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1 Introduction	
^1(H)(H&)D&_&F",%&'()"G)_&/+)#"%,F&`)%&D1#3F<94)MI&D<94N)0+0(&%0\)(H&/&)10)(H&)'&&D)(")
#H3/3#(&/1T&)(H&)#/1(1#3F)#H&%1#3F<,H+01#3F)3((/1Q$(&0)"G)I&D<940)(H3()K1FF)H3_&)3)%3B"/)1%,3#()"')
(H&1/)1')_1_")03G&(+)3'D)&GG1#3#+?)*H&)31%)"G)(H10)0(3'D3/D)",&/3(1'5),/"#&D$/&)M2640N)10)(")D&0#/1Q&)
H"K)J1&FD)JF"K)G/3#(1"'3(1"')MJJJN\)#"%Q1'&D)K1(H)%$F(1,F&)D&(&#("/0\)0$#H)30)%$F(1)3'5F&)F15H()
0#3((&/1'5)MIL;2 N\)/&G/3#(1_&)1'D&`)MS-N)3'D)D+'3%1#)F15H()0#3((&/1'5)M!;2N)3FF"K0)(")0$D+)_3/1"$0)
#/1(1#3F),3/3%&(&/0)"G)(H&)I&D <940)G"/%$F3(1"'0)1'#F$D1'5C)

• 21T&)D10(/1Q$(1"')"G)'3'",3/(1#F&0)1'),H+01"F"51#3F)Q$GG&/0b)

• #H3'5&)1')'3'",3/(1#F&)01T&)D10(/1Q$(1"')3G(&/),/"(&1')Q1'D1'5)M94<,/"(&1'0)1'(&/3#(1"'Nb)

• %"F&#$F3/)K&15H()MI^N)"G)940)#"%,"'&'(0)MG"/),"F+%&/1#)#3//1&/0Nb)

• /&F&30&)"G)G/&&)#"3(1'50A0$/G3#(3'(0)M&?5?)47YN)G/"%)(H&)0$/G3#&)"G)I&D<940?)

I&(H"D)D&_&F",%&'(),/"#&D$/&)'&&D&D)("),&/G"/%)(H"0&)3'3F+010\)(H&)V$3F1(+)#"'(/"F)'&#&003/+)(")
#H&#Z)(H&)1'0(/$%&'(3F)0+0(&%)3'D),/"#&D$/&0)G"/)D3(3)3'3F+010)"G)F15H()0#3((&/1'5)M;2N)D3(3)K1FF)Q&)
D&0#/1Q&D?)

)

2 Principle	of	the	Method	

2.1.	Field-Flow	Fractionation		
J1&FD<JF"K) J/3#(1"'3(1"')MJJJN)10) 3) G3%1F+) "G)GF"K) Q30&D)0&,3/3(1"') %&(H"D0?) 21%1F3/F+) (")
#H/"%3("5/3,H+\)1') JJJ) 3) 03%,F&) Q3'D) 10) 1'B&#(&D) 1'(") 3)F1V$1D)0(/&3%) GF"K1'5) (H/"$5H) 3)
#H3''&F?)*H10)0(/&3%)D/1_&0)(H&)#"%,"'&'(0)3F"'5)(H&)#H3''&F)3'D)#3//1&0)(H&%)(")(H&)D&(&#("/?)
]"K&_&/ \)(H&)JJJ)#H3''&F)D"&0)'"()#"'(31'),3#Z1'5)"/)0(3(1"'3/+),H30&?)I"0()JJJ)#H3''&F0)3/&)
,3/3Q"F1#) GF"K) ,/"G1F&) (H1') #H3%Q&/0) KH&/&) (H&)/&(&'(1"') 3'D) 0&,3/3(1"') 10) #3$0&D) Q+) 3')
&%,F"+&D)&`(&/'3F)G1&FD)F1Z&)3),&/,&'D1#$F3/)F1V$1D)GF"K)"/)#&'(/1G$53F)G"/#&?)*H&)G1&FD)D/1_&0)(H&)
,3/(1#F&0)3'D)%3#/"%"F&#$F&0)"G)D1GG&/&'()01T&)(")D1GG&/&'(),"01(1"'0)Q&(K&&')(H&)#H3''&F)K3FF0?)
-') normal)0&,3/3(1"')%"D&\)0%3FF&/),3/(1#F&0)3/&)F"#3(&D)1')(H&)G30(&/)GF"K)/&51%&0)3'D)Q155&/)
,3/(1#F&0)3/&)F"#3(&D)1')0F"K&/)0(/&3%)F1'&0)"G)(H&)F3%1'3/)GF"K)1'01D&)(H&)#H3''&F\)(H$0)0%3FF&/)
,3/(1#F&0)3/&)(/3'0,"/(&D)G30(&/)(H3')(H&)Q155&/)"'&0)3'D)&F$(&)&3/F1&/)G/"%)(H&)#H3''&F)MJ15$/&)
>N?>))

)

)

)

J15$/&)>C)^"/Z1'5),/1'#1,F&)"G)(H&)JJJ)0&,3/3(1"')

-')#30&)"G)30+%%&(/1#)GF"K)G1&FD)GF"K)G/3#(1"'3(1"')MLJEN)3)#/"00GF"K)G1&FD)10)(H&)D/1_1'5)G"/#&)G"/)
(H&)0&,3/3(1"'?)*H&)#/"00GF"K),300&0)(H/"$5H)3)%&%Q/3'&)3'D)(H&),"/"$0)G/1()3()(H&)Q"(("%)"G)
(H&) #H3''&F?) I &%Q/3'&0)%3D&) "G) D1GG&/&'() %3(&/13F0) M&?5?)/&5&'&/3(&D) #&FF$F"0&) MS:N\)
,"F+&(H&/0$FG"'&)M472NN)3'D)#H3/3#(&/1T&D)Q+)D1GG&/&'() ,"/"01(+)M>\)O\)>@)Z!3N)#3')Q&)0&F&#(&D)
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3##"/D1'5F+) (") (H&) %3(&/13F) (") Q&)3'3F+T&D?): "'#&'(/3(1"') "G) (H&) &F$(1'5) 03%,F&) G/3#(1"'0) 10)
%&30$/&D)Q+)3')"'<F1'&)#"$,F&D)8.<.10\)IL;2 )"/)S-)D&(&#("/?)

-G)03(10G3#("/+)G/3#(1"'3(1"')#"'D1(1"'0)#3')Q&)G"$'D\)(H&))0&,3/3(&D)03%,F&)G/3#(1"'0)3/&)#F"0&)(")
(H&) 1D&3F) %"'"D10,&/0&D) 03%,F&\) 3'D) (H&/&G"/&) (H&+) #3') Q&)#"//&#(F+)3'3F+T&D) Q+)F15H()
0#3((&/1'5)(&#H'1V$&0?)*H$0\)(H&)GF"K<%"D&) %&30$/&%&'(\) &?5?) (H&) "'<F1'&)#"%Q1'3(1"') "G) 3' )
JJJ)(&#H'1V$&)3'D)F15H()0#3((&/1'5)D&(&#("/)%3/Z&DF+)1%,/"_&0) (H&),&/G"/%3'#&) "G) (H&)01'5F&)
F15H() 0#3((&/1'5)D&(&#(1"') (&#H'"F"5+) MQ3(#H<%"D&) %&30$/&%&'(N?) I"/&"_&/\ ) (H&)03%,F&)
G/3#(1"'0)F&3_1'5) (H&) 0&,3/3(1"') #H3''&F) 3'D) (H&) G1/0() D&(&#("/) MJJJ<IL;2N) #3') Q&)G$/(H&/)
3'3F+T&D)K1(H)3DD1(1"'3F)%&(H"D0\)F1Z&)!;2\)-:4<I2 "/)"(H&/)(&#H'1V$&0?)

2.1.	Multi-Angle	Light	Scattering	(MALS)	
-') 3 )I$F(1<L'5F&) ;15H() 2#3((&/1'5) MIL;2N) D&(&#("/\)3),"F3/1T&D\) 01'5F&) G/&V$&'#+)F15H()Q&3%) 10)
G"#$0&D)"' )(H&) 03%,F&)%"F&#$F&) "/) ,3/(1#F&)3'D) (H&) 0#3((&/&D) F15H() 10) D&(&#(&D) K1(H)%$F(1,F&)
D&(&#("/0),"01(1"'&D)3()_3/1"$0)D1GG&/&'()3'5F&0)MJ15$/&)=N?)

)

J15$/&)=C).&/(1#3F)GF"K)#&FF)"G)3)IL;2)1'0(/$%&'())

-') #30&) "G) 0%3FF) %"F&#$F&0)) M/3D1$0) c>@) '%N)(H&)0#3((&/&D) F15H() 1'(&'01(+) H30) '") 3'5$F3/)
D&,&'D&'#&)3'D)1()10) ,/","/(1"'3F)(") (H&)%"F3/)%300\(H&)#"'#&'(/3(1"' )M10"(/",1#)0#3((&/N)3'D)
(H&) #H3'5&) 1') /&G/3#(1_&) 1'D&`) K1(H) #H3'5&) 1') #"'#&'(/3(1"') "G) (H&) 3'3F+(&\) 30) /&,"/(&D) 1')
&V$3(1"')M>NC))

-d)I Ke#e)D'AD#)M>N)

KH&/&C)

#)) ) 2"F$(&)#"'#&'(/3(1"')

I K)) ^ &15H(<3_&/35&D)%"F3/)%300)

))))))))D'AD#)f)#H3'5&)1')/&G/3#(1_&)1'D&`)K1(H)#H3'5&)1')#"'#&'(/3(1"')))

)

-') #30&) "G) F3/5&/) %"F&#$F&0) 3'D) '3'",3/(1#F&0)M/3D1$0) g>@) '%N\)%"/&) F15H() 10) 0#3((&/&D) 1') (H&)
G"/K3/D) D1/&#(1"')(H3') 3() F3/5&/)D&(&#(1"') 3'5F&0?)I&30$/1'5) (H&)3'5$F3/) D&,&'D&'#&)"G) (H&)
F15H() 0#3((&/1'5) 3FF"K0) (H&) #3F#$F3(1"') "G)(H&)%"F&#$F3/) K&15H() MI^N) 3'D) "G) (H&)/""() %&3')
0V$3/&)M/%0N)/3D1$0)"/)/3D1$0)"G)5+/3(1"')M/5N?)*H&)/%0)/3D1$0)10)3)%&30$/&)"G)(H&)%"F&#$F&h0)01T&)
K&15H(&D)Q+)(H&)%300)D10(/1Q$(1"')3Q"$()1(0)#&'(&/)"G)%300?)
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I$F(1) L'5F&) ;15H() 2#3((&/1'5)K30) D&0#/1Q&D)G"/)D1F$(&) ,"F+%&/) 0"F$(1"'0)Q+) 4H1F1,) ^+3((=)30)
G"FF"K0?)

ie#A)SMj\#N)f)k>)AI K4MjNl))=)L=)#))))))M=N)

KH&/&C)

SMj\#N) 7`#&00)S3+F&15H)/3(1")"G)(H&)0"F$(1"'))MG$'#(1"')"G)0#3((&/1'5)3'5F&)j)3'D)
#"'#&'(/3(1"')# N))

#)) ) 2"F$(&)#"'#&'(/3(1"')

I K)) ^ &15H(<3_&/35&D)%"F3/)%300)

L=))) 2&#"'D)_1/13F)#"&GG1#1&'()1')(H&)_1/13F)&`,3'01"')"G)(H&)"0%"(1#),/&00$/&)

ie) )) :"'0(3'(?)ief) Em=MD'AD#N=' @
=AM9Ln@

EN)))))))

KH&/&C)

9L)10)(H&)L_"53D/"h0)'$%Q&/)

' @)10)(H&)/&G/3#(1"')1'D&`)"G)(H&)0"F_&'())

n@)10)(H&)K3_&F&'5(H)"G)(H&)F30&/)

D'AD#)f)#H3'5&)1')/&G/3#(1_&)1'D&`)K1(H)#H3'5&)1')#"'#&'(/3(1"')))

4MjN)) 2H3,&)G3#("/)/&,/&0&'(1'5)(H&)3'5$F3/)D&,&'D&'#&)"G)(H&)0#3((&/&D)F15H()/&F3(&D)(")
(H&)/%0)/3D1$0?)

