&/&0(&D)
1')(H&) 3'3F+010)"G)DDEY) "GYo"FE&H#$F3/) K&15BHY),) 0(&, )B'D) ,&/G"/%) 0(&,) B) LG(&/) +"$)
H3_&)D™&)(H3(),/"#&&D)(")D3(3)3'3F+010\)30)&",F31'&D)1")(H&)D3(3)3'3F+010)0&#1")MO&H#(1")|

) H3FHSF3(89) %" FEHSF3/) K& IBIH'S/) 3'3F+(&)"%);2) D3(3)M&VS3 (LY SME&D) (") Z""K)
(H&¥"#&'(/3(1™) "G) +"$/) 03%,F§1") 3FF) (H&) ,&3Z0) "G) 1'(HRP(HE&D'AD#) _3F$E) (H&)
#"D1(1"0)"G) %&30$/8%&)A&?57?) 03%&) 0"F_&'(\) 03%&) K3_&F&'SH() 3'D) 03%&) #"#&'(/3(1")
I3'5&NPYHE)# " #&'(13(1™)"G)+"$/)3'3F+(&)#3) Q&) D&(&/%1'&D)D1/&H#(F+)Q+)L2* RA)YISLK3/
KH"F&)G/3#("5/3%)/3'9R+$01'5[H&)015'3F)/&#"/D&LYTBE) <-2)'/) Q+3')S-) D&(&H(")RO(/3)
0"G(K3/&) 3FRIK’) #H""0QKH1#H) #"#&'(I3(1") D&(&H(") +"$) K3'() (") $0&) 1) (H&) $BHE'()
#"G15$/3(1"),3'&F) MO&BYB) %3'$IFNP') #3FH#SF3(&) (H&) #"#&'(I3(1") "G) +"$/) 3'3FH&))
D'AD#)'&&D) (") Q&) Z"KI3"$) 3/&) $01'5) (HEL5'3F) G/"%) 3') S-) D& (&M LFEB)'$) 3/&)$01'5)
3)8. <-2)D&(&H("\H&)_3F$&YHR)& (L H#(1)'G)+"$/)3'3F+(&)10)' &L PIIBHED'AD#)' &&D0)(")
Q&BFK3+@&(&/%1'&D) 1') +'$/) & ,&/1%&'(3F) #"'D1(1"0) Q+) $01'5) 3') S-) DELHEU(1'5)
&V$3(1")M=N\)1') (H10) #)(8&) S-) D&(&H("/) BB &/I&P_&J) (H&)8<-2) D&(&#("N) Q$() (H10) 10)
"()%3'D3("/+ ?)J")G$I(H&/) 1'G"1%3(LYH"K) (") D&(&/%1'&) (H&) D'AD#) 1') +"$/)&/1%&'(3F)
#"D1(1"OW"0$F(JHE) & )=) MQ3IMBIADH)%&30$/8%& ()K1(H)3)S-)D&(E#("IN?
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2(&,)PC)4/"(&1)Q1'D1'5)0($P1&0

*H10) 0(&,) H30) (") Q&) ,&/G"HRPY'$/) 3/&) 1'(&/&0(&D) 1') O(S D4R (&1') 1'(&/3#(1" 2} H&)
JIHL;2) 3'3F+0)G"/) Q"(H) " {/&3(&D) 3'D) 0&/$98 1 #$Q3(&D) 940) 10) ,&/G"/%&D) 3() (H&)
03%&)\) ,/& 1"$OF+) #H"0&) #"#&'(/3(1"9) (H&) ,/"(&1) Q1'D1'5) & ,&/1%& (O(H&) 94)
G"1%S$F3(1™) )08 4'#$Q3(&D)1') 0&/$%) G"/)>)H)R(PPRS&.), 3/(1#F&)0$0,8'01")#3") Q&) G$/(H&/)
D1F$(&D) 1) 4a2) 1%%&D13(&F+) Q&G"/&) 1'B&H(1'5) 1'(") (R IABEH) (&58) #"#8&'(/3(1")
#H"0&") D$/1'F6&(H"D)", (1% 1T3(J2,&#1G 1#)#"#& (/3(1G)7)94) D1AS) 1') 0&/$%) 3'D) (H&)
114a2)H3 &) Q&)#H"0&(")/&3#H)3)G1'3F)#"#& (/3(1" @) Ja2)1')4a2

