
如何解决色谱柱使用过程中出现的问题
1、 保留值与分离度重现性不好原因分析
原因                         



 表现
不同色谱柱间差异使用期间柱的变化             填料，键合相不同柱床破坏键合相丢失硅胶基质溶解，强保留分堆积堵塞               保留因子（K）分离子（）柱效（N）
                                             保留因子（K）柱效（N）
柱外效应                                     系统差易，进样量大，进样0与色谱柱之间，色谱柱与检测器之间管路太长，检测器流通池体积大，接头死体积大等         注效（N）
问题              原因
表现
分离效果变差      流动相组分改变             保留因子（K）柱效变化很小
                  流速改变                   保留因子（K）  分离因子
                  温度改变                   保留因子（K）柱效变化很小
柱平衡慢          重新平衡时间不够           保留因子（K）柱效变化很小
柱超载            样品量太大                 保留因子（K）  注效（N）
二 、造成色谱峰（不对称）拖尾的原因
1.色谱柱本身填装问题，筷板堵塞或填料塌陷   

2.柱头有污染；
3样本超载；
4样品溶剂不合适]

5.柱外效应
6化学或二次保留（硅基）效应
7缓冲容量不足或不合适
8重金属污染
三、如何解决峰形拖尾的问题
A.   与化学有关的拖尾问题
1  .流动相中，加入30MM的三乙胺（用与碱性化合物）或醋酸胺（用与酸性化合物），未知化合物加醋酸三乙胺
2如然拖尾，将三乙胺换为二甲基辛胺（或醋酸二甲基辛胺）；
3.降低进样量至〈1UG。
B．与色谱柱有管的拖尾问题
1如柱头处有强保留的样品组分积聚，反相柱可用20倍柱体积的96%的二碌甲烷与4%甲醇，家1%氢氧化铵混合液冲洗，正向柱可用甲醇冲洗。
2.使用保护柱
C.与HPLC 系统有关的蜂拖尾和峰加宽
1.进样体积过大，通常〈25UL〉
2.进样0与色谱柱及检测器之间的管路体积过大（最佳连接管应〈20CM，内径为0.007〉
3检测器流通池的体积过大
四、如何储存色谱柱
1防止缓冲溶液和水溶液流动相产生微生物，做到流动相用多少配多少，或在水流动相中加200PPM的叠0钠以抑制细菌成长（一定当心其毒性和潜在的爆炸性）；或在流动相中家20%的有机改性剂，也可抑制微生物生长，有机改性剂还有助于流动相脱气。
2.尽可能将色谱柱储存于100%有机溶剂（乙晴最好）中，避免在缓冲溶液中保存。
3.使用缓冲溶液后的色谱柱，应用15`20陪柱体积的不含缓冲剂的同种水—有机溶剂流动相冲洗色谱柱，后换成100%有机溶剂储存。
4避免用纯净水冲洗键合致密的C18柱。
5将色谱柱的两端用堵有拧好，以免柱床填料干裂。
五、如何选择保护柱
怎样选择保护柱，但又不能影响分离分析？这是色谱工作者经常提出的一 个问题。通常，在选择保护柱之前首先要考虑的是样品是否清洁。对于大部分分析工作者来说，一只1CM

长的保护柱，那么就应选择2CM或3CM长的保护柱，保护柱越长，自然所装添的色谱柱的机会。当然，随着保护柱的长度加长，样品的保留时间会比使用短保护柱长。一般来说，保护柱的内径与分析色谱柱的内径相同或相当即可。
保护柱的填料装填方式也很重要。目前有薄膜装填法的保护柱，使用过程很简单方便，而且可以在实验室中进行干装。但是，其最大的缺点是不经济，特别是针对中国的具体情况，一次性使用相对费用较高。另外，薄膜装填法的保护拄所装填的色谱填料有限，只能提供有限的保护作用。不过也因为所装填的色谱料较少，保护柱的长度也教短，所以对分析样品的保留时间的影响也很小。
另一种保护柱结构其实质是缩短了的色谱分析拄，设计方式上有直连式、手紧式或整替式。整体式设计是有色谱的生产厂商直接安装在色谱分析柱上的，必须与色谱分析柱一同订货，可以非常方便地使用，但不能够被修改。直连式结构设计可在任何时候有色谱工作着来安装连接，可以与任何品牌的色谱分析柱连接使用，而且还可以根据样品的相关情况选择不同的保护柱长度。手上紧即可。另外从保护柱结构又分为是否可以更换保护柱柱芯，可以降低保护柱的使用成本。
大多数人是根据色谱分析柱的填料选择保护柱的填料，正常情况下可以选择与分析色谱柱一样的色谱填料。但是，根据实际是分析工作，也可不必与分析色谱的 填料完全相匹配。
对于选择保护柱的原则是；在满足分析分离要求的前提条件，尽可能的选择较短的保护柱结构。尽可能选择对分离样品小一些保留性的填料。

