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前  言

本标准依照GB/T 1.1-2009给出的规则起草。

本标准代替JY/T 019-1996, 本标准与JY/T 019-1996相比，除编辑性修改外本标准主要技术变化如下：

----增加了规范性引用文件（见第2章）；
----扩充了适用范围； 

----增加了与本标准相关的术语和定义； 

----拓展了高效液相色谱方法；
----增加了氨基酸分析仪的方法；
----修改了试剂和材料的内容；
----修改了样品制备方法的分类及相应内容；
----修改并完善了分析步骤；
----增加了定量分析和数据质量的保证。 
本标准由中华人民共和国教育部提出。
本标准由全国教育装备标准化技术委员会化学分技术委员会（TC125／SC5）归口。
标准JY/T 019-1996起草单位：原国家教育委员会。

标准JY/T 019-1996主要起草人：李聪、刘子列。
本标准起草单位：上海交通大学、华南农业大学、海南大学。
本标准主要起草人：张莉、朱娜、吕雪娟、周雪晴。
本标准所代替标准的历次版本发布情况为：
——JY/T 019-1996
氨基酸分析方法通则

1　 范围

本标准规定了样品中氨基酸的液相色谱测定方法。
本标准适用于用氨基酸分析仪和高效液相色谱仪对样品中水解氨基酸、游离氨基酸以及不常见的氨基酸进行定性定量分析的一般方法。
2　 规范性引用文件

下列文件中的条款通过本标准的引用而成为本标准的条款。凡是注日期的引用文件，其随后所有的修改单（不包括勘误的内容）或修订版均不适用于本标准，然而，鼓励根据本标准达成协议的各方研究是否可使用这些文件的最新版本。凡是不注日期的引用文件，其最新版本适用于本标准。
GB/T 16631- 2008  高效液相色谱法通则
3　 术语和定义
3.1

氨基酸 Amino acid
分子内含氨基（亚氨基）和羧基的化合物的总称。根据氨基（亚氨基）与羧基相对位置的不同，分为α-，β-，γ-，δ-，ω-氨基酸。α-氨基酸是组成蛋白质的基本单位。常规的氨基酸分析主要指蛋白质水解氨基酸，游离氨基酸的分离测定。
3.2
分析物 Analyte
样品或样品溶液中存在的待分析的目标组分。
3.3

    样品溶液 Sample solution

样品溶解在其中的溶液或提取用于分析的溶液。
    标准样品 Standard sample 
作为定性及定量鉴定用的纯物质。
3.5 

    标准校正曲线 Standard sample calibration curve
用标准样品配置的一系列不同浓度的标准液上机测试后，经计算绘制的作定量分析的标准曲线。
3.6  
    柱前衍生 Pre-column derivatization
样品在用分析柱分离前进行衍生化反应，然后经色谱柱对衍生物进行分离。
3.7
    柱后衍生 Post-column derivatization
样品组分在色谱柱分离之后，洗脱液与衍生剂进行衍生化的过程。
3.8

    自动进样器 Automatic sample injector, auto sampler
自动将试样溶液接连地注射进到色谱柱子中的设备。
3.9

    柱温箱Column compartment
色谱柱置于其中的容器。
3.10
    泵 Pump
驱动流动相(洗脱剂)的设备。
3.11

    梯度洗脱 Gradient elution
间断地或连续地改变流动相组成或其它操作条件，从而改变色谱洗脱能力的过程。
3.12
 基线 Baseline
    在正常操作条件下，仅有流动相通过检测器系统时所产生的响应信号曲线。基线反映仪器的噪  