4Mj N)d><=o=c/5
=gAPpqr)KH&/&)ofMEπA)n@N01'Mj A=N)

J/"%)&V$3(1"'0)M><=N)10)D&/1_&D) (H3()(H&)"_&/3FF)1'(&'01(+)#3//1&0)1'G"/%3(1"')3Q"$() (H&)%"F3/)
%300\)KH1F&)(H&)3'5$F3/)D&,&'D&'#&)K1(H1')(H&)H"/1T"'(3F),F3'&)#3//1&0)1'G"/%3(1"')3Q"$()(H&)
01T&)"G) (H&)3'3F+(&?)-G)03%,F&)#"'#&'(/3(1"')3'D)D'AD#)3/&)Z'"K')M&?5?) (H3'Z0) (")3')"'F1'&)S-)
D&(&#("/N\)G/"%)&0,/&001"')M=N)1()10),"001QF&)(")#3F#$F3(&)(H&)3_&/35&)%"F&#$F3/)K&15H()"G),/"(&1'0)
3'D),"F+%&/0?))I"/&"_&/ \)G"/)/3D1$0)g>@)'%)(H&)3'5$F3/)D&,&'D&'#&)&`,/&00&D)Q+)4MjN)K1(H1')
(H&)H"/1T"'(3F),F3'&)3FF"K0)"Q(31'1'5)1'G"/%3(1"')3Q"$()(H&)01T&)"G)(H&)G/3#(1"'3(&D)03%,F&?*")
D&(&/%1'&) (H&) 01T&)3'D) (H&) %"F&#$F3/) K&15H()"G) (H&) %"F&#$F&\) (H&)I K)3'D) (H&)%&3') 0V$3/&)
/3D1$0)3/&)#3F#$F3(&D)G/"%) (H&)0F",&)3() j) f)@) "G) (H&)%&30$/&D) /3(1"0)>ASMj\#N)K1(H) /&0,&#() (")
01'=MjA=N) Q+) G1((1'5) (H&) F15H() 0#3((&/&D) 3() D1GG&/&'() 3'5F&0?) 4&/G"/%1'5) 01%$F(3'&"$0)
%&30$/&%&'(0)3()%$F(1,F&)3'5F&0)3FF"K0)3,,F1#3(1"')"G)3)YF"Q3F)J1()"')3FF)(H&)3'5$F3/)D3(3)3'D)
G1'D1'5)(H&)%"0()3##$/3(&)01T&)3'D)%"F3/)%300)_3F$&0?)
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3 Applicability	and	Limitations	(Scope)	

3.1 Application	of	FFF-MALS-RI-DLS	
*H&) G/3#(1"'3(1"') "G),"F+D10,&/0&D)'3'",3/(1#F&) D/$5) G"/%$F3(1"'0) Q+) JJJ) 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%&'(0\)KH&/&)(H&)F3/5&)
,3/(1#F&0)#3')H1D&)0%3FF&/)"'&0)"/)(H&)%&30$/&D)V$3'(1(1&0)3/&)"G(&')3_&/35&D)"_&/)(H&)D10(/1Q$(1"')
"G)01T&0),/&0&'()1')(H&)03%,F&?)6')(H&)"(H&/)H3'D)IL;2)3'3F+010)3G(&/)0&,3/3(1"')H&F,0)(")D&(&/%1'&)
(H&) 01T&) "G) ,3/(1#F&0)G"/) KH1#H)&F$(1"') (1%&0) #3''"() Q&) ,/&D1#(&D)01%,F+)$01'5) 3) 0&() "G) #"F$%')
#3F1Q/3(1"') 0(3'D3/D0?) -') #30&) "G) "'F1'&) JJJ<IL;2) (H&) F15H() 0#3((&/1'5) 3'D) #"'#&'(/3(1"') 3/&)
%&30$/&D)G"/)&3#H)&F$(1'5)G/3#(1"'\)G/"%)KH1#H)(H&)%"F3/)%300)3'D)01T&)#3')Q&)D&(&/%1'&D)G"/)&3#H)
&F$(1"'),"01(1"'?)*H10)Q&#"%&0)&`(/&%&F+)$0&G$F)G"/)#"%,F&`)03%,F&0)MF1Z&)940)1')0&/$%)#"'(31'1'5)
%&D1$%N)"/) G"/)%3(&/13F0)(H3()%15H()1'(&/3#()K1(H)(H&)0&,3/3(1"')#"F$%'s0)0(3(1"'3/+),H30&)3'D)D")
'"()&F$(&)3##"/D1'5)(")(H&)normal	0&,3/3(1"')%"D&?)JJJ<IL;2 <!;2 <S-)3FF"K0)0($D+1'5)3)Q/"3D)/3'5&)
"G) ,H+01#3F<#H&%1#3F) ,/",&/(1&0) "G) %&D1#3F)'3'",3/(1#F&0\) 1'#F$D1'5) 01T&) D10(/1Q$(1"') "G) #"%,F&`)
%1`($/&0\)94<,/"(&1')1'(&/3#(1"'0\)Q3(#H) (")Q3(#H) /&,/"D$#1Q1F1(+)MQ+)94)01T&N\) (H&) ,/&0&'#&) "G)G/&&)
#"3(1'5)/&F&30&D)G/"%)I&D <94)0$/G3#&)1'),H+01"F"51#3F)Q$GG&/0)3'D)(H&)%"F&#$F3/)K&15H()"G),"F+%&/0)
#"%,"01'5),"F+%&/1#)I&D <94))M,"F+%&/1#)940\)D&'D/1%&/0)&(#N?)

3.1.1	Nanoparticle	size	and	NP-protein	interactions	
-')%"0()#30&0\)I&D <940)3/&)&`,&#(&D) (")3_"1D)1'(&/3#(1"')K1(H)QF""D)#"%,"'&'(0)30) ,/"(&1')
3D0"/,(1"')G/"%)QF""D)%15H() /3D1#3FF+)#H3'5&) (H&1/)0(3Q1F1(+\)G3(&)3'D)#1/#$F3(1"') (1%&\)H3_1'5)
D/30(1#)&GG&#() "') (H&)Q1"3_31F3Q1F1(+)3'D) ,H3/%3#"Z1'&(1#0) "G) (H&)#3//1&D) "/)&'#3,0$F3(&D)D/$5)
%"F&#$F&0?) 6'&) "G) (H&) 01%,F&0() K3+0) (") D&(&#() ,/"(&1') 3D0"/,(1"') "') '3'",3/(1#F&0) 10) (")
%&30$/&) (H&) #H3'5&) 1') '3'",3/(1#F&) 01T&) 3G(&/) 1'#$Q3(1"') 1') (H&) ,/&0&'#&) "G) 0&/$%) ,/"(&1'0?)
8'G"/($'3(&F+\)(H&),/"(&1')#"/"'3)10),/3#(1#3FF+)1'_101QF&)G"/)1%351'5)%&(H"D0)F1Z&)*7I\)3'D)1()10)
1%,"001QF&)(")V$3'(1G+)K1(H)Q3(#H)%"D&)!;2\)D$&)(")(H&1/)1'(/1'01#)F1%1(3(1"'0)K1(H)(H&)3'3F+010)"G)
03%,F&0) ,"00&001'5) Q/"3D) "/) %$F(1<%"D3F) D10(/1Q$(1"'\) &0,&#13FF+) 1') #"%,F&`) 03%,F&) %1`($/&0)
3'D)1') ,H+01"F"51#3F)%&D13)#"'(31'1'5)0&/$%),/"(&1'0?)-') (H10)#"'(&`(\)D+'3%1#)F15H()0#3((&/1'5)
M!;2N) 3'D) %$F(1) 3'5F&) F15H() 0#3((&/1'5) MIL;2N) #"%Q1'&D) 3') "'<F1'&) D"K'0(/&3%) "G) 0&,3/3(1"')
%&(H"D0)F1Z&)J1&FD<JF"K)J/3#(1"'3(1"')MJJJN)3FF"K)("),/"_1D&)3##$/3(&)01T&)1'G"/%3(1"')G"/),"F+<
D10,&/0&D)03%,F&0)1'),H+01"F"51#3F)%&D13)3'D)G"/),/"(&1')Q1'D1'5)0($D1&0?)

JJJ<!;2 <IL;2) 10) 3F0") 3) Q&((&/) /&F13QF&) (&#H'1V$&) (H3') !;2) 3'D) *7I) (") #H&#Z) Q3(#H) (") Q3(#H)
/&,/"D$#1Q1F1(+?)-')(H10)#"'(&`()1()%3+)Q&)$0&G$F)(")#"%,3/&)1G)D1GG&/&'()Q3(#H&0)3/&)#H3/3#(&/1T&D)
Q+)(H&)03%&)&F$(1"') ,/"G1F&\)3'D) (H$0)1G)(H&+) ,"00&00) (H&)03%&)01T&)D10(/1Q$(1"')3'D) (H&)03%&)
3_&/35&) 01T&?)LF0") 1') (H10) #"'(&`(\) IL;2 <!;2) D&(&#("/0) D"K'0(/&3%) (") (H&) JJJ) 0&,3/3(1"')
,/"#&00) 3FF"K)D10#/1%1'3(1'5)Q&(K&&') 0%3FF) Q$() 015'1G1#3'() #H3'5&) 1') 01T&) (H3()#3') '"() Q&)
/&0"F_&D)K1(H)Q3(#H)%"D&)!;2\)&0,&#13FF+)G"/),"F+<D10,&/0&D)03%,F&0?))

J"/)(H&)3'3F+010)"G)94)01T&)Q+)JJJ<IL;2)(H&),/&0&'#&)"G)"'F1'&)#"'#&'(/3(1"')D&(&#("/0)0$#H)30)
S-) 3'D) 8.<.-2) 10) '"()0(/1#(F+) '&#&003/+\) 01'#&) 01T&) 3'3F+010) D") '"() '&&D) 1'G"/%3(1"') "G) 94)
#"'#&'(/3(1"')"/)"G)(H&)D'AD#)M0&&)0&001"')R?>N?)
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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%%$'&<0+0(&%\)I&D <940)3/&) (+,1#3FF+)#"_&/&D) Q+)3) 0H&FF) "G)
,"F+&(H+F&'&)5F+#"F)M47YN?)]"K&_&/)0"%&(1%&\),3/()"G)(H&)47Y)0H&FF)10)/&F&30&D)G/"%)(H&)0$/G3#&)
"G)I&D<940\)1'D$#1'5)1%%$'&)/&3#(1"')3'D)(H$0\)1%,3#(1'5)(H&1/)03G&(+?)*H&)/&F&30&)"G)G/&&)47Y)
G/"%)940)D10,&/0&D)1'),H+01"F"51#3F)Q$GG&/)M&?5?)4a2N\)#3')Q&)3'3F+T&)Q+)JJJ<IL;2 <S-?)*H3'Z0)(")
(H&),/&0&'#&)"G)"'F1'&)#"'#&'(/3(1"')D&(&#("/0)0$#H)30)S-)3'D)8. <.-2)D&(&#("/0\)(H&)3%"$'()"G)
G/&&) #"3(1'5) #3') 3F0")Q&)V$3'(1G1&D\) Q+) ,/"D$#1'5) 3) #3F1Q/3(1"') #$/_&) K1(H) (H&)3,,/",/13(&)
0(3'D3/D0A,/&#$/0"/0?)

3.1.3:	Analysis	of	molecular	weight:	analysis	of	the	polymeric	components	of	the	carrier	
J"/),"F+%&/1#)I&D<940\)(H&)#H3/3#(&/10(1#0)"G)(H&1/),"F+%&/1#)#"%,"'&'(0)M#"%,"01(1"'\)%&3')
%"F&#$F3/)K&15H()MI^N)3/&)(")Q&)3'3F+T&D?)JJJ)#"%Q1'&D)K1(H)IL;2)3'D)/&G/3#(1_&)1'D&`)MS-N)
D&(&#("/)#3')Q&)$0&D\)1')3F(&/'3(1_&)(")01T&)&`#F$01"')#H/"%3("5/3,H+)M27:N\) (")D&(&/%1'&)(H&)
%&3')I^)K&15H()"G),"F+%&/0)#"%,"01'5)(H&)I&D<940?)J"/)(H&)3'3F+010)"G)I^)"G)3')$'Z'"K')
,"F+%&/\)(H&),/&0&'#&)"G)3)S-)D&(&#("/)10) /&V$1/&D)(")#3F#$F3(&)(H&)D'AD#)M0&&)0&#(1"')R?=)3'D)
3,,&'D1`)=N?)