2(&,)EC)[$3FL(+)#"(I"F)"G)JJI)0+0(&%)K1(H)4;2)P,HE&/&O

AH&') 3FF) (H&) JJJ) %&30$/&%8&() "G) &) 03%,F&) 3/&) #'%,F&(&D\) J1J) 3'D) IL;2) OH"$FD) Q&)
#H&HZ&D) Q+) 1'B&#(1'5) ,"F+0G(EB3/D) $01'5) 9" _3#H&%) @A 2!2) @?@JB0) 3) %"Q1F&)
H30&M&/G"1%) (H10) ,/"#&D$IE"$) 3/&6&30$/1'5) 1&BO40)01T&) DL0(LQS(1"?) JB)&'S
1'(8&/8&0(&D) 1) %&30$/UBY  )'G)+"$/) 3'3F+RIL:2) OH"$SFDRE&FHEHZERY) (H&) &'D)"G) (H&)
%&30$/8%& @+)'B&#(1'8) Y4:) 3'3F+(1#3F)0(3'D3/D) 1) (H&) /", &/) QRBIGE) /) D& (/3') G"/)
(H&)3'3F+010)1)3V$&"$0)0"F_&'(0\),"F+0(+/&'BFEN)0)1)%&(H3"F)"/)L:9\)&X#N?
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7 Data Analysis
*H10)0&00D&0#/1Q&AR)3'3F+010),&/G"/%&D)Q+)L0(/3)0" B(KBIRL") X X@M);2) D&(&# (")

/" 1D&D)Q+)"+3Y(&HH"F"593")%"/ &)D&(ILFRBY/%3(1")#" 0$F()0(/3D"G(K3/&0&/)5$1DED)
D1GG&/&F))"G)IL:23'D)S-)D&(&#("/)3fBO&D\)#" 0$F () (1R, &#1GE8%./)5$1 D3

Before performing the analysis of data from LS you should:

o 2&F&H#()(H&)%&(H"D)(")Q&)$0&D)G"/)D3(3)BBEER(G?)L)/&#&' ()" 1%3F1T3(1")K1(H)3)
0(3'D3/D)1')(H&)03%&)&F$&' () $UREIED3'3F+010)0H"$FD)Q&)#H"0&'b

o ORF&H()(HRH& (I3(1")D&(&H(")+"$)K 10K $0&)M3' D3("/+)G"/)(H&)3'3F+010)"G) %" F&H#SF3/)
K&15H(N)

To perform analysis of your LS data follow these steps:

«  D&G1'&)(H&)Q30&F1'8)"G)+"$/)E'GRBER)"G)(H&):2)3GF &0

. &IG"/%)D&0,18)'G)+"$/)G/3#("5/3%60)&DS$#&)0,$/1"$0).08&)

e &(&)1')(H&)0"G(K3(&IR),&3Z),/",&/(1&0)' &&DE&DYEF& ,&/1%& (M&?5?)D' ADEYEL™)
#'&GG1#1& WI=f@)G"/)D1F$(&D)0396HEBNHE)03%, F&\)3Q0"/Q3'#&)"G) (H&FP%,F&

e 0&F&#()(H&),&3ZA &3Z0)+"$)K3'()(")3 PAKTEZ)"):2<>NBOS3FF+)1()10)3)5""D),/"#&D$/&)(")
0&F&#()(H&)KH"F&)3/&3)"G)&3#H),&32)"G)1'(&/&0() (") #3F#$F3(&)3'D)OH"K)IBRITE) (/1Q$(1"
3D)IN )Q$()(H&)(TR,"/( XH&)3_&/35&) 3B8BF#$F3(&D)1)RS&EF)K1(H)"G)H3FG)%3 1%$%)
MJAIN Y3'5&7)