音随时间的变化。
3.13

    色谱峰 Chromatographic peak
色谱柱流出组分通过检测系统时，所产生的响应信号对时间作图所得的曲线，曲线的突起部分称为色谱峰。
3.14  

    峰面积 Peak area
色谱峰与峰底（或基线）所围成的面积。
3.15  

    保留时间 Retention time
被分离样品组分从进样开始到柱后出现该组分浓度极大值时的时间，也即从进样开始到出现某组分色谱峰的顶点时为止所经历的时间，称为此组分的保留时间。
4　 原理
氨基酸分析原理是根据朗伯-比尔（Lambert-Beer）定律，在其他条件相同的情况下，吸光度与吸光物质的浓度成正比，通过比色可测定吸光物质的含量。氨基酸与衍生试剂反应生成氨基酸衍生物。氨基酸衍生物在紫外或可见光分光光度计流通池中被检测，形成高斯分布的洗脱峰，峰面积与氨基酸含量成正比。在一定的方法下，氨基酸标准液中各种氨基酸被洗脱的时间、峰面积是确定的，通过比较样品和氨基酸标准品中各氨基酸的出峰时间，可定性鉴定未知样品中氨基酸组分；通过分析不同浓度的氨基酸标准品绘制峰面积-氨基酸含量标准曲线，可由未知样品中各氨基酸峰面积计算得到其含量。
4.1　 氨基酸自动分析仪法
氨基酸样品经适当的样品前处理后，经氨基酸分析仪的离子交换柱分离，被洗脱下来的氨基酸与水合茚三酮混合后在高温反应器中进行衍生反应，生成可在可见分光光度计 570 nm检测到的蓝紫色衍生物（脯氨酸、羟脯氨酸等亚氨基酸生成黄色衍生物 440 nm检测)，再通过分光光度计比色测定氨基酸含量。
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图1 氨基酸与茚三酮的衍生化反应

4.2　 高效液相色谱法
氨基酸样品经适当的样品前处理后，采用异硫氰酸苯酯（PITC）或其他衍生化试剂作为柱前衍生剂。

以PITC作为柱前衍生化试剂为例说明。PITC与氨基酸分子中的氨基（亚氨基）发生定量的衍生化反应，产生苯基硫代氨甲酰-氨基酸（PTC-AA）。过量的PITC通过真空干燥除去。

衍生产物苯基硫代氨甲酰-氨基酸（PTC-AA）的混合物在色谱柱中随流动相作相对移动时，混合氨基酸衍生物在两相间进行反复多次的分配。因两相间分配系数不同，使混合组分达到分离。

由于PITC试剂与氨基酸发生衍生化反应生成PTC-AA，在氨基酸的结构上引入了苯环，使氨基酸的极性降低而有利于反相色谱分离。苯环的引入同时也使紫外检测器能够高灵敏度地定量检测PTC-AA。PTC-AA结构稳定可在室温下放置数小时或冰箱内放置一周不变质。

以标准混合氨基酸的PITC衍生物PTC-AA绘制标准工作曲线，即可对待测试样中的PTC-AA进行定量分析。
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图2 PITC与氨基酸的衍生化反应

5　 试剂和材料
5.1　 试剂

除非另有规定，使用分析纯试剂。
5.2　 流动相和溶剂用试剂
使用HPLC级试剂。
5.3　 水
GB/T 6682，一级水。
5.4　 标准样品
应使用符合GB/T 15000.8要求的有证标准样品。
6　 方法概述
6.1　 概述
氨基酸是含有氨基和羧基的一类有机化合物的通称。根据氨基（亚氨基）与羧基相对位置的不同，分为α-，β-，γ-，δ-，ω-氨基酸。其中，氨基与羧基连在同一个碳原子上的氨基酸称为α-氨基酸。α-氨基酸是组成蛋白质的基本单位。氨基酸通过氨基和羧基形成肽键(酰胺键)相互联结成多肽和蛋白质。氨基酸分析法是指用于测定蛋白质、肽及游离氨基酸组成或含量的方法。氨基酸分析是食品、饲料和药品分析的重要项目。
6.2　 样品预处理方法
测定水解氨基酸样品预处理方法
试样用匀浆机打成匀浆（或者将试样尽量粉碎，全部通过孔径为 0.25 mm 的分样筛，充分混匀）装入磨口瓶中备用。对于粗脂肪含量大于、等于5%的样品，在细磨前应先用乙醚或石油醚提取脱脂。
常规酸水解法
常规酸水解法使试样中的蛋白经盐酸水解成为游离氨基酸，适用于测定非含硫氨基酸：天门冬氨酸、苏氨酸、丝氨酸、谷氨酸、脯氨酸、甘氨酸、丙氨酸、缬氨酸、异亮氨酸、亮氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸、组氨酸、赖氨酸和精氨酸的含量。水解中，色氨酸全部破坏，不能测量。含硫氨基酸部分氧化，不能测准。