3.2 Limitations	of	FFF-MALS	
*H&"/&(1#3FF+\)JJJ)10)3QF&)(")0&,3/3(&),3/(1#F&0)1')(H&)><>@@@)'%)01T&)/3'5&?)]"K&_&/\)G"/)5""D)
0&,3/3(1"') ,&/G"/%3'#&) JJJ) ,3/3%&(&/0) M1'#F$D1'5) #H"1#&) "G) Q$GG&/0\) %&%Q/3'&\) F1V$1D) GF"K0\)
3'D)#H3''&F)5&"%&(/+N)H3_&)(")Q&)#3/&G$FF+)",(1%1T&D\)/&V$1/1'5)&GG"/(0)1')%&(H"D)D&_&F",%&'()
G"/) &_&/+) %"F&#$F&) (") Q&) 3'3F+T&?) S&0"F$(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)(1%&0)1')&3#H)#30&?)

*H&)̂ +3(( )!3K') ]&F&"0) --)IL;2) 1'0(/$%&'() 10) (H&"/&(1#3FF+) 3QF&) (")D&(&/%1'&) %"F3/) %300&0)
G/"%) =@@) !3) (") >) Y!3) 3'D) /3D11) G/"%) >@)t )O@@) '%?) ]"K&_&/\) (H&) $'#&/(31'(+) "G) (H&) 01T&)
%&30$/&%&'()10) '"() (H&)03%&)"_&/) (H&)#"_&/&D)01T&) /3'5&\)#3F#$F3(&D)%300)3'D) /3D1$0)_3F$&0)
3F0") D&,&'D) "') %"D&F) 1',$() ,3/3%&(&/0) 3'D) (H&) D&(&#("/) H30) (") Q&) 3F15'&D) 3'D) '"/%3F1T&D)
$01'5)0(3'D3/D0)G"/)&3#H)%&30$/&%&'() 0&/1&0?)L)0(3'D3/D)0H"$FD)Q&)$0&D) (") '"/%3F1T&) IL;2)
&3#H) (1%&) 0"F_&'() 10) #H3'5&D?) a2L) #3') Q&) $0&D) G"/) %&30$/&%&'(0) 0&/1&0)1') 3V$&"$0) 0"F_&'(0)
M0$#H)30)4a2N\)KH1F&)D&`(/3')0H"$FD)Q&)$0&D)K1(H)3V$&"$0)Q$GG&/)K1(H)0$/G3#(3'(0)M&?5?)2!2N\)3'D)
,"F+0(+/&'&)0H"$FD)Q&)$0&D)K1(H)%1`&D)"/53'1#)0"F_&'(0?)

)

4 Related	Documents	
+789:,! ;,0:97<:=,=>?@A:B<C,

$>?@A:B<,.$, $>?@A:B<,+D<9:,
78u9:;u4::u@> ) I&30$/1'5)Q3(#H)%"D&)!;2)
78u9:;u4::u =>) I&30$/1'5)94)L55/&53(1"')4/",&'01(1&0)Q+)Q3(#H)%"D&)!;2)
78u9:;u4::u@= ) I&30$/1'5)v&(3)4"(&'(13F)
78u9:;u4::u@>P) I&30$/1'5)(H&),])"G)93'",3/(1#F&)2$0,&'01"'0)
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5 Equipment	and	Reagents	

5.1 Equipment	
• 4"0('"_3)LJ=@@@\)^+3(()7#F1,0&)LJE)"/)01%1F3/)1'0(/$%&'()

• 8.)D&(&#("/))

• ^+3(()!3K')]&F&"0)--)IL;2\)4"0('"_3)49=>PX)IL;2)"/)01%1F3/)1'0(/$%&'()

• 6,(1F3Q)M8N*</7w)S&G/3#(1_&)1'D&`)MS-N)D&(&#("/)M"/)01%1F3/N)

• M6,(1"'3FC)I3F_&/')v&(301T&/)93'")v2) 1'0(/$%&'(\)"/)01%1F3/N)

5.2 Reagents	
• I&%Q/3'&)G"/)(H&)JJJ)#H3''&FC)G"/)%"0()3,,F1#3(1"')1()10)0$55&0(&D)(")$0&)>@)Z!3)#$(<

"GG)/&5&'&/3(&D)#&FF$F"0&)%&%Q/3'&)MG/"%)1'0(/$%&'()%3'$G3#($/&/N)

• a"_1'&)0&/$%)3FQ$%1')%"'"%&/) Ma2L\)xWUy\)F!EGG)215%3<LFD/1#HN)

• !&`(/3') >@<P@Z!3\)3'3F+(1#3F)0(3'D3/D)G"/)Y4:)M&?5?)G/"%)215%3)LFD/1#HN)

• 9"_3#H&%)M>@@y\)4"0('"_3)L'3F+(1#0N\)"/)2!2)@?@Oy)Q$GG&/)

• 4H"0,H3(&)Q$GG&/&D)03F1'&)0"F$(1"')M4a2\),])R?EN?)-()10)(H&)/&#"%%&'D&D)%"Q1F&),H30&)
G"/) %&30$/&%&'(0) K1(H)I&D <940)3'D) G"/) K3(&/) 0"F$QF&) 3'3F+(&0)30) 1() 10) (H&) %"0(F+)
/&F&_3'() ,H+01"F"51#3F) Q$GG&/?)6(H&/)0,&#1G1#) Q$GG&/0) %3+) Q&) $0&D) G"/) (H&) 3'3F+010) "G)
0,&#1G1#)3'3F+(&0)M&?5?),"F+%&/0)0"F$QF&)1')"/53'1#)0"F_&'(0N?)

• J&(3F)Q"_1'&)0&/$%)MJa2N)

• 4"F+0(+/&'&)'3'",3/(1#F&) 0$0,&'01"') M/&F&_3'() 01T&) /3'5&\) 9-2*) (/&3#&QF&) 01T&)
0(3'D3/D0N)

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

5.3 Reagent	Preparation	
PBS	

2(3'D3/D)>`)M,])R?EN)4a2)0"F$(1"')H30)(")Q&)G/&0HF+),/&,3/&D)3'D)G1F(&/&D)K1(H)@?=)o%)G1F(&/)
Q&G"/&)$01'5)1()30)3)%"Q1F&),H30&)1')JJJ)"/)Q$GG&/)1')(H&),/"(&1')Q1'D1'5)&`,&/1%&'(?)*H&),])"G)
(H&)G1F(&/&D)0"F$(1"')0H"$FD)Q&)#H&#Z&D)3##"/D1'5) (") (H&)5&'&/3F) ,/"#&D$/&)D&0#/1Q&D)1') (H&)
,/"#&D$/&) zI&30$/1'5) (H&) ,]) "G) 93'",3/(1#F&) 2$0,&'01"'0z?) )*H&)G1F(&/&D)0"F$(1"') #3') Q&)
0("/&D) 3() /""%) (&%,&/3($/&) G"/)=)D3+0) "/) 1') /&G/15&/3("/) G"/)>) K&&Z?) -G) (3Z&') G/"%) (H&)
/&G/15&/3("/\)(H&)0"F$(1"')H30)(")Q&)1'#$Q3(&D)(")/&3#H)/""%)(&%,&/3($/&)Q&G"/&)1'(/"D$#1'5)
1'(")(H&)JJJ)0+0(&%?))

5	mg/mL	BSA	solution	

*H&)a2L)0"F$(1"')M$0&D)G"/)'"/%3F1T3(1"')"G)(H&)IL;2)D&(&#("/N)H30)(")Q&),/&,3/&D)G/&0HF+)
Q&G"/&)(H&)&`,&/1%&'()Q+)%&30$/1'5)O)%5)"G)a2L)1')3')7,,&'D"/G)($Q&)3'D)D100"F_1'5)1()1')>)
%;)"G)M@?=)o%N)G1F(&/&D)4a2?)*H&)0"F$(1"')0H"$FD)'"()Q&)G1F(&/&D)Q&G"/&)$0&?0.2%	Novachem	
solution		

)*H&)@?=y)9"_3#H&%)0"F$(1"')M$0&D)30)%"Q1F&),H30&)G"/)4;2)940)1')_3F1D3(1"')&`,&/1%&'(0N)
H30) (") Q&) ,/&,3/&D) G/&0HF+) Q&G"/&) (H&) &`,&/1%&'() Q+)3DD1'5) =) %;) "G) >@@y) 9"_3#H&%)
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0$/G3#(3'()%1`($/&)1')>);)"G)I1FF1[)K3(&/?)*H&)0"F$(1"')0H"$FD)Q&)G1F(&/&D)K1(H)3)@?=)o%)G1F(&/)
Q&G"/&)$01'5)1()30)3)%"Q1F&),H30&)1')3') JJJ)&`,&/1%&'(?)*H&)G1F(&/&D)0"F$(1"')#3')Q&)0("/&D)3()
/""%)(&%,&/3($/&)G"/)=)D3+0)"/)1')/&G/15&/3("/)G"/)>)K&&Z?)M-G)(3Z&')G/"%)(H&)/&G/15&/3("/\)(H&)
0"F$(1"') H30) (") Q&) 1'#$Q3(&D) (") /&3#H) /""%) (&%,&/3($/&) Q&G"/&) 1'(/"D$#1'5) 1'(") (H&) JJJ)
0+0(&%?N)

0.05%	SDS	solution	

@?@O)y )2!2)0"F$(1"')M",(1"'3FF+)$0&D)30)%"Q1F&),H30&)G"/)4;2)940)1')_3F1D3(1"')&`,&/1%&'(0N)
H30)(")Q&),/&,3/&D)G/&0HF+)Q&G"/&)(H&)&`,&/1%&'(?)*H&)@?@Oy )2!2)0"F$(1"')#3')Q&),/&,3/&D)Q+)
D100"F_1'5)@?O)5)"G)2!2)1')>);)"G)I1FF1[)K3(&/)*H&)0"F$(1"')0H"$FD)Q&)G1F(&/&D)K1(H)3)@?=)o%)G1F(&/)
Q&G"/&)$01'5)1()30)3)%"Q1F&),H30&)1')3')JJJ)&`,&/1%&'(?)*H&)G1F(&/&D)0"F$(1"')#3')Q&)0("/&D)3()
/""%)(&%,&/3($/&)G"/)=)D3+0)"/)1')/&G/15&/3("/)G"/)>)K&&Z?)M-G)(3Z&')G/"%)(H&)/&G/15&/3("/\)(H&)
0"F$(1"') H30) (") Q&) 1'#$Q3(&D) (") /&3#H) /""%) (&%,&/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"') M$0&D) G"/) '"/%3F1T3(1"') "G) (H&) IL;2) D&(&#("/N) H30) (") Q&) ,/&,3/&D)
G/&0HF+)Q&G"/&)(H&)&`,&/1%&'()Q+)%&30$/1'5)>O)%5)"G)!&̀(/3') ,"KD&/ )1')3')7,,&'D"/G)($Q&)
3'D) D100"F_1'5) 1() 1') >) %;) "G) M@?=) o%N)1') 9"_3#H&%) @?=y )"/) 2!2) @?@Oy )G1F(&/&D) Q$GG&/?) *H&)
0"F$(1"')0H"$FD)'"()Q&)G1F(&/&D)Q&G"/&)$0&?)

6 Procedure	

6.1 General	remarks	for	FFF	separation	
-') "/D&/) (") ",(1%1T&) (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) "G) (H&)940) (")Q&)3'3F+T&D?)-D&3F)%&(H"D) ,3/3%&(&/0)K1FF)
3F0")3FK3+0)D&,&'D)"')#H3''&F)5&"%&(/+\)%&%Q/3'&)M3'D)G/1(N)%3(&/13F)3'D)1'0(/$%&'()(+,&?)
*$Q1'5)3'D)"'<F1'&)#"$,F&D)D&(&#("/M0N)K1FF)D&(&/%1'&)(H&)Q3#Z<,/&00$/&)(H3()3F0")H30)&GG&#()
"')(H&)0&,3/3(1"'?)

-')LJE\)(H&)0$/G3#&)#H3/5&)"G)(H&)3'3F+(&)K1FF)3GG&#()(H&1/)1'(&/3#(1"')K1(H)(H&)%&%Q/3'&)M(H&)
Q"(("%) ,3/() "G) (H&) #H3''&FN?) 43/(1#F&0) "/) %"F&#$F&0) %15H() Q&) (&%,"/3/1F+) 3D0"/Q&D) "/)
,&/%3'&'(F+)#3,($/&D)"')(H&)%&%Q/3'&)0$/G3#&)D&,&'D1'5)"')(H&)#H3/5&)"G)(H&)%&%Q/3'&)
3'D) (H&3'3F+(&?):H3'51'5 ),]) 3'D) 1"'1#) 0(/&'5(H) "G) (H&) %"Q1F&) ,H30&) #3') H&F,) (")G1'D) 1D&3F)
#"'D1(1"'0?)LD0"/,(1"')"G)(H&)3'3F+(&%15H()0(1FF)H3,,&'\)Q$(),/&<#"'D1(1"'1'5)"G)(H&)%&%Q/3'&)
K1(H)(H&)03%,F&)#3')0(3Q1F1T&)(H&)0&,3/3(1"')/&0$F(0?))