7.1 Radius from LS data

-G)+"$) 3/&) 1'(&/ &0 RPH#3F#SF3(1'5) (H&) 01T&) D10(/1Q$(1™) "G) +"$/) ,3/(1#F&0) M3'D)G))¥1HR) I
3'3F+(&) 0&F&#() (H&) /" #&DSED1$0) G/"%);2) DFES"'%) LO(/3) 0"G(KIRH10) ,/"#&DS$/&) #3F#SF3(&0)
(H&)/3D1%$0)"G) (H&) 03%,F&) Q30&D) ™) (H&) F15H() 0#3((&/1'5) 18R HEREE™ RN () %6&30%/&D)
3'D)dn/dc '&&D) " () Q&) Z"K") 1')"/D&/) (") D&(&/%1'&) 0MN&() 1800$%& D) G$/(H&/) (H3)) IHR#F &)
#"#&'(/3(1"0 )3/&) F'K) &"$5H) (H3() (H&/&) 3/&) ™) 1'(&/3# (1" H"C&VI&'#&) Q& (K&&') (H&%)\) 3'D)
(H&/&G"/&&)="D)_1/13F)#"&GRE1E)B00$%&D)(")E&'?)1"0()1%,"/(3'(F+\)1()10)300$%&D)(H3()(H&)
,3/(1#F&0),/&0&'()H3Q&R)G/3#(1"'3(&D\)0")(H3()&3#H)OF 1#&)#"(31'0),3/(1#F&0)"G) 1P&'(1#3F)01T&

)

L'3F+010%) (H&) 3/13(1")"G)(H&) O&3J&J(&'01(+) K1(H) 3'5F&) 1038 &/+)1%,"/(3'() (") O&F&#()
(H&)/15H() %"D&F) (") G1() (H&) ;2) G/"%) D1GG&/&'() 3'5F&0\) 3##"/D 105) 8, R(HB) ‘@80 )3 $F3/)
_3/13(1')'G)0#3((&/1'5)F)BH P63 (#H&D)(")3)300$%4&D),3/(1#F&)0H3,&)(")"Q(31")3)#"//1&0,"DL'5)01T&?)
)

43/(1#F&)0M7840)/3DY¥B& " %&(/1#)/3DIHD)D&/1_KBP&D)3)0(/$#($/&)ZK") a priori\),F"((1'5)
RMN_07?) 0{j /2)is plot 3'D)/&,F3#1HH&) (H&"/&(1#3F) G"/%) G#("p+) (H&,,/",/13(&) %"D&F)
300$%&W" /%) G3#(")%"D&FO)H3_&)Q&&')D&/1_&D)G" ' H&E®, H&/&O0\)3'D)/"POYZ30&) (H&)
}0,H&/&)%"D&R0)$0&D)Z"KF&D5&)"G)(H&)S-)3'D)"G)(H&)3Q0"/Q3'#&)"G) (H&)03%, FHAIKVS&0(&D
%"D&F) #3") Q&) $0&D) G"/) H"%"5&"$0) 0,H&/&0\) 0$#H) 30) ,"F+0(+/&'&) 940) -') #30&) (H&) #"3(&D) 0,H&
%"D&HA0)$0&D)M&?5?)G"/)F1,"0"%&0N)Z"KF&D5&)"G)(H&)S-)3'D)"G)(HK) 3B15)3324 )F&D)

(H&) #"'3(1'5q) (H&) (H1#Z2'&00) "G) (H&) ¥B/R(I/&V$&O(&" (&) (H3() (H&) 0,H&/&) 3'D) #"3(&D) 0,H&/&)
%"D&F0)+1&FD)5&"%&(/1#)/3D1$0V)KH1F&)(H&)/"D)%"D&F),/"D$#&0)3)F&'5(H?
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7.2 Radius and molar mass from LS data
J"N))#3F#$F3(1'5)Q"(H)01TE)B®)+"$/)3'3F+(&)V&F&#() (H&),/"#&D$/&)}S3B D§H)"F3/)%30B) " %)
:2)D3(32)H"0&)(H&)3,./" /13(8&)%"BR")G1()+"$/)DIBE&D5&)"G)#" #&'(/3(1")3'D)D'AD#)_3F$&0)
3/&)/I&V$&0(&D)("G1()&VS3 (1" INDAI())D&(&/%&)I1"?)J")D1F$(&D)3'3F+(&0)LIF @

)
*H&)F158M3((&/1'5)G1()%"D&F0)3/&)30)E"FF"KOC

)