准确称取一定量试样（精确到 0.0001 g），将称好的试样放于水解管中。在水解管中加入 6 mol/L 盐酸(视试样蛋白质含量而定)，含水量高的试样，可加入等体积的浓盐酸，加入几滴新蒸馏的苯酚，再将水解管置液氮或干冰-乙醇（丙酮）中冷冻，将水解管抽真空，然后充入高纯氮气，反复置换三次后，在充氮气状态下封口或拧紧螺丝盖。将水解管放入 105±5℃ 恒温干燥箱中，水解 22 h～24 h。取出水解管，冷至室温，开管，用去离子水多次冲洗水解管，将水解液全部转移至容量瓶中，用去离子水定容。过滤，准确吸取滤液于瓶中，在 40℃～50℃ 真空干燥器中干燥，残留物用去离子水溶解后蒸干，如此反复进行 1 次～2 次，最后蒸干。 

蒸干后的样品准确加入上机液溶解，使氨基酸浓度处于仪器最佳检测范围内，过滤后取清液供氨基酸分析仪检测用。或者蒸干后的样品用衍生化试剂衍生后使其浓度处于仪器最佳检测范围内，过滤后取清液供高效液相色谱仪检测用。
氧化酸水解法
氧化酸水解法将试样蛋白中的含硫氨基酸（胱氨酸、半胱氨酸和蛋氨酸）用过甲酸氧化并经盐酸水解生成磺基丙氨酸和蛋氨酸砜进行测定。

准确称取一定量试样（精确到 0.0001 g）置于浓缩瓶中，于冰水浴中冷却 30 min 后加入冷却的过甲酸溶液，在 0℃反应 16 h。然后加入 48%氢溴酸，充分摇匀后，在 0℃静置 30 min。60℃浓缩至干。用 6 mol/L 盐酸将残渣定量转移至水解管中，封管，将水解管放入 105±5℃ 恒温干燥箱中，水解 22 h～24 h。取出水解管，冷却至室温，开管，用去离子水多次冲洗水解管，将水解液全部转移至容量瓶中，用去离子水定容。准确吸取滤液于瓶中，在 40℃～50℃ 真空干燥器中干燥，残留物用去离子水溶解后蒸干，如此反复进行 1～2 次，最后蒸干。 

蒸干后的样品准确加入上机液溶解，使氨基酸浓度处于仪器最佳检测范围内，过滤后取清液供氨基酸分析仪检测用。或者蒸干后的样品用衍生化试剂衍生后使其浓度处于仪器最佳检测范围内，过滤后取清液供高效液相色谱仪检测用。
碱水解法
碱水解法将试样蛋白经碱水解，水解出的色氨酸供测定。

准确称取一定量试样（精确到 0.0001 g）置于聚四氟乙烯衬管中，加入碱解剂（4 mol/L 氢氧化锂溶液），于液氮或干冰-乙醇（丙酮）中冷冻，然后将衬管插入水解玻管，充氮气（至少 5 min），封管。将水解管放入 105±5℃ 恒温干燥箱中，水解 22 h～24 h。取出水解管，冷至室温，开管，用pH4.3柠檬酸钠缓冲液将水解液转移至容量瓶中，加入盐酸溶液中和，并用上述缓冲液定容。离心或用 0.45 µm 滤膜过滤后，取清液供检测用。

经碱水解出的色氨酸可用氨基酸分析仪或高效液相色谱仪直接测定。
测定游离氨基酸样品预处理方法
游离氨基酸试样不需要进行样品的水解，在分析前根据样品的具体情况需进行提取、脱脂、除蛋白、脱色等处理。

常用 0.1 mol/L 盐酸 80℃水浴或超声波震荡提取 20 min，乙醚萃取脱脂。除蛋白常用 1～2 倍体积 5%～10% 的三氯乙酸或磺基水杨酸溶液和样品充分混合，静置待沉淀生成，14000 rpm高速离心 15 min，取上清。若色素含量高，需要用C18 固相萃取小柱脱色，直至样品溶液无色澄清。准确吸取上清液，上机或准确加入pH2.2 的柠檬酸锂缓冲液溶解，使氨基酸浓度处于仪器最佳检测范围内，供氨基酸分析仪检测用。或者样品用衍生化试剂衍生后使其浓度处于仪器最佳检测范围内，供高效液相色谱仪检测用。