*"5&(H&/) K1(H) &F&#(/"0(3(1#) 1'(&/3#(1"'0\) 30) &`,&#(&D\) (H&) 01T&) "G) (H&) ,3/(1#F&0) K1FF)H3_&) 3)
0(/"'5 )&GG&#() "') (H&1/) /&(&'(1"') (1%&?)*"(3F) (1%&) "G) (H&) %&30$/&%&'() %15H() #H3'5&) G/"%) 3)
#"$,F&)"G)%1'$(&0)(")3)#"$,F&)"G)H"$/0)D&,&'D1'5)"')(H&)03%,F&),/",&/(1&0?)*1,<GF"K\)G"#$0<
GF"K\)#H3''&F)5&"%&(/+\)#H3''&F)0,3#&/)3'D)#/"00<GF"K) ,3/3%&(&/0)H3_&) (")Q&) ",(1%1T&D) (")
5&()5""D)0&,3/3(1"')G/"%)(H&)_"1D),&3Z)M940)"/)"(H&/)#"%,"'&'(0)F&3_1'5)(H&)#"F$%')3()(H&)
Q&51''1'5) "G) (H&) %&30$/&%&'() K1(H"$() Q&1'5),/",&/F+) 0&,3/3(&DN) 3'D) (") /&3#H) %3`1%$%)
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/&#"_&/+) 1') (H&) %31') ,&3Z) M%1'1%$%) 3%"$'() "G) %3(&/13F) /&(31'&D) "') (H&) %&%Q/3'&) KH&')
/&3#H1'5)@)#/"00<GF"K\)J15$/&)X)1')L''&Ǹ?)I"/&"_&/\)3'3F+010)(1%&)0H"$FD)Q&)Z&,()/&30"'3QF+)
F"K?)

*1,<GF"K)10) $0$3FF+) Z&,() G1`&D) 3'D)0H"$FD) Q&) #"%,3(1QF&) K1(H) (H&) "'<F1'&) #"$,F&D) %&30$/&%&'()
(&#H'1V$&?)J"/)"'<F1'&)!;2)%&30$/&%&'(0)D&(&#("/)GF"K)_3F$&0)Q&F"K)@?O)%;A%1')3/&)/&#"%%&'D&D?)

L0)'")D&(31F&D)264)#3')Q&)5&'&/3(&D)G"/)(H&)JJJ<IL;2)%&30$/&%&'()"G),/&_1"$0F+)$'Z'"K')
03%,F&0\)_3F1D3(1'5)%&30$/&%&'(0)H3_&) (")Q&),&/G"/%&D)3'D) /&,"/(&D)G"/)&3#H)0($D+)$01'5)
(H&)3#($3F)1'0(/$%&'()0&($,)M%&%Q/3'&\)($Q1'5\)D&(&#("/0N? 

6.2 Flow	chart	
*H&)K"/ZGF"K)1')(H&)'&`(),35&)0$%%3/1T&0)(H&)%31')0(&,0)"G)(H&)1(&/3(1_&)JJJ<IL;2)%&(H"D)
D&_&F",%&'()3'D)%&30$/&%&'(),/"#&00)G"/)0($D+1'5)I&D<940)01T&)D10(/1Q$(1"')3'D)94<,/"(&1')
1'(&/3#(1"'0\) 30) 3') &`3%,F&)]"K&_&/\) _&/+) 01%1F3/) ,/"#&D$/&0) 0H"$FD) Q&) G"FF"K&D) G"/) "(H&/)
3,,F1#3(1"'0?)

4/&F1%1'3/+)#"'01D&/3(1"'0C):H""01'5)(H&),3/3%&(&/0)G"/)(H&)&`,&/1%&'(0)

Buffer	to	be	used	

-')3)(+,1#3F)#30&\)4a2)10)0&F&#(&D)30)%"Q1F&),H30&?)-()K1FF)Q&)(H&)#30&)G"/)(H&)3'3F+010)"G)I&D<940)
01T&)MQ3(#H)(")Q3(#H)_3/13Q1F1(+\),/"(&1')1'(&/3#(1"'N\)G"/)(H&)3'3F+010)"G)(H&)/&F&30&)"G)(H&)G/&&)
#"3(1'5) G"/) (H&) 940) 0$/G3#&\) Q$() 3F0") G"/) (H&) 3'3F+010) "G) ,"F+%&/1#) #"%,"'&'(0) KH1#H) 3/&)
0"F$QF&)1')3V$&"$0)Q$GG&/0?))

J"/) (H&)3'3F+010)"G),"F+%&/0)0"F$QF&)1') "/53'1#)0"F_&'(0\)3)%1`($/&)"G)3') "/53'1#)0"F_&'()3'D)
K3(&/) "/) 3) ,$/&) "/53'1#) &F$&'() 0H"$FD) Q&) 0&F&#(&D?) -') #30&) "G) (H&) 3'3F+010) "G) (H&) %"F&#$F3/)
K&15H()"G)#"%,"'&'(0)"G),"F+%&/#)940\)(H&)I&D<940)H3_&)(")Q&)G1/0()0"F$Q1F1T&D)1')3')"/53'1#)
0"F_&'() %1`($/&)M$0$3FF+) 1') "/53'1#) 0"F_&'(0) 0$#H) 30) O@<ROy ) L:9) "/) O@y ) %&(H3'"FN?)
2"F$Q1F103(1"'),/"("#"F 0)#3')Q&)#H&#Z&D)&301F+)Q+)/$''1'5)!;2)"')(H&)94)1')D1GG&/&'()y)"/53'1#)
0"F_&'(0)(")%3Z&)0$/&)940)'")F"'5&/)&`10()Q$()/3(H&/)B$0()(H&),"F+%&/)1')1(0)G/&&)G"/%?)a&)0$/&)
(")H3_&)3')JJJ)%"D$F&)#"%,3(1QF&)K1(H)"/53'1#)0"F_&'(0)(")/$')(H"0&)&`,&/1%&'(0?)-G)'"(\)G"/)
(H10)Z1'D)"G)3'3F+010)01T&)&`#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"/&)(H&)G1/0()&`,&/1%&'()3)'&K)%&%Q/3'&)10)%"$'(&D)1')(H&)JJJ)#H3''&F)3'D)(H&)0+0(&%)10)
&`(&'01_&F+) K30H&D) K1(H) (H&) #H"0&') /$''1'5) Q$GG&/?)J"/) %"0() 3,,F1#3(1"'0) 1')4a2) 3) >@) Z!3)
%&%Q/3'&) "G) /&5&'&/3(1_&) #&FF$F"0&) MS:N)10) (H&) Q&0() #H"1#&?) J"/) $'Z'"K') 03%,F&0) 1() 10)
0$55&0(&D)(")0(3/()Q+)$01'5)3)0,3#&/)"G)PO@)o%\)KH1#H)K"/Z0)_&/+)K&FF)K1(H)3)Q/"3D)/3'5&)"G)
3'3F+(&0) MG/"%) ,/"(&1'0) (") Q15) 940N?) !1GG&/&'() 0,3#&/0) #3') Q&) 0&F&#(&D) 1') 0,&#1G1#) #30&0?) *H&)
_3F$&)"G)(H&)&F$(1"')GF"K)10)G1`&D)3'D)3FK3+0)D&(&/%1'&D)Q+)(H&)#"'G15$/3(1"')"G)+"$/)0+0(&%?))
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2(&,)>C)IL;2)D&(&#("/ )'"/%3F1T3(1"')

*H&)IL;2)D&(&#("/)5&'&/3(&0)_"F(35&)_3F$&0)(H3()3/&),/","/(1"'3F)(")F15H()1'(&'01(1&0?)-()0H"$FD)
Q&)#3F1Q/3(&D)(")Q&)3QF&)(")#3F#$F3(&)SMj N)_3F$&0)G/"%)F15H()1'(&'01(1&0?)*H&)#3F1Q/3(1"')10)D"'&)
3()W@{)$01'5)3)10"(/",1#)%"F&#$F&)(H3(),/"_1D&0)3)F3/5&)0#3((&/1'5)015'3F)M&?5?),$/&)("F$&'&N?)L0)
F"'5) 30) (H&)0+0(&%) 10) F&G() $'D10($/Q&D) 1() 10) '"() '&#&003/+) (") /&#3F1Q/3(&\)Q$() /&#3F1Q/3(1"') 10)
'&&D&D)3G(&/)#H3'51'5)(H&)03%,F&)#&FF)"/)/&3F15'%&'()"G)(H&)F30&/?)

L0)&3#H)D&(&#("/)H30)1(0)"K')5&"%&(/1#3F)G3#("/)3'D)3'5$F3/)0&'01(1_1(+\) '"/%3F1T3(1"')H30)(")
Q&)D"'&)D&(&/%1'1'5)(H&)'"/%3F1T3(1"')#"&GG1#1&'(0)G"/)&3#H)D&(&#("/)$01'5)(H&)03%&)GF"K)/3(&)
3'D) (H&) 03%&) 0"F_&'() (H3() 3/&) $0&D) G"/) (H&) 0&,3/3(1"') %&30$/&%&'(?) J"/) (H10) ,$/,"0&) 3')
10"(/",1#) 0#3((&/&/) MF1Z&)a2L) %"'"%&/) "/) =@<P@) Z!3) ,"F+%&/0N) H30) (") Q&) $0&D?)*H&)
'"/%3F1T3(1"')#"&GG1#1&'()G"/)(H&)W@{)D&(&#("/)10)>?@\)KH1F&)(H&)"(H&/)D&(&#("/0)3/&)3DB$0(&D)Q+)
_3/+1'5)3%"$'(0)(")+1&FD)1D&'(1#3F)_3F$&0)"G)SMj )N))3()3FF)3'5F&0?)

*H&)G1/0()JJJ<IL;2)&`,&/1%&'()$01'5)3)0$1(3QF&)10"(/",1#)0(3'D3/D)G"/)+"$/)&F$&'()M0$#H)30)O)
%5A%; )a2L)1')4a2NH&F,0)(")_&/1G+)(H&),/",&/)",&/3(1"')"G)(H&)&V$1,%&'()3'D),/"_1D&0)D3(3)G"/)
(H&) IL;2) D&(&#("/) 3F15'%&'() 3'D) '"/%3F1T3(1"'?)*H&)3'3F+010) 10) 3F0")$0&D) (") (") #"//&#() G"/)
Q3'D)Q/"3D&'1'5)1'D$#&D)Q+) (H&)%$F(1<D&(&#("/)#"'G15$/3(1"'?) *H"0&) (H/&&) ",&/3(1"'0)3FF"K)
#/&3(1'5)3)'&K)%&(H"D)1')L0(/3)0"G(K3/&)M0&&)L0(/3)5$1D&F1'&N)(H3()0H"$FD)Q&)0&F&#(&D)G"/)D3(3)
3'3F+010) "G) ;2) D3(3?) |"$) 0H"$FD) #/&3(&) 3) %&(H"D) G"FF"K1'5) (H&) 03%&) ,/"#&D$/&) G"/) &3#H)
D1GG&/&'()0"F_&'()+"$)3/&)$01'5\)#H""01'5)3) ,/",&/)0(3'D3/D)G"/)&3#H)0"F_&'()M&?5?)>@<P@)Z!3)
D&`(/3')1')2!2)@?@Oy )"/)9"_3#H&%)@?=y\)>@<P@)Z!3),"F+0(+/&'&)1')"/53'1#)0"F_&'(0N?)6'#&)(H&)
%&(H"D) H30) Q&&') #/&3(&D) 1() #3') Q&) $0&D) G"/) D3(3) 3'3F+010) 1') "(H&/) %&30$/&%&'() 0&001"'0)
,/"_1D&D)(H3()(H&)0&(<$,)"G)+"$/)0+0(&%)10)'"()%"D1G1&D)M#H3'5&)"G)#"''&#(1"'0\)%31'(&'3'#&)
"G)(H&)D&(&#("/0\)&(#N?)-G)(H&)#/&3(1"')"G)3)'&K)%&(H"D)10)'"()'&#&003/+)3FK3+0)/$')3)0(3'D3/D)
3() (H&) Q&51''1'5) "G) &3#H) %&30$/&%&'() 0&001"') M(H/&&) /&,&3(&D) 1'B&#(1"'0N) (") #H&#Z) IL;2)
'"/%3F1T3(1"')M0&&)3##&,(3'#&)#/1(&/13)1')0&#(1"')UN?)

a&G"/&) /$''1'5) +"$/) 03%,F&)(H&) %&%Q/3'&)1') (H&) #H3''&F) '&&D0) (") Q&) ,3001_3(&D?)J"/) (H10)
/&30"' \) 1() 10) 0$55&0(&D) (") /$') 3() F&30() P) 1'B&#(1"'0) "G)(H&) 0(3'D3/D) $0&D) (") #H&#Z) IL;2)
'"/%3F1T3(1"'\)Q&G"/&)0(3/(1'5)(")1'B&#()+"$/)03%,F&?))