WDAA, A>=:9$0&0) (H&) ie#ASYG"/%3F)G%) &V$3(1") M3DH"$FD) Q&) $0&D) G"/) %" F&#$F&O)
(H3()H3_&)S12)/3D11)0%3FF&/)(H3)O@)'%)3'D) (H3()D") " () #"G"/%) (*) 3" (HED)HSDEF)
0$#H)30)/3'D"%) #" LAWH&/&?) *H&) V1%9%) %" D&F) H30) (H&) 3D_3'(35&)"_&/)(H&)!&Q+&)%"D&F):
(H3() 1() "G(&') /&V$1/&0) 3) F'K&/) G1() D&5/&&) G"/) (H&) 03%&) 01T&) %"F&#$F&?) J"/) F3/5&) N
%"F&H#$F&O\)(H&)V1%%)%"D&F)0H"$FD)" ()Q&)$0&D?

)

$:8T:,A>=:9;, 80&0)(H&)JSNAIe#)G"/%3FIBRNEVSI(1")V3N)51_&0)Q&((&/)/§0HHB)K1D&/)
/3'58) "G) %"F3/) %300\) 1'#F$D1'5) (H&) _&/+) F3/58) MB)ES@)I3F("'0)") +>@ @) '%) SI2)
/3D1$0N?) a$() +'$) %3+) '&EIDEF&(&) H15H) 3'5F&) D&(&H("/0) (") 1%,/ GLOHE) (H&)
& (/3,"F3(1")O1#HEYS/ 3($/&)#3")Q&)_&/+)FI5&?

K:3JT,A>=:9.80&0)(H&)OV/(MieF ABYG"/%63F10%7)-()#3) Q&) YBEIESEEIL") K1 (H) D&F&(1'5)
H15H)3'5F&)D3(3\)KH&)3'3F+T1'5)%" FRHGHS®)/3D11)5/&3(&/)(H3)O @) %?

07B=>A, 2>D9, A>=:9080) (H&) G"/%S$F3) GHRBY&(1#3F) /3'D"%) JOAFF&H#$F&) 13(H&/) (H3) 3)
"F+"%13F)(")G1()(H&)3'5$F3/)F15H()0ABAEAR 5

8 Quality Control, Quality Assurance, Acceptance Criteria

*H&) G1/0() 0&,3/3(1") &', &/1%&'() KIY&Y"(/", 1#) 0(3'D3/D) _&/1GA&J" &) " &/3(1")"G) (H&)JIJ)
1'0(/$%&'(\) (H&) D&(&#("/0) 3'D) (H&) 1'(&5/1(+) "G) (H&) %&YER) &FH(1") ,/"G1F&) $0&D) G"/) &3#H)
0(3'D3/D) OH"$FD) Q&) #3/&G$FF+)",(1%1T&D?) J"/) a2L) G'HEPBMW) BR) B##&.,(&D) 1G) 0&,3/3(1") "G)
%""%&/0)G/"%) D1%&/0) 10)/&3}FBIHE) %&30$/8&%& () 3FF"K0) (H&) 3F15'%&'()3'D) "/%3F1T3(1")"G)
(H&)IL;2) D&(&H#("'P) :3F#$F3(&D) %300) 3F$&) G20)HE&)%&/) OH"$FD) Q&) 1) (H&) XX ?Q)Z3Y)

/3'5&7-G) 3) D1GG&/&'()0(3'D3/D) 10) $0&D) _3/13(1™)1') (H&) 3_&/35&) #3F#$F3(&D) 3F$EBK1(H)/&0,&
(H&"/&(1#3F)_3F$&)0H"$FD)8)c>0

28,3/3(1™) %&(H"DE"/{H&&O() %3(&/1358) 3##&, (&D) 1G) #F&3/) 0&,3/3(1") G/"%) (H&) _"1D))0)/&3#H&D
3'D)(H&/B(1")"GP/(1#F&0)/&(31'&D)")(H&)%&%Q/3'&)3G(&/)/&3#H1'5) @)LI)OGE/K TRD?)