液体样品
酱油、果汁及含植物材料的液体样品、生理体液样品（包括血液、脊髓液、眼内液、尿液等）
磺基水杨酸法
取一定量的样品，加入一定体积的1%~10% 磺基水杨酸，磺基水杨酸的浓度和用量根据样品中游离氨基酸的含量而定。如脊髓液中几乎所有的氨基酸含量都相对较低，直接把磺基水杨酸晶体加入到样品液中，使溶液中磺基水杨酸浓度达1%~3%。充分摇匀，置于4℃冰箱1h，取出，14000 rpm高速离心 15 min，取上清，用上机液稀释，使氨基酸浓度处于仪器最佳检测范围内，用0.22 µm滤膜过滤后取清液供氨基酸分析仪检测用。或者用衍生化试剂衍生后使其浓度处于仪器最佳检测范围内，过滤后取清液供高效液相色谱仪检测用。
苦味酸法
取一定量新鲜样品液，加入1% 苦味酸溶液，混匀，14000 rpm高速离心 15 min，取上清，加进充分湿润的氯型树脂中，再用 0.2 mol/L 盐酸冲洗树脂，收集全部流出液，40℃下减压蒸干，加入0.01 mol/L NaOH溶液溶解残渣，在空气中放置4h，使半胱氨酸氧化为胱氨酸。用上机液稀释，使氨基酸浓度处于仪器最佳检测范围内，用0.22 µm滤膜过滤后取清液供氨基酸分析仪检测用。或者用衍生化试剂衍生后使其浓度处于仪器最佳检测范围内，过滤后取清液供高效液相色谱仪检测用。
三氯醋酸法
取一定量新鲜样品液，加入1%~5% 三氯醋酸溶液，混匀，14000 rpm高速离心 15 min，取上清，40℃下减压蒸干，再加蒸馏水蒸干，如此反复蒸干3次以去除三氯醋酸。用上机液稀释，使氨基酸浓度处于仪器最佳检测范围内，用0.22 µm滤膜过滤后取清液供氨基酸分析仪检测用。或者用衍生化试剂衍生后使其浓度处于仪器最佳检测范围内，过滤后取清液供高效液相色谱仪检测用。

含氨基酸的叶面肥
称取试样 1 g～5 g，置于 250 mL容量瓶中，用去离子水定容，摇匀，取上清液 2 mL，加入 5%磺基水杨酸溶液 2 mL，混匀，放置 1h, 加入 1% 乙二胺四乙酸(EDTA)溶液 1 mL和 0.06 mol/L 盐酸 1mL，14000 rpm高速离心15 min，取上清液上机或加入pH2.2 的柠檬酸锂缓冲液稀释，使氨基酸浓度处于仪器最佳检测范围内，用 0.22 µm滤膜过滤后取清液供氨基酸分析仪检测用。或者用衍生化试剂衍生后使其浓度处于仪器最佳检测范围内，用 0.22 µm滤膜过滤后取清液供高效液相色谱仪检测用。 

固体样品，包括动植物组织、粪便等
磺基水杨酸法
称取动物组织2g，加入5倍体积的3% 磺基水杨酸，用高速组织捣碎机捣碎或用液氮研磨后加磺基水杨酸溶液，混匀，放置1h，14000 rpm高速离心 15 min，取上清液上机或加入上机液稀释，使氨基酸浓度处于仪器最佳检测范围内，用0.22 µm滤膜过滤后取清液供氨基酸分析仪检测用。或者用衍生化试剂衍生后使其浓度处于仪器最佳检测范围内，过滤后取清液供高效液相色谱仪检测用。

乙醇提取法
称取新鲜样品5g，切碎后放入烧杯中，加入70-80% 乙醇200 mL，放置于沸水浴中回流提取20 min，过滤，残渣重复用乙醇提取两次，过滤，合并滤液，于沸水浴中蒸去乙醇，将剩余部分倒入分液漏斗内，加10mL 乙醚萃取，除去脂类和部分色素，将水层放入圆底烧瓶中减压蒸干，加入上机液溶解，使氨基酸浓度处于仪器最佳检测范围内，用0.22 µm滤膜过滤后取清液供氨基酸分析仪检测用。或者用衍生化试剂衍生后使其浓度处于仪器最佳检测范围内，过滤后取清液供高效液相色谱仪检测用。
6.3　 检测方法