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

801'5)(H&)#H&%1#3F),/",&/(1&0\)T&(3),"(&'(13F\)!;2)D13%&(&/\)8.<.10)0,&#(/$%)3'D)"(H&/)1',$()
D3(3)3F/&3D+)Z'"K')3Q"$()(H&)3'3F+(&\)(H&)",&/3("/)0&F&#(0)(H&)0(3/(1'5)JJJ)%&(H"D\)D&(&#(1"')
,3/3%&(&/0)3'D) ,3/(1#F&) #"'#&'(/3(1"')3'D) ,&/G"/%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&) %31')
03%,F&) ,&3Z) G/"%) (H&) _"1D) ,&3Z\) K1(H) %3`1%1T&D) /&#"_&/+) $'D&/) /&30"'3QF+) 0H"/() 3'3F+010)
(1%&?))

^H1F&) ",(1%1T1'5) (H&) %&(H"D) G"/) +"$/) 3'3F+(&) 1') 3) _&/+) #"%,F&`) %1`($/&) "G) %3'+)
%"F&#$F&0A,3/(1#F&0\)1()10)"G(&')$0&G$F)(")G"#$0)"'F+)"') ",(1%1T1'5)(H&),&3ZA,&3Z0)"G)1'(&/&0(?)
J"/) &`3%,F&\)KH&') 3'3F+T1'5) 940) 01T&) D10(/1Q$(1"') 3'D) 940<,/"(&1'0) 1'(&/3#(1"'\) %&(H"D)
",(1%1T3(1"')G"#$0)"') "Q(31'1'5)0+%%&(/1#),&3Z0)"G) '"'<(/&3(&D)I&D <94),",$F3(1"'0\)KH1#H)
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0H"$FD)K&FF)0&,3/&D)G/"%)(H&)_"1D),&3Z)(")3FF"K)#3F#$F3(1'5)940)01T&?)6')(H&)"(H&/)H3'D\)1G)(H&)
,/&0&'#&) "G) G/&&) #"3(1'5) M&?5?) G/&&) 47YN) /&F&30&D) Q+) (H&) 0$/G3#&) "G)I&D <940)10) "G) 1'(&/&0(\)
%&(H"D) ",(1%1T3(1"')0H"$FD) 31%)3() "Q(31'1'5)3)#F&3/)0&,3/3(1"') "G)(H&) ,&3Z) "G)G/&&) 47Y)
%"F&#$F&0)G/"%)(H&)_"1D)M&?5?)$01'5)H15H)#/"00)GF"K)3'D)G"#$0)GF"K)0$#H)30)P)%;A%1'N\)/3(H&/)
(H3')"')(H&)94)&F$(1"'),/"G1F&?))

Optimization	of	cross	flow	and	focus	flow	

*H&)0(/&'5(H)"G)(H&)#/"00)GF"K)3'D)G"#$0)GF"K)G1&FD)3/&),/"Q3QF+)(H&)%"0()1%,"/(3'()0&,3/3(1"')
_3/13QF&0)3'D)(H&+)H3_&)(")Q&)#3/&G$FF+)",(1%1T&D?)*H&+)H3_&)3)0(/"'5)&GG&#()"')/&0"F$(1"')3'D)
#3')Q&)_3/1&D)K1D&F+)3'D)/3,1DF+)K1(H"$() '&&D)(")#H3'5&)(H&)#H3''&F)5&"%&(/+?)-G)("")3)F"K)
#/"00)GF"K)10)3,,F1&D)D$/1'5)G"#$0)MG"#$0)GF"KN)(H&)F"K&/<%"F3/)%300A01T&)G/3#(1"'0)K1FF)&F$(&)
1%%&D13(&F+)3G(&/)(H&)&F$(1"')%"D&)10)0K1(#H&D)"')3'D)K1FF)3,,&3/)$'/&0"F_&D)G/"%)(H&)_"1D)
,&3Z) 3() (H&)Q&51''1'5) "G) (H&)G/3#("5/3%?) -G) (H10)H3,,&'0 \) 1'#/&30&) (H&) G"#$0) GF"K) $'(1F) +"$)
/&3#H)3)0$1(3QF&)0&,3/3(1"')G/"%)(H&)_"1D),&3Z)M3()F&30()=)%1'$(&0N?)

:/"00) GF"K) /3(&) D$/1'5) &F$(1"')%3+)0(3/(0)Q+) 3,,F+1'5) (H&) 03%&) _3F$&)1%,"0&D)D$/1'5) G"#$0)
M&_&') (H"$5H() (H10) 10) '"() %3'D3("/+pN) 3'D) #3') Q&) ,/"5/3%%&D\)#/&3(1'5) 3) 0,&#1G1#)&F$(1"')
%&(H"D)G"/)&3#H)/$' ?) -()#3')&1(H&/)Q&)Z&,()#"'0(3'()D$/1'5) (H&)&'(1/&)&F$(1"') (1%&)M10"#/3(1#)
&F$(1"'N) "/) 1() #3') Q&) D&#/&30&D) MF1'&3/F+) "/) &`,"'&'(13FF+\) 5/3D1&'() &F$(1"'N) G/"%) 3) 0(3/(1'5)
_3F$&) (")@)%;A%1')1')3)D&G1'&D)3%"$'() "G) (1%&?)L) /$F&) "G) (H$%Q)10) (")0(3/()Q+)3'3F+T1'5)3')
$'Z'"K') 03%,F&) $01'5)3) 5/3D1&'()&F$(1"') ,/"G1F&\)G/"%) 3) #/"00) GF"K) KH1#H) 3FF"K0) 0$GG1#1&'()
/&(&'(1"')"G)&3/F+)#"%,"'&'(0)"G)1'(&/&0()M3)0(3/(1'5)_3F$&)#3')Q&)0&F&#(&D)G/"%)(H&)F1(&/3($/&N)
3'D) (H&') (")D&#/&30&)1() (")_&/+)F"K)_3F$&0)M@?>) "/)@)%;A%1'N)1') /"$5HF+)P@)%1'$(&0?)-G)+"$/)
3'3F+(&) &F$(&0) K1(H) (H&) _"1D) ,&3Z) 1'#/&30&) (H&) 0(3/(1'5) #/"00) GF"K?) ) ^H&' ) 03(10G3#("/+)
/&0"F$(1"')H30)Q&&')"Q(31'&D)Q+)0&F&#(1'5)(H&)#/"00)GF"K)3'D)(H&)G"#$0)GF"K)_3F$&0)3'D)3)5""D)
0&,3/3(1"')G/"%)(H&)_"1D),&3Z)10)/&3#H&D\)1'#/&301'5)(H&)G"#$0)GF"K)3'D)(H&)#/"00)GF"K)K1FF)'"()
F&3D)("")015'1G1#3'()1'#/&30&)1') /&0"F$(1"')M01T&)3'D)%"F3/)%300)_3F$&0)#3F#$F3(&D)K1FF)Q&)(H&)
03%&pN\) Q$()1()#3') F&3D) (") 03%,F&) F"00?) *"") H15H) G"#$0) 3'DA"/) #/"00) GF"K) 3/&) (")Q&) 3_"1D&D)
Q&#3$0&\) (H&+) ,$0H)("") H3/D) (H&) 03%,F&) (H/"$5H) (") (H&)(H1'\) #"'#&'(/3(&D) F3+&/) '&3/) (H&)
3##$%$F3(1"')K3FF)#3$01'5)1'(&/3#(1"'0)"G)03%,F&)K1(H)(H&)%&%Q/3'&\)03%,F&)355/&53(1"'\)"/)
%$($3F) &'(3'5F&%&'() "G)(H&) 3'3F+(&?) *H10) &GG&#() %3+) F&3D) (") D10("/(1"') "G) (H&) &F$(1"') ,&3Z)
3'DA"/)(")03%,F&)F"00?)

LG(&/) +"$) H3_&) D&G1'&D) 3) 03(10G3#("/+) 5/3D1&'() &F$(1"') %&(H"D\)+"$) #3') (/+) (") ,&/G"/%) 3')
10"#/3(1#)&F$(1"')#H""01'5)30)#"'0(3'()#/"00)GF"K)(H&)_3F$&)"G)#/"00)GF"K)KH&/&)(H&),&3Z)"G)+"$/)
&F$(&D) 03%,F&) 10) F"#3F1T&D?) -0"#/3(1#) &F$(1"') &`,&/1%&'(0) 3/&) 5&'&/3FF+) ,/&G&//&D) G"/) (H&)
0&,3/3(1"') "G) 01%,F&) %1`($/&0\) 0$#H) 30) ,/"(&1'0) M&?5?) a2LN) #"'(31'1'5) D1%&/0) 3'D) (/1%&/0)
K1(H"$()(H&),/&0&'#&)"G)Q155&/)355/&53(&0?)*K")10"#/3(1#)0(&,0)3()_&/+)D1GG&/&'()#/"00GF"K0)#3')
3F0")Q&)#H"0&')1G) (K") ,",$F3(1"'0)KH1#H)015'1G1#3'(F+)D1GG&/0)1')H3_&) (")Q&)G/3#(1"'3(&D)M&?5?)
940)0&,3/3(1"')G/"%)G/&&),/" (&1'0AG/&&)47Y)#"3(1'5N?)

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

-G)+"$)(H1'Z)+"$)3/&)&`,&/1&'#1'5)03%,F&)F"00)1')+"$/)3'3F+010)+"$)#3')#H&#Z)03%,F&)/&#"_&/+)
Q+) ,&/G"/%1'5) 3) D1/&#() 1'B&#(1"') M'") G"#$0)0(&,)3'D) @) %;A%1') #/"00) GF"K) 3,,F1&D) D$/1'5)
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&F$(1"'N?)a+)#3F#$F3(1'5) (H&) /3(1")Q&(K&&') (H&) ("(3F)#"'#&'(/3(1"') "G) (H&)03%,F&)&F$(&D)K1(H)
+"$/)%&(H"D)3'D)(H&)#"'#&'(/3(1"')"G)(H&)03%,F&)&F$(&D)Q+)3)D1/&#()1'B&#(1"')(H&)y )"G)03%,F&)
/&#"_&/+)#3')Q&)#3F#$F3(&D?)*")/&D$#&)03%,F&)F"00)+"$)%3+)(/+)(")/&D$#&)(H&)G"#$0)GF"K)3'D)
(H&)#/"00)GF"K)1')+"$/)&F$(1"'),/"G1F&?)-')0"%&)#30&0\)1()10)'&#&003/+)(")#H3'5&)(H&)&F$&'(A(H&)
%&%Q/3'&)(")3_"1D)(H&)1'(/1'01#)1'(&/3#(1"'0)"G)(H&)03%,F&)K1(H)(H&)%&%Q/3'&?)

How	to	select	sample	concentration		

23%,F&)#"'#&'(/3(1"')"G)+"$/)3'3F+(&)0H"$FD)Q&)#3/&G$FF+)#H"0&'?)L)5""D)015'3F)(")'"10&)/3(1")
0H"$FD)Q&)"Q(31'&D\)#3/&G$FF+)3_"1D1'5)"_&/F"3D1'5)"G)(H&)#H3''&F?)L()_&/+)H15H)#"'#&'(/3(1"'0)
(H&)%$($3F)1'(&/G&/&'#&)Q&(K&&')940)'&3/)(H&)3##$%$F3(1"')K3FF)%3+)/&0$F()1')0(&/1#)&GG&#(0\)
/&_&/01'5) (H&) G/3#(1"'3(1"') "/D&/C) Q155&/) 940) K1FF) &F$(&) G1/0(\) ,&/($/Q1'5) (H&) 0H3,&) "G) (H&)
G/3#("5/3%?)L0)3)/$F&)"G)(H$%Q\)("(3F)1'B&#(&D)%300)"G)940)0H"$FD)'"()Q&)H15H&/)(H3')=@@)o5?)
]"K&_&/ \) 1G) +"$) H3_&) (H&) G&&F1'5) (H3() +"$/) G/3#("5/3%) %3+) Q&) ,&/($/Q&D) Q+) 0(&/1#) &GG&#(0\)
M,"001QF&)"_&/F"3D1'5)"G)(H&)#H3''&FN)1()10)0$55&0(&D)(")/&D$#&)(H&)#"'#&'(/3(1"')3'D)#"%,3/&)
(H&) &F$(1"') ,/"G1F&) "G) +"$/) 3'3F+(&) K1(H) D1GG&/&'() %300) 3%"$'(0) (") 0&F&#() (H&) /15H()
#"'#&'(/3(1"')/3'5& ?)