-G)&'(&'01_&)03%,F&)F"00)10)0$ME&ITNS' ()" G)03%, F&)F"00)") (H&) % &% @B)K)#3F#SF3(&D)
3'D)/&,"/(&D) Q+)#"%,3/1'5)(H&),&3Z) 1'(&5/3F0)"Q(31'&D) K1(H"$() 3'D) K1 (H) #)*08BCE)KGK/+)

#'%,F&") %1 ($/&0\) 0$#H)3R) 0&/$%)#" (31'1'SPO(H&) ,&/G&H#()0&,3/3(1")"G) (H&) /" (&1"),&3Z) G/"%)

(H&) _"1D)3'D)G/"%)(H&),&3Z)"G)(H&),3/(1#F&0)10)"G(&') () (POAFGOR0)", (1%1T3(1")"G) (H&)
&F$(1")%&(H"D)OH"$FD) Q&) G"#$0&D) ™) (H&),&32)300"#13(&D)K1(H) (H&) 3'3F+GP1B) D{ZEY(P)
J&0&'#8&)"G),I"(&1'0)10) (H&) %31') G"#$0)"G) (H&) 3'3F+010\) 940) OH"$FD) Q&) 0&,3/3(&D) GAYA) ,/"(&1') &
3FF'K1'5) 1'(&/G&/&BE8E&) & 3F$3(1™) "G) (H&) :2) BBIZRIR) ,/&0&'#&) "G) GI&&) #'3(1'5) 1') 3) 940)
D10,&/01")10)"G) 1'(&/&0()") (H&)"(H&/) H3' DYBIBE)0G) (H&) G/&&) #"3(1'5) OH"$FD) Q&) K&FF) 0&,3/3(&D
G/"%)(H&)_"{D3FF"K)3'3F+010)"G); 2)BH3F&)(H&/&)10)")'&&D)(")" (1%1T&) (H&)RESELPHE)
940M™)'&&D)(*)3'3F+T&)940)01T&)1')(H10),3/(1#$F3/)& ,§/1%& (N?
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*H&) JJ1J) %&(H"D) 10) 3F1D3(&BYMEIIR'S) (H3() (H&) 0&,3/3(1™) 1Y "D$#1QF EHIEL) /$'0B() 3)
0&F&H#(&D)#"#& (/3(331&)(")Q&),&/G"1%&D)("Y#" G 1/%)/&, /" DS#UYLFL(+

~')"/D&J)(")_3F1D3(&) (H&)IL;2) Q30&D)01T&) %&30$/&%&'(0)1') (H&)/&F&_3'()01T&)/3'5&\),"01(1_&)#"
& ,8/1%&'010),&/G"1%&)NE.259)1'5) ,"F+0(+/&'&) ,3/(1#F&0)K1(H) Z""K') D139A&(&"$) 3/&) 3'3F+T1'5)
94)01T&) D10(/1Q¥FTY) 9405/"(&1") 1'(&/3#(1"07)") "/D&/) (") 3_"1D) $'D&01/&D) 1'(&/3#(1") Q&(K&&’)

(H&) 0$/G3#(3'() 3'D) (H&) (&0() 03%-HDY)/$') 10) ,&/G"/%&D) B3 G18%&30$/8&%& () 08&/1&0) KHE)

3" 3/(1#F&) G"/%$F3(1"P))4:2)0(3'D3/D) (H6"Q1F &), H30&) 10)#H3'5&D) () )08 BHHE&%) 0"F$(1)"
"N@?@2!12\)(H&),"01(1_&)#" (/&) &/1%& ()10),&/G"/%&D\)3'D)(B&{3) 3'3F+010)D"'&)$01'5)(H&)

1”& )3F15'%&() 3'D) "/%3F1T3(M&?8257) Q30&DPY (/3') 1) 212) @?@O0y) ") @?=y) 9"_3#H&%N
:3F#$F3(8D)5& " %&(/1#3F)/3D11)G"/)(H&),"F+0(+/&'&)0, H&/&0)OH " SEDYDRBEYHE,)