氨基酸自动分析仪法
仪器
氨基酸分析仪通常由输液系统、进样系统、色谱柱、在线茚三酮衍生化反应单元、检测器及数据处理系统构成。
柱和柱填料
蛋白质水解试样选用Na+型交换树脂的色谱柱，生理体液试样选用Li+型交换树脂的色谱柱。
洗脱剂
应按分离模式或检测模式选择洗脱剂，以满足要求。用不同pH值和离子强度的柠檬酸钠和柠檬酸锂缓冲液。
衍生化方法
茚三酮柱后衍生法。
检测器
可见光分光光度计。
分析步骤
打开电脑，打开氨基酸分析仪主机。
打开氨基酸分析仪控制软件，按操作程序编辑方法文件、分析程序、积分参数以及组分表等工作参数。
选择应用程序和分析方法。
打开泵1和泵2，清洗。
自动进样器流路和针头清洗，除气泡，重复此过程三次。
按样品表顺序放置标样（相应的混合氨基酸标准工作液）和制备好的样品。
样品测试。
分析结束后，调出测试结果，进行定性定量分析，输出数据。
高效液相色谱法
仪器
高效液相色谱仪通常由流动相供应单元（包括洗脱剂储液器、脱气器、供液泵和梯度洗脱单元）、进样器、分离单元（包括色谱柱、色谱柱箱）、检测器及数据系统构成。
柱和柱填料
C18 色谱柱或者蛋白质水解试样选用氨基酸分析柱，生理体液试样选用游离氨基酸柱。
衍生化方法
异硫氰酸苯酯（PITC）柱前衍生氨基酸分析法

本法系根据氨基酸与异硫氰酸苯酯（PITC）反应，生成有紫外响应的氨基酸衍生物苯氨基硫甲酰氨基酸（PTC-AA），PTC-AA经反相高效液相色谱分离后用紫外检测，在一定的范围内其吸光值与氨基酸浓度成正比。
试剂

所用试剂除非另有规定，均需色谱纯或优级纯。

（1）流动相A液： pH6.2 醋酸钠水溶液。

（2）流动相B液： 乙腈（V）:水（V）=8:2。

（3）衍生试剂：异硫氰酸苯酯。

样品溶液衍生

精密量取 200 μL 样品溶液（蛋白质水解液或游离氨基酸溶液），置于离心管中，加入 20 μL 正亮氨酸内标溶液，混匀，再加入 100 μL 1 mol/L 三乙胺乙腈溶液和 100 μL 0.2 mol/L 异硫氰酸苯酯乙腈溶液，混匀，室温反应 1 h，然后加入 400 μL 正己烷，旋紧盖子后剧烈振荡 5～10 s，静置分层，取 200 μL 下层溶液与 800 μL水混合，过滤，待分析。

标准溶液衍生

精密量取 200 μL 氨基酸混合使用液，置于离心管中，准确加入 20 μL 正亮氨酸内标溶液、100 μL 1 mol/L 三乙胺乙腈溶液和 100 μL 0.2 mol/L 异硫氰酸苯酯乙腈溶液，混匀，室温反应 1 h，然后加入正己烷 400 μL，旋紧盖子后剧烈振荡 5～10 s，静置分层，取 200 μL 下层溶液与 800 μL 水混合，过滤，待分析。

色谱条件

柱温为 40℃；检测波长为 254 nm。
6-氨基喹啉基-N-羟基琥珀酰亚胺基氨基甲酸酯（AQC）柱前衍生氨基酸分析法
本法系根据氨基酸与 6-氨基喹啉基-N-羟基琥珀酰亚胺基氨基甲酸酯（AQC）反应，生成有紫外与荧光响应的不对称尿素衍生物（AQC-氨基酸），AQC-氨基酸经反相高效液相色谱分离后用紫外或荧光检测，在一定的范围内其吸光值与氨基酸浓度成正比。

试剂
（1）流动相A液：pH5.0 醋酸铵或醋酸钠水溶液。

（2）流动相B液：乙腈（V）:水（V）= 6:4。
（3）衍生试剂：6-氨基喹啉基-N-羟基琥珀酰亚胺基氨基甲酸酯。
衍生方法

精密量取 10 μL 样品溶液（蛋白质水解液或游离氨基酸溶液）放入衍生管中，加入 70 μL 0.4 mol/L 硼酸盐缓冲液（pH 8.8），涡旋混和并加入20 μL AQC衍生剂，涡旋混和15s。样品管用石腊膜封口，放于55 ℃烘箱中加热10 min，待测。氨基酸标准溶液处理同上。
色谱条件