Check	for	repeatability	of	your	elution	profile	

^H&' ) 3FF) (H&) #"'D1(1"'0) "G) +"$/) %&30$/&%&'()H3_&) Q&&') ",(1%1T&\) /$') (H/&&) /&,&3(&D)
1'B&#(1"') "G)+"$/)03%,F&)(")#H&#Z)G"/)/&,/"D$#1Q1F1(+)"G)+"$/)&F$(1"') ,/"G1F&?)*H10)0(&,)10)_&/+)
$0&G$F)(")#H&#Z)(H3()(H&)%&(H"D)#/&3(&D)10)/&F13QF&)3'D)(H3()+"$/)03%,F&)10)0(3QF&)1')(H&)(1%&<
G/3%&)'&&D&D)G"/)(H&)%&30$/&%&'(?)

How	to	proceed	after	method	optimization	has	been	completed	

LG(&/)%&(H"D)",(1%1T3(1"')0(&,)H30)Q&&')#"%,F&(&D\)1G)94<,/"(&1' )1'(&/3#(1"')10)"G)1'(&/&0()G"/)
+"$/)&`,&/1%&'(),/"#&&D)(")0(&,)P)3'D)(H&')(")0(&,)E\)30)/&,"/(&D)3Q"_&?)-G)+"$)3/&)1'(&/&0(&D)
1')(H&)3'3F+010)"G)01T&)3'DA"/) "G)%"F&#$F3/)K&15H(\)0Z1,)0(&,)P)3'D),&/G"/%)0(&,)E?)LG(&/)+"$)
H3_&)D"'&)(H3(),/"#&&D)(")D3(3)3'3F+010\)30)&`,F31'&D)1')(H&)D3(3)3'3F+010)0&#(1"')M0&#(1"')RN?)

*") #3F#$F3(&)(H&)%"F&#$F3/)K&15H()"G)+"$/)3'3F+(&)G/"%);2)D3(3)M&V$3(1"')=N)+"$)'&&D)(")Z'"K)
(H&)#"'#&'(/3(1"') "G) +"$/) 03%,F&)1') 3FF) (H&) ,&3Z0) "G) 1'(&/&0()3'D) (H&)D'AD#) _3F$&)1') (H&)
#"'D1(1"'0)"G) %&30$/&%&'(0)M&?5?) 03%&) 0"F_&'(\) 03%&) K3_&F&'5H() 3'D) 03%&) #"'#&'(/3(1"')
/3'5&N?)*H&)#"'#&'(/3(1"')"G)+"$/)3'3F+(&)#3')Q&)D&(&/%1'&D)D1/&#(F+)Q+)L2*SL)0"G(K3/&)1')(H&)
KH"F&)G/3#("5/3%)/3'5&\)Q+)$01'5)(H&)015'3F)/&#"/D&D)Q+)3')8. <.-2 )"/) Q+)3')S-)D&(&#("/?)L0(/3)
0"G(K3/&)3FF"K0)(") #H""0&)KH1#H)#"'#&'(/3(1"')D&(&#("/)+"$)K3'() (") $0&)1') (H&)1'0(/$%&'()
#"'G15$/3(1"') ,3'&F)M0&&)L0(/3)%3'$3FN?))*")#3F#$F3(&) (H&)#"'#&'(/3(1"') "G)+"$/)3'3F+(&\)(H&)
D'AD#)'&&D)(")Q&)Z'"K')1G)+"$)3/&)$01'5)(H&)015'3F)G/"%)3')S-)D&(&#("/\)KH1F&)1G)+"$)3/&)$01'5)
3')8. <.-2)D&(&#("/\)(H&)_3F$&)"G)(H&)&`(1'#(1"')"G)+"$/)3'3F+(&)10)'&&D&D?)21'#&)D'AD#)'&&D0)(")
Q&)3FK3+0)D&(&/%1'&D) 1') +"$/) &`,&/1%&'(3F) #"'D1(1"'0) Q+) $01'5) 3') S-) D&(&#("/)G"/)G1((1'5)
&V$3(1"')M=N\)1')(H10)#"'(&`()(H&)S-)D&(&#("/)10),/&G&//&D)"_&/)(H&)8.<.-2)D&(&#("/\)Q$()(H10)10)
'"()%3'D3("/+ ?)J"/)G$/(H&/)1'G"/%3(1"')"')H"K)(")D&(&/%1'&)(H&)D'AD#)1')+"$/)&`,&/1%&'(3F)
#"'D1(1"'0)#"'0$F()(H&)L''&`)=) MQ3(#H)D'AD#)%&30$/&%&'()K1(H)3')S-)D&(&#("/N?)

)



!"#$%&'()*+,& ) !"#$%&'()-! ) .&/01"' ) 2(3($0) 435&)
264) 789:; <4:: <==) >?@) ) !4 A"#)

)
)

2(&,)PC)4/"(&1')Q1'D1'5)0($D1&0)

*H10)0(&,)H30)(")Q&),&/G"/%&D)1G)+"$/)3/&)1'(&/&0(&D)1')0($D+1'5)940<,/"(&1')1'(&/3#(1"'?)*H&)
JJJ<IL;2) 3'3F+010)G"/) Q"(H) '"' <(/&3(&D) 3'D) 0&/$%<,/&1'#$Q3(&D) 940) 10) ,&/G"/%&D) 3() (H&)
03%&\) ,/&_1"$0F+) #H"0&') #"'#&'(/3(1"'?)-') (H&) ,/"(&1') Q1'D1'5) &`,&/1%&'(0\)(H&) 94)
G"/%$F3(1"')10)),/& <1'#$Q3(&D)1')0&/$%)G"/)>)H)3()PR){: ?)*H&),3/(1#F&)0$0,&'01"')#3')Q&)G$/(H&/)
D1F$(&D)1')4a2)1%%&D13(&F+)Q&G"/&)1'B&#(1'5)1'(") (H&)JJJ)0+0(&%\) (") /&3#H) (H&)#"'#&'(/3(1"')
#H"0&')D$/1'5)%&(H"D)",(1%1T3(1"'?)2,&#1G1#)#"'#&'(/3(1"')G"/)94)D1F$(1"')1')0&/$%)3'D)(H&')
1')4a2)H3_&)(")Q&)#H"0&' )(")/&3#H)3)G1'3F)#"'#&'(/3(1"')"G)>@y)Ja2)1')4a2?)

2(&,)EC)[$3F1(+)#"'(/"F)"G)JJJ)0+0(&%)K1(H)4;2)0,H&/&0)

^H&') 3FF) (H&) JJJ) %&30$/&%&'() "G) "'&) 03%,F&) 3/&) #"%,F&(&D\) JJJ) 3'D) IL;2) 0H"$FD) Q&)
#H&#Z&D)Q+)1'B&#(1'5) ,"F+0(+/&'&)0(3'D3/D\)$01'5)9"_3#H&%)@?=y )"/) 2!2)@?@Oy )30)3)%"Q1F&)
,H30&?)4&/G"/%) (H10) ,/"#&D$/&)1G)+"$) 3/&)%&30$/1'5) I&D<940)01T&) D10(/1Q$(1"'?) -G) +"$)3/&)
1'(&/&0(&D)1')%&30$/1'5)(H&)I^ )"G)+"$/)3'3F+(&\)IL;2)0H"$FD)Q&)#H&#Z&D)3()(H&)&'D)"G)(H&)
%&30$/&%&'()Q+)1'B&#(1'5)3)Y4:)3'3F+(1#3F)0(3'D3/D)1')(H&),/",&/)Q$GG&/)M47Y)"/)D&`(/3')G"/)
(H&)3'3F+010)1')3V$&"$0)0"F_&'(0\),"F+0(+/&'&)G"/)3'3F+010)1')%&(H3'"F)"/)L:9\)&(#N?)
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7 Data	Analysis	
*H10)0&001" ')D&0#/1Q&0)(H&)3'3F+010),&/G"/%&D)Q+)L0(/3)0"G(K3/&)M_&/01"')X?@N)G"/)IL;2)D&(&#("/)
,/"_1D&D)Q+)^+3(()(&#H'"F"5+?)J"/)%"/ &)D&(31F&D)1'G"/%3(1"')#"'0$F()L0(/3)0"G(K3/&)$0&/)5$1D&?)-G)3)
D1GG&/&'()0&()"G)IL;2)3'D)S-)D&(&#("/)3/&)$0&D\)#"'0$F()(H&1/)0,&#1G1#)$0&/)5$1D&0?)

Before	performing	the	analysis	of	data	from	LS	you	should:	

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

• 0&F&#()(H&)#"'#&'(/3(1"')D&(&#("/)+"$)K10H)(")$0&)M%3'D3("/+)G"/)(H&)3'3F+010)"G)%"F&#$F3/)
K&15H(N))

To	perform	analysis	of	your	LS	data	follow	these	steps:	

• D&G1'&)(H&)Q30&F1'&)"G)+"$/),/"G1F&0)G"/)&3#H)"G)(H&);2)3'5F&0\))

• ,&/G"/%)D&0,1Z1'5)"G)+"$/)G/3#("5/3%0)(")/&D$#&)0,$/1"$0)'"10&\)

• &'(&/)1')(H&)0"G(K3/&)(H&),&3Z),/",&/(1&0)'&&D&D)G"/)+"$/)&`,&/1%&'()M&?5?)D'AD#\)&`(1'#(1"')
#"&GG1#1&'(\)L=)ML=f@)G"/)D1F$(&D)03%,F&0N\)S-)"G)(H&)03%,F&\)3Q0"/Q3'#&)"G)(H&)03%,F&r?N)

• 0&F&#()(H&),&3ZA,&3Z0)+"$)K3'()(")3'3F+T&)MK"/Z)"');2<>>N?)80$3FF+)1()10)3)5""D),/"#&D$/&)(")
0&F&#()(H&)KH"F&)3/&3)"G)&3#H),&3Z)"G)1'(&/&0()(")#3F#$F3(&)3'D)0H"K)(H&)D10(/1Q$(1"')"G)01T&)
3'D)I^ \)Q$()(H&')(")/&,"/( )(H&)3_&/35&)_3F$&0)#3F#$F3(&D)1')(H&)G$FF)K1(H)"G)H3FG)%3`1%$%)
MJ^]IN )/3'5&?))