9 Additional measurements

9.1 UV-VIS spectra

L)8. <10)0,&#(/3)0H"$FD)Q&)%&30$1D)(H&)3'3F+010)(")#H&#BIQO!, (1" )'G)+"$/)03%,F&)1")
(H&)=@@ED @)'%)/3'5& WF&D5&)'G)0,&#1G 1#)03BJ0%), (1" )3FF"KQ)0&F&#() (H&R./)
K3_&F&'5(H)1")(H&)82)D&(&#(")@") 3Q0"/,(1" )1')(H&)0,&#1G1#)K3_&F&'5(H)$0&D)1")(H&)IL;2)3'D)
1;2)D&(&#(/)OH"$FD)Q&),/&0&'()(")3 )L R/C&/&'H#BK1(H)(H&)3'3F+D10

)

9.2 Online DLS analysis
-)3DD1(1")(")01T&)%&30$/&%&'(0)Q+)ILE23Y0 1F 15H()0#3((&/1'5) D& (&# ("N SR E&ME&(3)
01T&/N)#3)Q&),3()"F1'&)&)III)%"D$FE&XY(&/%1'&)(H&)H+D/"D+'3%1#)D13%&(&/0)"G)(H&)03%,F&
3G(&N)G/3#(1"3(2)*" 2" K)H"K)(")0&F&#()(H&),/",&/)264)3'D)("),&/G"/%)D3(3)3'3F+010)/&G&/)(")(H&)
789:;ud::@@>)

10 Reporting

a&01D&0)"G) (H&) GITBYB'D) %"F&#$F3/) KBIBHF(0) D&(&/%1'&D) Q+) (&)Y 3'3F+010)G"/) (H&)
(&0()03%,F&\)3FF)%&(H"D)D&(31F0)3'D)_3F1D3(1'5)%&30$/8%& ' (0)H3_&)(")Q&)/&,"/(&D?)*H&)/&," ()
#"(31'C)

9 1&(H"D)D&(31F0)"G)RIP3/D/$' )G"/)"I%3F1T3(1")"1E)2)) M*3QF&)="?)-)L"BL#F$D1'5)
"/%3F1T3(1")_3F$&0)$0&D)1")(H&)GS$/(H&/}#3PHSF3(1"0?

9 S&O0$F(0)"G) & D3/DBF15'%&'()3'D) "1%3F1T3(VY) 1') G15$/&) G"1%3() MIIJ) &F$5/3%) 3'D)
F15H()0#3((&/1'5)_0?)(1%&)"/)\YES%/&)E)1)L"&NB'D)(H&) D&/%1'&D)%"F&#$F3/) %300

9 )I&(H"D)D&(31F0)"G)(H&),"01(1_&)#"WEIARL(H);2),3/(1#F&0),"F+%&/1#)0(3' D3P

J S&O$F(0)"G)(H&),"01(1_&)#"(I"F)/$) 1) G15$/&)G"/%3()MJIII)&F$5/3%)3'D)F15H()0#3((&/1'5)_0
"I)_"F$%&N)3'D)(H&)D&(&/%1'&D)D1BHH&(&H)

9 1&(H"D)D&(31F0)",(1%1T&BREFNE.0()03%, Bl
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13 Annex 2: Batch dn/dc measurements

13.1 Introduction and principle of the method

*H10)3,,&'D1") D&O#/1Q&0)H"K) (") D&(&/%1'&) (H&)/&G/3#(1_&)1'D& ) 1'#/8&%& ()MD'AD#N\) 17&7?) (H&) #H3'58) 1') /¢
1'D&) K1(H) #H3'5&) 1') #"#&'(/3(1"?) () 10) Q30&D) ") IHBFH"1&) G/"%) *+3]$01'5) 3') 6,(1F3Q) MERiY)
D1GG&/&'(13F) /&G/3#(1_&) 1'D&) ESR\&H 6" F&H#SF&S0) D'AD#) 10) '&&D&D) (") #3F#$F3(&) 1(0) %"F3/) %300) Q+) F
0#3((&/1'5\) /&53/DF&00) "G) (H&) #"#&'(13(1") D&(&#("/) $0&D?) *H10)Q)' GBIRD) OB (#H)'B&#(1"0) K1(H)
1'#/&301'5) #"#&'(/3(1"0) "G) (H&) %"F&#$F&) "G) 1'(&/&0() 1') "/D&/) (") D&(&/%1'&) (H&) #'//&0,"D1'5) #H3'5&) 1')
1&G/3#(1_&)1'D& ?)*H&)#"FF&#(&D)D3(3)#3") QRIS FHETARAY'5)3)F1'&3JCIH)L2* SN0 "G(K3/Q

13.2 Applicability and limitations
In setting up a batch dn/dc measurement, the following criteria should be followed:
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* The measurement should be obtained in the same solvent in which your sample is
* dissolved for the light scattering measurement.