柱温为37℃；紫外检测器检测波长为254 nm。荧光检测器激发波长为250 nm，发射波长为395 nm。

邻苯二醛（OPA）和9-芴甲基氯甲酸酯（FMOC）柱前衍生氨基酸分析法    
本法系根据一级氨基酸，在巯基试剂存在下，首先与邻苯二醛（OPA）反应，生成OPA-氨基酸。反应完毕后，加入 9-芴甲基氯甲酸酯（FMOC），剩余的二级氨基酸与FMOC继续反应，生成FMOC-氨基酸，两次反应生成的氨基酸衍生物经反相高效液相色谱分离后用紫外或荧光检测，在一定的范围内其吸光值与氨基酸浓度成正比。
试剂

（1）流动相A液：pH7.2 醋酸钠水溶液。

（2）流动相B液：pH7.2 醋酸钠水、乙腈、甲醇混合溶液。

（3）衍生试剂：邻苯二醛和9-芴甲基氯甲酸酯。

衍生方法

精密量取氨基酸水解液 50 μL，置于 1.5 mL 塑料离心管中，加入 0. 4 mol/L 硼酸盐缓冲液（pH 10.2）250 μl，混匀，精密加OPA衍生剂 50 μL，混匀，放置 30 s，精密加入FMOC衍生剂 50 μL，混匀，待测。附注：由于OPA-氨基酸不稳定，因此衍生后应立即进行分离测定。氨基酸标准溶液处理同上。

色谱条件

柱温为40℃；紫外检测器检测波长为 338 nm（一级氨基酸），262 nm（二级氨基酸）。
2,4-二硝基氟苯（DNFB）柱前衍生氨基酸分析法

本法系根据氨基酸与2,4-二硝基氟苯（DNFB）反应，生成有紫外响应的二硝基苯-氨基酸（DNP-氨基酸），DNP-氨基酸经反相高效液相色谱分离后采用紫外检测，在一定的范围内其吸光值与氨基酸浓度成正比。本法所用的 2,4-二硝基氟苯属易爆、剧毒物质，有强致癌性，且该法对色谱柱要求较高，易损坏色谱柱，衍生试剂水解生成的 2,4-二硝基苯易干扰丝氨酸的测定。除另有规定外，一般不宜采用本法。

试剂

（1）流动相A液：醋酸钠水溶液。

（2）流动相B液：流动相A（V）: 乙腈（V）=5:5。

（3）衍生试剂：2,4-二硝基氟苯。
衍生方法

精密量取氨基酸标准品和水解溶液2 mL，置于50 mL量瓶中，加0.5 mol/L碳酸氢钠溶液2 mL，2，4-二硝基氟苯衍生化试剂1 mL，混匀，在60℃水浴中反应1h，待测。

色谱条件

柱温为40℃；检测波长为360 nm。
分析步骤
打开高效液相色谱仪。
打开计算机，按操作程序编辑方法文件、梯度程序、积分参数以及组分表等工作参数。
开机设定紫外检测器检测波长，柱温。
用梯度平衡仪器，待基线平稳后，即可进样分析。
按样品表顺序放置样品。
开始样品测试。
用水解氨基酸（HAA）或游离氨基酸（FAA）混合标样配制一系列不同浓度的标准液，与待测试样同时衍生化后进样分析，计算机按所设定的分析参数收集并处理数据。
分析结束后，调出测试结果，进行定性定量分析，输出数据。
7　 定量分析
7.1　 峰高和峰面积测定
峰高和峰面积是色谱图上最基本数据。在色谱峰是对称峰，且与其他峰完全分离的情况下，较易获得峰高和峰面积。但是当色谱峰不对称、没有完全分离开以及基线发生较明显的漂移时，就很难获得准确的峰面积和峰高。
峰高是峰尖至峰底（或基线）的距离，峰面积是色谱峰与峰底（或基线）所围成的面积。峰底是从峰的起点与峰的终点之间的一条连接直线。一个完全分离的峰，峰底与基线（在正常操作条件下，仅有流动相通过检测器时所产生的响应信号曲线称为基线，稳定的基线应是一条水平直线）是相重合的。
可根据设定的积分参数（半峰宽、峰高和最小峰面积等）和基线的设定来计算每个色谱峰的峰高和峰面积。
7.2　 外标法
可用标准曲线法或外标单点法进行定量分析。