7.1 Radius	from	LS	data	
-G)+"$)3/&)1'(&/&0(&D)1')#3F#$F3(1'5) (H&)01T&)D10(/1Q$(1"') "G)+"$/) ,3/(1#F&0)M3'D) '"() (H&) I^)"G)+"$/)
3'3F+(&N)0&F&#()(H&),/"#&D$/&)}S3D1$0)G/"%);2)D3(3~)G/"%)L0(/3)0"G(K3/&?))*H10),/"#&D$/&)#3F#$F3(&0)
(H&)/3D1$0)"G)(H&)03%,F&)Q30&D)"') (H&)F15H()0#3((&/1'5)015'3F)3F"'&)M#"'#&'(/3(1"')10) '"()%&30$/&D)
3'D)dn/dc	 '&&D) '"() Q&) Z'"K') 1') "/D&/) (") D&(&/%1'&) 01T&N?) -() 10)300$%&D) G$/(H&/) (H3() (H&),3/(1#F&)
#"'#&'(/3(1"'0 )3/&)F"K)&'"$5H) (H3() (H&/&)3/&) '")1'(&/3#(1"'0) "G)#"'0&V$&'#&)Q&(K&&') (H&%\)3'D)
(H&/&G"/&)(H&)='D)_1/13F)#"&GG1#1&'()L=)10)300$%&D)(")Q&)T&/"?)I"0()1%,"/(3'(F+\)1()10)300$%&D)(H3()(H&)
,3/(1#F&0),/&0&'()H3_&)Q&&')G/3#(1"'3(&D\)0")(H3()&3#H)0F1#&)#"'(31'0),3/(1#F&0)"G)1D&'(1#3F)01T&?)
)
L'3F+010)"G)(H&)_3/13(1"')"G)(H&)0#3((&/&D)1'(&'01(+)K1(H)3'5F&)10)%3D&?)-()10)_&/+)1%,"/(3'()(")0&F&#()
(H&) /15H() %"D&F) (") G1() (H&) ;2) G/"%) D1GG&/&'() 3'5F&0\) 3##"/D1'5) (") (H&) 940)0H3,&\) 01'#&) (H&)3'5$F3/)
_3/13(1"')"G)0#3((&/1'5)F15H()10)%3(#H&D)(")3')300$%&D),3/(1#F&)0H3,&)(")"Q(31')3)#"//&0,"'D1'5)01T&?))
)
43/(1#F&)01T&)M/%0)/3D1$0)"/)5&"%&(/1#)/3D1$0N)10)D&/1_&D)Q30&D)"')3)0(/$#($/&)Z'"K') a	priori\),F"((1'5)
RMj N)_0?) 01'=(j /2)is	 plot	 	3'D) /&,F3#1'5)(H&) (H&"/&(1#3F) G"/%) G3#("/)P(j )	Q+) (H&)3,,/",/13(&) %"D&F)
300$%&D?)J"/%)G3#("/)%"D&F0)H3_&)Q&&')D&/1_&D)G"/)0,H&/&0\)#"3(&D)0,H&/&0\)3'D)/"D0?)-')#30&)(H&)
}0,H&/&)%"D&F~)10)$0&D)Z'"KF&D5&)"G)(H&)S-)3'D)"G)(H&)3Q0"/Q3'#&)"G)(H&)03%,F&)10)/&V$&0(&D?))*H10)
%"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&F)10)$0&D)M&?5?)G"/)F1,"0"%&0N)Z'"KF&D5&)"G)(H&)S-)3'D)"G)(H&)3Q0"/Q3'#&)"G)Q"(H)(H&)03%,F&)3'D)
(H&) #"3(1'5q) (H&) (H1#Z'&00) "G) (H&) #"3(1'5)3/&) /&V$&0(&D?) 9"(&) (H3() (H&) 0,H&/&) 3'D) #"3(&D) 0,H&/&)
%"D&F0)+1&FD)5&"%&(/1#)/3D1$0\)KH1F&)(H&)/"D)%"D&F),/"D$#&0)3)F&'5(H? 
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7.2 Radius	and	molar	mass	from	LS	data	
J"/))#3F#$F3(1'5)Q"(H)01T&)3'D)I^)"G)+"$/)3'3F+(&)0&F&#()(H&),/"#&D$/&)}S3D1$0)3'D)%"F3/)%300)G/"%)
;2)D3(3~?):H""0&)(H&)3,,/",/13(&)%"D&F)(")G1()+"$/)D3(3?)i'"F&D5&)"G)#"'#&'(/3(1"')3'D)D'AD#)_3F$&0)
3/&)/&V$&0(&D)(")G1()&V$3(1"')M=N)1')"/D&/()(")D&(&/%1'&)I^?)J"/)D1F$(&D)3'3F+(&0)L=f@?)

)
*H&)F15H(<0#3((&/1'5)G1()%"D&F0)3/&)30)G"FF"K0C)

)
)VDAA,A>=:9;,$0&0)(H&) ie#ASMj N)G"/%3F10%)G"/)&V$3(1"')M=N?)-()0H"$FD)Q&)$0&D)G"/)%"F&#$F&0)
(H3()H3_&)SI2)/3D11)0%3FF&/)(H3')O@)'%)3'D)(H3()D")'"()#"'G"/%)(")3'"(H&/)0(3'D3/D)%"D&F)
0$#H)30)/3'D"%)#"1F)"/)0,H&/&?)*H&)v1%%)%"D&F)H30)(H&)3D_3'(35&)"_&/)(H&)!&Q+&)%"D&F)1')
(H3() 1() "G(&') /&V$1/&0) 3) F"K&/) G1() D&5/&&) G"/) (H&) 03%&) 01T&) %"F&#$F&?) J"/) F3/5&) MgO@) '%N)
%"F&#$F&0\)(H&)v1%%)%"D&F)0H"$FD)'"()Q&)$0&D?))
)
$:8T:,A>=:9;, 80&0)(H&)SMj NAie#)G"/%3F10%)G"/)&V$3(1"')M=N?)-()51_&0)Q&((&/)/&0$F(0)"_&/)3)K1D&/)
/3'5&) "G) %"F3/) %300\) 1'#F$D1'5) (H&) _&/+) F3/5&) M5/&3(&/)(H3') •>@X)!3F("'0) "/) •>@@) '%) SI2)
/3D1$0N?) a$() +"$) %3+) '&&D) (") D&F&(&) H15H) 3'5F&) D&(&#("/0) (") 1%,/"_&) (H&) G1() "G) (H&)
&`(/3,"F3(1"')01'#&)(H&)#$/_3($/&)#3')Q&)_&/+)F3/5&?))
,
K:JJT,A>=:9;,80&0)(H&)0V/(Mie#ASMj NN)G"/%3F10%?)-()#3')Q&)$0&G$F\)1')#"%Q1'3(1"')K1(H)D&F&(1'5)
H15H)3'5F&)D3(3\)KH&')3'3F+T1'5)%"F&#$F&0)K1(H)SI2)/3D11)5/&3(&/)(H3')O@)'%?))
,
07B=>A,?>D9,A>=:9;,80&0) (H&)G"/%$F3)G"/)3)(H&"/&(1#3F) /3'D"%)#"1F)%"F&#$F&) /3(H&/) (H3')3)
,"F+'"%13F)(")G1()(H&)3'5$F3/)F15H()0#3((&/1'5)D3(3?)

 

8 Quality	Control,	Quality	Assurance,	Acceptance	Criteria	
*H&)G1/0()0&,3/3(1"')&`,&/1%&'()K1(H)3')10"(/",1#)0(3'D3/D)_&/1G1&0(H&),/",&/) ",&/3(1"') "G) (H&)JJJ)
1'0(/$%&'(\) (H&) D&(&#("/0) 3'D) (H&) 1'(&5/1(+) "G) (H&) %&%Q/3'&?) )*H&) &F$(1"') ,/"G1F&) $0&D) G"/) &3#H)
0(3'D3/D)0H"$FD)Q&)#3/&G$FF+) ",(1%1T&D?)J"/)a2L)G"/)&`3%,F&\) /&0$F(0)3/&)3##&,(&D)1G)0&,3/3(1"') "G)
%"'"%&/0)G/"%)D1%&/0)10)/&3#H&D)3'D)(H&)%&30$/&%&'()3FF"K0)(H&)3F15'%&'()3'D)'"/%3F1T3(1"')"G)

(H&) IL;2)D&(&#("/?) :3F#$F3(&D)%300)_3F$&)G"/) (H&)a2L)%"'"%&/)0H"$FD)Q&)1') (H&)XX?O)Z!3)±)>Oy)
/3'5&?)-G)3)D1GG&/&'()0(3'D3/D)10)$0&D)_3/13(1"')1') (H&)3_&/35&)#3F#$F3(&D)_3F$&)K1(H) /&0,&#() (") (H&)
(H&"/&(1#3F)_3F$&)0H"$FD)Q&)c>O)y?)

2&,3/3(1"') %&(H"D)G"/)(H&(&0()%3(&/13F0)3/&)3##&,(&D)1G)#F&3/)0&,3/3(1"')G/"%)(H&)_"1D)10) /&3#H&D\)
3'D)(H&)/3(1")"G),3/(1#F&0)/&(31'&D)"')(H&)%&%Q/3'&)3G(&/)/&3#H1'5)@)#/"00GF"K)10)%1'1%1T&D?))

-G)&`(&'01_&)03%,F&)F"00)10)0$0,&#(&D\))(H&)3%"$'()"G)03%,F&)F"00)"')(H&)%&%Q/3'&)#3' )Q&)#3F#$F3(&D)
3'D)/&,"/(&D)Q+)#"%,3/1'5)(H&),&3Z)1'(&5/3F0)"Q(31'&D)K1(H"$()3'D)K1(H)#/"00)GF"K?)-')#30&)"G)_&/+)
#"%,F&`)%1`($/&0\)0$#H)30)(H&)0&/$%)#"'(31'1'5)940(H&),&/G&#()0&,3/3(1"')"G)(H&),/"(&1'),&3Z)G/"%)
(H&)_"1D)3'D)G/"%)(H&),&3Z)"G)(H&),3/(1#F&0)10)"G(&')'"(),"001QF&?)-')(H"0&)#30&0)",(1%1T3(1"')"G)(H&)
&F$(1"')%&(H"D)0H"$FD)Q&)G"#$0&D)"')(H&),&3Z)300"#13(&D)K1(H)(H&)3'3F+(&)"G)1'(&/&0(?)-G)940)01T&)1')
,/&0&'#&)"G),/"(&1'0)10)(H&)%31')G"#$0)"G)(H&)3'3F+010\)940)0H"$FD)Q&)0&,3/3(&D)G/"%),/"(&1'),&3Z0\)
3FF"K1'5) 1'(&/G&/&'#&<G/&&) &_3F$3(1"') "G) (H&) ;2) D3(3?)-G) (H&) ,/&0&'#&) "G) G/&&) #"3(1'5) 1') 3) 940)
D10,&/01"')10)"G)1'(&/&0(\)"')(H&)"(H&/)H3'D\)(H&)015'3F)"G)(H&)G/&&)#"3(1'5)0H"$FD)Q&)K&FF)0&,3/3(&D)
G/"%)(H&)_"1D)(")3FF"K)3'3F+010)"G);2)D3(3\)KH1F&)(H&/&)10)'")'&&D)(")",(1%1T&)(H&)&F$(1"'),/"G1F&)"G)(H&)
940)M'")'&&D)(")3'3F+T&)940)01T&)1')(H10),3/(1#$F3/)&`,&/1%&'(N?))
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*H&)JJJ)%&(H"D)10)_3F1D3(&D)Q+)D&%"'0(/3(1'5) (H3() (H&)0&,3/3(1"')10)/&,/"D$#1QF&)M(H/&&) /$'0)3()3)
0&F&#(&D)#"'#&'(/3(1"')3/&)(")Q&),&/G"/%&D)(")#"'G1/%)/&,/"D$#1Q1F1(+N?)

-')"/D&/)(")_3F1D3(&)(H&)IL;2)Q30&D)01T&)%&30$/&%&'(0)1')(H&)/&F&_3'()01T&)/3'5&\),"01(1_&)#"'(/"F)
&`,&/1%&'()10),&/G"/%&D\)&?5?)$01'5),"F+0(+/&'&),3/(1#F&0)K1(H)Z'"K')D13%&(&/)1G)+"$)3/&)3'3F+T1'5)
94)01T&)D10(/1Q$(1"')3'D)940<,/"(&1')1'(&/3#(1"'0?)-') "/D&/) (")3_"1D)$'D&01/&D)1'(&/3#(1"')Q&(K&&')
(H&) 0$/G3#(3'() 3'D) (H&) (&0() 03%,F&\)(H10) /$') 10) ,&/G"/%&D) 3G(&/) (H&)%&30$/&%&'() 0&/1&0) K1(H)(H&)
'3'",3/(1#F&)G"/%$F3(1"'?)J"/)4;2)0(3'D3/D)(H&)%"Q1F&),H30&)10)#H3'5&D)(")@?=y))9"_3#H&%)0"F$(1"')
"/)@?@Oy )2!2 \)(H&),"01(1_&)#"'(/"F)&`,&/1%&'())10),&/G"/%&D\)3'D)(H&)D3(3)3'3F+010)10)D"'&)$01'5)(H&)
,/",&/ )3F15'%&'() 3'D) '"/%3F1T3(1"'M&?5?)&?5?) Q30&D) "')D&`(/3') 1') 2!2) @?@Oy) "/) @?=y) 9"_3#H&%N?)