* The measurement should be performed at the wavelength of your light scattering detector.

¢ For polymers, dn/dc may depend on the molar mass of the polymer. Typically, an increase in
molar mass will increase dn/dc but above a certain molar mass (typically 510 kDa), dn/dc can
be considered constant. Make sure the molar mass of the sample used for dn/dc
measurements is similar to that used for the light scattering measurement or that no molar
mass dependence of dn/dc is observed.

13.3 Equipment and reagents
6,(1F3Q)M&NN)D&(&#()/

Syringe of 2-3 mL (if manual injection is performed) or Syringes pump

5 different known concentrations of your sample in the exact same buffer or solvent that will be used
in the light scattering experiment (typically between ~ 0.1 mg/mL to ~ 1 -2 mg/mL). Prepare all
concentrations by diluting a single stock concentration using proper calibrated pipettes. Weigh your
buffers rather than relying on pipetting volumes. If the sample is a solid that could contain solvent or
water you may need to dry (e.g. by freez-drying) the sample before you weigh it.

)

13.4 Experimental procedure

Syringe

Optilab
(U)T-rex

Syringe pump

Waste
flask

J15$/&)=C)7",&/1%&'(3RIDY(
)

* Clean and equilibrate the Rldetector

Prior to the analysis, purge RI detector with water for 10 minutes. Then flow a few mL of the solvent
used to prepare your samples by manually injecting it or by using a using a syringe pump while the RI
purge valve is set to OonO to ensure that the reference cell contains pure solvent. After injecting-5 mL,
exit purge mode by pushing the purge button again.

e Set up the experiment in ASTRA
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Open a new experiment from method. Click File ! New ! Experiment from Method . Navigate to
System ! Rl Measurement and click on batch (determine dndc) . Ensure that your Optilab
instrument is selected under Configuration as the Physical Instrument in the Optilab (U)FrEX window.

* Register a proper baseline

Start the play bottom in Astra to start recording the RI signal. Then start injecting the pure solvent long
enough to define a proper baseline characterized by a stable signal The volume of the sample injected
must be large enough so that the flow cell is saturated with the sample and the RI detector output
voltage reaches a stable value; this volume will be approximately 0.51 mL. If manually injecting do not
push too hard to avoid damages on the detector cell. Pressure in the Rldetector should always be max
to 1 Bar. If using a siringe pump a flow of 0.1-0.5 mL/min is recommended and injection can be
performed for 2 -3 minutes.

* Inject the standard solutions

Proceed with injecting the standard solutions from the lowest to the highest concentration , and then
finish by injecting the pure solvent once again. Follow the samerecommendations reported for the
creation of the baseline. A stable signal for at least 3 minutes should be reached for each
concentration. Use a new disposable syringe for each injection.

To proper record the experiment in ASTRA, always pause the experiments while changindrom a
solution to another, and then start it again while a new injection is ready to be performed.

13.5 Data analysis
¢ Begin processing the data by setting the baseline under the Baseline procedure.

* Define the peaks and enter the known concentrations for each injected concentration under
Peaks procedure, as shown in Figure 3.
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| Experiments [«]] ¢ Batch dndc: Peaks box
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Double click on the dn/dc from RI procedure to perform the fit of the the differential
refractive index versus concentration plot. In this way the dn/dc value is calculated. Be careful:
the intercept of the linear fit must be zero. If the linear fit does not pass through (0,0), it is an
indication of poor buffer matching between the buffer used to set the baseline and the buffer
used to prepare the samples or the stock sample buffer and the dilution buffer.

13.6 Data reporting

Describe how you prepare the different solutions of your analyte

Report the collected dRI signal with the selected peaks as shown in FiguredA

Report the fitting of the differential refractiv e index versus concentration and the dn/dc value as shown in
Figure 4B
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