用标准样品配制成不同浓度的标准系列，在与待测组分相同的色谱条件下，等体积准确进样，测量各峰的峰面积或峰高，用峰面积或峰高对样品浓度绘制标准曲线，所绘制的标准曲线范围应尽可能涵盖测量点。
标准曲线的斜率即为绝对校正因子。测定样品中的组分含量时，用与绘制标准曲线完全相同的色谱条件作出色谱图，测量色谱峰面积或峰高，然后根据峰面积和峰高在标准曲线上直接求出注入色谱柱中样品组分的浓度。
标准曲线法的优点是：绘制好标准工作曲线后，可直接从标准工作曲线上读出含量，因此特别适合于大量样品的分析。
标准曲线法的缺点是：每次样品分析的色谱条件（检测器的响应性，柱温，流动相流速及组成，进样量，柱效等）很难完全相同，易出现较大误差。此外，标准工作曲线绘制时，一般使用欲测组分的标准样品（或已知准确含量的样品）。而实际样品的组成却千差万别，因此必将给测量带来一定的误差。
用外标单点法定量时，标准样品配置的溶液浓度应与被测组分质量分数接近；进样量应在被测组分的检测线性范围内，标准样品溶液与试样溶液在相同条件下多次进样，测得峰面积的平均值进行计算。

外标单点法简便，但准确性受进样重复性和实验条件稳定性的影响。
7.3　 内标法
制备含一定浓度内标物（内标物的化学性质与待测氨基酸类似，色谱峰与待测氨基酸色谱峰相近且性能稳定，与样品中其他组分能完全分离）的待测氨基酸的标准溶液3-5个，分析物浓度呈梯度变化。待测氨基酸与内标物的峰面积之比为纵坐标，待测氨基酸的量与内标物的量之比为横坐标，绘制标准曲线。同样所绘制的标准曲线范围应尽可能涵盖测量点。
然后加入内标物制备样品溶液，进行测试，得到相应色谱峰面积比，使用标准曲线，获得待测氨基酸同内标物的量之比，最终换算为待测氨基酸浓度。

内标法可以校正样品在前处理过程中的损失以及分析过程造成的误差。可以在一定程度上对分析过程进行连续的质量控制。
8　 分析结果的表述
根据分析工作图谱，色谱峰的分辨率（ILE\LEU和THR\ALA之间的分辨率> 80%，其它所有峰的分辨率应> 85%）指标判断所测17种或38种氨基酸的分离是否正常。
根据所测标准样品中各氨基酸的保留时间，对所测未知试样进行定性分析。
根据所测标准样品中各氨基酸的峰面积的工作曲线与校正因子，对所测未知试样进行定量分析。
将所得结果换算为质量浓度或质量分数。
在重复性测定条件下，两次独立测定结果的绝对差值不应超过其算数平均值的10%。
9　 数据质量的保证
日常分析时，20个样品应包含一个质量控制（quality control，QC）样品和一个空白样品，并且应进行平行分析来控制数据的质量。
空白样品可以是纯溶剂或者是与待测物平行处理得到的空白测量样品溶液。当纯溶剂作为空白测量时，能了解空白溶剂与设备的影响。当使用空白测量样品溶液时，能了解样品基质的影响和整个分析操作的影响。
实验室需要使用新的分析方法时，需要经过验证方能保证数据质量，同时应保留验证记录。
当要获得最小检测限时，需要建立方法并报告方法。具体可参见GB/T 16631-2008 高效液相色谱法通则。
在检定周期内，或者更换重要部件对仪器性能有影响时，应根据JJG 1064-2011 氨基酸分析仪检定规程或JJG 705-2014 液相色谱仪检定规程对仪器进行检定。氨基酸分析仪的检定周期不超过1年，液相色谱仪的检定周期不超过2年。
10　 实验室的条件和安全
10.1　 实验室的条件
温度与湿度应符合仪器规定要求，温度应在20℃-30℃，相对湿度通常应小于70%。避免震动和阳光直射。工作环境通风良好，避免高浓度有机溶剂蒸气或腐蚀性气体。没有强磁场和电场。电源符合规定，供电电源的电压及频率应稳定。
10.2　 实验室安全
电源应良好接地，仪器应有单独接地线。
正确使用压力容器并做好固定。
配置溶液及进行衍生化反应时应在通风橱中进行，并做好防护措施（戴防护眼镜、戴手套、穿防护服）。
溶剂和废液严格按照规定使用和处理。
操作仪器前，要彻底检查管路、接头等处是否漏液和漏气。
氨基酸分析仪在线茚三酮衍生化反应单元温度达135℃，注意不要触碰，防止烫伤。
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