:3F#$F3(&D)5&"%&(/1#3F)/3D11)G"/)(H&),"F+0(+/&'&)0,H&/&0)0H"$FD)Q&)1')(H&)±)>Oy)/3'5&)

9 Additional	measurements	

9.1 UV-VIS	spectra	
L')8. <.10)0,&#(/3)0H"$FD)Q&)%&30$/&D),/1"/)(")(H&)3'3F+010)(")#H&#Z)G"/)3Q0"/,(1"' )"G)+"$/)03%,F&)1')
(H&)=@@<U@@)'%)/3'5&?)i'"KF&D5&)"G)0,&#1G1#)03%,F&)3Q0"/,(1"' )3FF"K0)(")0&F&#()(H&),/",&/)
K3_&F&'5(H)1')(H&)8.<.-2)D&(&#("/?)9") 3Q0"/,(1"' )1')(H&)0,&#1G1#)K3_&F&'5(H)$0&D)1')(H&)IL;2)3'D)
!;2)D&(&#("/)0H"$FD)Q&),/&0&'()(")3_"1D)1'(&/G&/&'#&0)K1(H)(H&)3'3F+010?)

)

9.2 Online	DLS	analysis		
-')3DD1(1"')(")01T&)%&30$/&%&'(0)Q+)IL;2\)3)D+'3%1#)F15H()0#3((&/1'5)D&(&#("/)M&?5?)I3F_&/)T&(3)
01T&/N)#3')Q&),$()"'F1'&)(")(H&)JJJ)%"D$F&)(")D&(&/%1'&)(H&)H+D/"D+'3%1#)D13%&(&/0)"G)(H&)03%,F&)
3G(&/)G/3#(1"'3(1"'?)*")Z'"K)H"K)(")0&F&#()(H&),/",&/)264)3'D)("),&/G"/%)D3(3)3'3F+010)/&G&/)(")(H&)
78<9:;u4::@@>?)

10 Reporting	
a&01D&0)"G) (H&)G1'3F)01T&)3'D)%"F&#$F3/)K&15H(/&0$F(0)D&(&/%1'&D)Q+) (H&)JJJ<IL;2) 3'3F+010)G"/) (H&)
(&0()03%,F&\)3FF)%&(H"D)D&(31F0)3'D)_3F1D3(1'5)%&30$/&%&'(0)H3_&)(")Q&)/&,"/(&D?)*H&)/&,"/()0H"$FD)
#"'(31'C)

<) I&(H"D)D&(31F0)"G)(H&)0(3'D3/D)/$' )G"/)'"/%3F1T3(1"')"G)IL;2)) M*3QF&)=?)-')L''&`N)1'#F$D1'5)
'"/%3F1T3(1"')_3F$&0)$0&D)1')(H&)G$/(H&/)#3F#$F3(1"'0?)

<) S&0$F(0)"G)(H&)0(3'D3/D)3F15'%&'()3'D) '"/%3F1T3(1"')/$')1')G15$/&)G"/%3()MJJJ)&F$5/3%)3'D)
F15H()0#3((&/1'5)_0?)(1%&)"/)_"F$%&\)J15$/&)E)1')L''&Ǹ)3'D)(H&)D&(&/%1'&D)%"F&#$F3/)%300b)

<) )I&(H"D)D&(31F0)"G)(H&),"01(1_&)#"'(/"F)/$'\)&?5?K1(H)4;2),3/(1#F&0)"/),"F+%&/1#)0(3'D3/Db)

<) S&0$F(0)"G)(H&),"01(1_&)#"'(/"F)/$')1')G15$/&)G"/%3()MJJJ)&F$5/3%)3'D)F15H()0#3((&/1'5)_0?)(1%&)
"/)_"F$%&N)3'D)(H&)D&(&/%1'&D)D13%&(&/)"/)I^ b)

<) I&(H"D)D&(31F0)",(1%1T&D)G"/)&3#H)(&0()03%,F&b))
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<) S&0$F(0)"G)(H&)(H/&&)/&,&3(&D)/$'0)3()"'&)#H"0&')#"'#&'(/3(1"') 1')G15$/&)G"/%3()G"/)&3#H)(&0()
03%,F&)MJ15$/&)RNb)

<) S&0$F(0) "G) (H&) JJJ<IL;2) /$') G"/)&3#H) &`,&/1%&'() /$'1') G15$/&) G"/%3()MJ15$/&) U) 3'D) WN\)
1'#F$D1'5)%"D&F)$0&D)G"/)G1((1'5)(H&);2)D3(3)

<) )

<) L_&/35&)01T&)3'DA"/)I"̂G)&3#H(&0()03%,F&)1')(3QF&)G"/%3(b)

<) :"'#F$01"')3Q"$()(H&)/&0$F(0?)

*+,1#3F)%&(H"D) D&0#/1,(1"') 3'D)G15$/&) &`3%,F&0) G"/) (H&) 3'3F+010) "G) 940) 01T&) 3'D) 940<,/"(&1')
1'(&/3#(1"'0)3/&)0H"K')1')(H&)L''&`)3()(H&)&'D)"G)(H&)D"#$%&'(?)

11 Health	and	Safety	Warnings,	Cautions	and	Waste	Treatment	
23%,F&0)0H"$FD)Q&),/&,3/&D)K1(H)#3/&)("),/"(&#()(H&)03%,F&)G/"%),3/(1#$F3(&)3'D)(")%1'1%1T&)
&`,"0$/&b) 3,,/",/13(&) 03G&(+) ,/&#3$(1"'0) 3'D) ,/"(&#(1_&) 5&3/) 0$#H) 30) 5F"_&0\) F3Q) #"3() 3'D)
5"55F&0) %$0() Q&) K"/'?) LG(&/) (H&) %&30$/&%&'() (H&) 03%,F&0) 3'D) F1V$1D) K30(&) M&F$(&D) %"Q1F&)
,H30&)#"'(31'1'5)(&0()03%,F&N)0H"$FD)Q&)D10#H3/5&D)30)3,,/",/13(&)G"/)'3'"%3(&/13F0?)

12 Abbreviations	
LJE) 30+%%&(/1#)GF"K)G1&FD)GF"K)G/3#(1"'3(1"')

a2L) Q"_1'&)0&/$%)3FQ$%1')

!;2) ) D+'3%1#)F15H()0#3((&/1'5)

Ja2) G&(3F)Q"_1'&)0&/$%)

JJJ) G1&FD<GF"K)G/3#(1"'3(1"')

IL;2) ) %$F(1)3'5F&)F15H()0#3((&/1'5)

I&D <940C)I&D1#3F)'3'",3/(1#F&0)

I^C)I"F&#$F3/)K&15H()

94) '3'",3/(1#F&)

4a2) ,H"0,H3(&)Q$GG&/&D)03F1'&)0"F$(1"')

47YC)4"F+&(H+F&'&)YF+#"F)

4;2) ,"F+0(+/&'&)MF3(&`N)

S-C)/&G/3#(1_&)1'D&`)
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13 References	
)k>l)I?)2#H1%,G\)i?):3FDK&FF\)€?):3F_1')Y1DD1'50)M7D0?N\)Field	Flow	Fractionation	Handbook\)^1F&+)
-'(&/0#1&'#&\)=@@@)

k=l)4?€?)^+3((\);15H()0#3((&/1'5)3'D)(H&)3Q0"F$(&)#H3/3#(&/1T3(1"')"G)%3#/"%"F&#$F&0?)Analytica	
Chimica	Acta))>WWP\)=R=\)>t E@?)

kPl)2?)4"DT1%&Z\);15H()0#3((&/1'5\)01T&)&`#F$01"')#H/"%3("5/3,H+)3'D)30+%%&(/1#)GF"K)G1&FD)GF"K)
G/3#(1"'3(1"'?)€"H')^1F&+•2"'0)4$QF1#3(1"'\)=@>>?)

kEl)80&/)%3'$3F)"G)L2*SL)0"G(K3/&)M^+3(()*&#H'"F"5+N)

12 	Annex	1	
*+,1#3F)G15$/&0)3'D)%&(H"D)D&0#/1,(1"')"G)3)4/"(&1')Q1'D1'5)/&,"/( )

+789:," ;,*3QF&)D&0#/1Q1'5)JJJ)0&,3/3(1"')%&(H"D)D&(31F0)G"/)(H&)a2L)0&,3/3(1"',

2"F_&'() 4a2)
2,3#&/)Mo%N) PO@))
I&%Q/3'& ) S&5?):&FF$F"0&\)>@)Z!3)
!&(&#("/)GF"K)M%;A%1'N) @?O))
-'B&#(1"')GF"K)M%;A%1'N) @?=)
J"#$0)M%;A%1'N) P?P)
:/"0GF"K)M%;A%1'N) P))
-'B&#(&D)_"F$%&)Mo;N) =@)
a2L)#"'#&'(/3(1"')M%5A%;N) O)
)

)

)

J15$/&)EC)JJJ)0&,3/3(1"')%&(H"D)3'D)8.<.10)015'3F)"G)0&,3/3(&D)a2L),&3Z0)
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)

J15$/&)OC)IL;2)/&0$F(0)MF&G(C)G1((1'5)K1(H)v1%%)%"D&F\)/15H(C)8.<.-2)M5/&&'N))3'D)IL;2)M/&DN)015'3F)"G)
(H&)0&,3/3(&D)a2L)03%,F&)

)

)

J15$/&)XC)JJJ)&F$5/3%)"G)(H&)(&0()03%,F&C)_"1D),&3Z)F3Q&F&D)K1(H)/&D\)/&(31'&D)%3(&/13F)M/&F&30&D)
3G(&/)/&3#H1'5)T&/")#/"00<GF"KN)F3Q&F&D)K1(H)QF3#Z)3//"K?)

)

)

J15$/&)RC)JJJ)&F$5/3%0)"G)(H&)(&0()03%,F&C)(H/&&)/&,&3(0)3()3)#H"0&')#"'#&'(/3(1"'?)
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J15$/&)UC)IL;2)/&0$F(0)MF&G(C)G1((1'5)K1(H)z:"3(&D)0,H&/&z)%"D&F\)/15H(C)8.<.-2)M5/&&'N)3'D)IL;2)M/&DN)
015'3F)"G)(H&)(&0()03%,F&)_&01#F&0)

)

J15$/&)WC)8. <.10)M5/&&'N)\)IL;2)M/&DN)015'3F)3'D)#3F#$F3(&D)5&"%&(/1#)/3D1$0)MQF3#ZN)"G)(H&)(&0()03%,F&)
_&01#F&0)

13 Annex	2:	Batch	dn/dc	measurements	

13.1 Introduction	and	principle	of	the	method	
*H10)3,,&'D1`)D&0#/1Q&0)H"K)(")D&(&/%1'&)(H&)/&G/3#(1_&)1'D&`)1'#/&%&'()MD'AD#N\)1?&?)(H&)#H3'5&)1')/&G/3#(1_&)
1'D&`) K1(H) #H3'5&) 1') #"'#&'(/3(1"'?) -() 10) Q30&D) "') 3) (&#H'1#3F) '"(&) G/"%) ^+3(()$01'5) 3') 6,(1F3Q) M8N*</7w)
D1GG&/&'(13F) /&G/3#(1_&) 1'D&`) D&(&#("/)kSl?) L) %"F&#$F&s0) D'AD#) 10) '&&D&D) (") #3F#$F3(&) 1(0) %"F3/) %300) Q+) F15H()
0#3((&/1'5\) /&53/DF&00) "G) (H&) #"'#&'(/3(1"') D&(&#("/) $0&D?) *H10) ,/"("#"F)10) Q30&D) "')Q3(#H)1'B&#(1"'0) K1(H)
1'#/&301'5) #"'#&'(/3(1"'0) "G) (H&) %"F&#$F&) "G) 1'(&/&0() 1') "/D&/) (") D&(&/%1'&) (H&) #"//&0,"'D1'5) #H3'5&) 1')
/&G/3#(1_&)1'D&`?)*H&)#"FF&#(&D)D3(3)#3')Q&)3'3F+T&D)Q+),&/G"/%1'5)3)F1'&3/)G1()$01'5)L2*SL)0"G(K3/&?)

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 5-10 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)M8N*</7w)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 (t ypically 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	

)
J15$/&)=C)7`,&/1%&'(3F)0&(<$, ))
)

• Clean and equilibrate the RI detector 
 

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 ÒonÓ to ensure that the reference cell contains pure solvent. After injecting 3-5 mL, 
exit purge mode b y pushing the purge button again.  
 

• 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 ! RI Measurement and click on batch (determine dndc) . Ensure that your Optilab 
instrument i s selected under Configuration as the Physical Instrument in the Optilab (U)T-rEX 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 0.5-1 mL. If manually injecting do not 
push too hard to avoid damages on the detector cell. Pressure in the RI detector 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 same recommendations 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 changing from 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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J15$/&)PC)2#/&&'<0H"()"G)D3(3)3'3F+010)Q+)L2*SL)0"G(K3/&)

• 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 Figure 4A 
• 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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