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(2inc, cupru,mangan,fier) tn nutri{ia plantelor.Spre deogeblre 4
influenta acestor elements,insuficienta azotului gi mlibdeuula{
conduce la sclderea cantitlijii sminoscizilor gi aridelor in om
ganele vegetative ale plantelor. :

Unele specii de _p].an‘l'.a_adsnn acumuleasli eminoacizii caras.
teristici numai pentru specia datl,cesa ce determin¥ particuls.
ritatea metabolismului lor. : ' '

In jesuturile orgsnismelor animale cantitatsa aminoaciziley

liberi,de asemenea,suferd fluctuagii fn funcfie de natura hran |

gi starea fiziopatélogiocH.
Determinarea aminocsciziler din compezifia proteineler ssg

{ponianul degajat se condenseasn¥ ou o noudl molsculd de ninhidri-
A4 gi co cetoalcoolul fermat prin veducerea ei,resultind.combinas=

{ia(I),cars la pH=4,5 se transforni in enelul (II) a cirul sere

14 agonin (IIX) ests colorat¥ iIm rogu-violet sau purpuriu-albae=

: i : &
. . P =" it & + NH;
aminoacizilor liberi din organele plaptelor gi animalelor se i"‘ U ::C n ﬁc\ j@ @ic/ P C\(231:3
: 1 C

pratticl pentru studiersa mai detaliat¥ a valorii nutritive a

produselor alimentare gi furajelor,de asemenes,in cagul investi. |
g8rii diferitelor procese ale metabolismulni azotat. tn organige .

mele vii.Intre metodele larg utilizate fn acest ecop se numbrl
cromatografia pe hirtie.

10.1.1.DETERVINAREA AMINOACIZILOR LIBERI PRIN METODA
CROMATOGRAFIEI PE HIRTIE

Principiul metodei.iminoacizii liberi se extrag din jesutse

rile animaielor san plantelor ou aleool etilic eau eu aph,Ex-

tractele obiinute se purifiecly g§i 8p supun cromatografiaei pe hire
i fliferite locuri esre corespund divergilor sminoceecizi.
bujie(repartitie) ale divergilor eminoaeizi,acegtis pot fi Bapa-

tie.Datoritd diferengelor existente Intre constantele de diastri

rati,cu ajutorul unui sistem de sol%ren_}i erganici saturagi o
aph,pe hirtie de filtru introdus¥ fntr-o esmeri cromatograficy,
Aminoacizii separati pe hirtia cromatografics,sint pugi in avi.
dentl prin reactia de culoars cu reactivi spevifiei,cel mai adee
8ea cu ninhidrind.Intre aminosciszi gi ninhidrink are loé urmi-
toarea rescgie : '
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Dupi imerseare seu pulvsrizars cu o© sclufie de ninhidrini,
romatogramsa se usuck.Pe hirtie apar zone{spoturi) celorate In

Gonozcind conditiile experientei se pot determins dupd aces~
A spoturi colorate tipurile de enincaciszi axistents In sxiractul
flisular snalizet.Identificarea eminoacizilor ps cromatograul se

{lace prin citeva procedes.
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O altdi metod¥ de identifiecare se reduce la detsrminersea age-
numitulni eoceficient de mobilitate Ry al sminoacizilor,cere prac.
tic se peate calcula folosind ecuatia (5.3) :

Be > s
unde : @ - distanfa de la linia de start pin¥ in centrul sLotu-
lui dat de eminoacidul respectiv gi
D - distanta de la linia de start pind la linia frontulul
de solveant{vezi fig.5.1).

Comparind valorile coeficientului de mobilitate aflate pe
acenatd cale ou da}tele din literaturd se pot identifica amincaci-
#ii separati.

Aminoacizli identificati pe cromatpgram¥ pot £i determinati
oantitativ prin elujia apotului colorat gi fotomeirarea elustului
obtinut la un fotoelectrocolorimetru.

Modul de lucru.Practic cromatografia aminoscizilor 1iberi
in obiectele biologice,suprinde ¢Steva giape succesive :extrace
lin eminoscizilor din tesuturile animals sau vegetale, aplicares
solutiei de aminocaciszi pe hirtis,separares cromatograficld pro-
priu-zis¥ o sminpacizilor,identificarsa gi determinaves lor
titativi, '

can-

Extraciia swminoacizilor liberi din fesuturile enimale.

Se evintliresc 2 g jesut prelevet imedismt dupd moartes snima-
lului gi ae tritureazi® fntr-un mojar In prezentd de nisip de cu-
arl sau siiclid pisat¥ pin¥ la objinerea unei Paata perfect omogs-
ne.Peate pasta astfel obiinuiid se adaugd 10 m)l aceton# acidualatk
(00 mt postond + 1 ml HCL concentrat) .Duphk 30 minute 32 centpi-
fugheaz¥ timp de 10 minuie la 3000rot. /min. Supernatantul separat
oe transvaseazfd Intreun pehar Bergelius ds 2% wl cevs se introdu-
ge iptr-un btermostat la 37-38%C pentru avsporsres acetonsei.Upera-

Lia da extraciie a regidunini din eprubete de centrifugi cu 10 o
de acstond se repetd Ined de doud ori,de fiscars datd supernaian-
tul turnindu-se fn psharul Berzeline dupl cars sa evapori la sse
In termoestai sau pa baia de apd.Reziduul din gahar s peia oy 1o
solutie de HOL 1N gi se filtreas¥ pe o hirtie ds fiitru

tivi.Se spald psharul gi £iltrul eu 1 ml solugie da H{L 1N,
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| Hltratul se svapord la sce.Se reia residuul ou % ml selugls

_IE“OH 0,5 ¥ gi spoi se filtreaszd .La filtrat se adaugh 10 i
tilic.Se agit¥,ss separii stratul eteric,iar stratul apos s
prd din nou pe baie de ap¥ la sec.Residuul se reim ou 1 w4

| tie de WB,0H 0,5 ¥ .

Extractis aminoacizilor liberi din serul ssnguin.Us wely

. {¢ 2 ml ser senguin(férd urme de hemoliz#i) se usucd fnirsun

sicator de vid cu clorurd de calciu anhidr¥,la temperaturs &4

1rei.Sernl deshidratat se piseaz sub form¥ de pulbers Intrsu

wiar mic(se recomands oa uscarea s¥ se facl direot in mojar]

11 trece cantitativ cu 8 ml de acetond acidulatdl Intr-o sprul
{4 centrifugi. Conginutul eprubetei se agit¥ cu o baghetl A& |

1§ din 10 in 10 minute pe © pericadd de timp de 60 minute,Hs

{trifugheazs 10 minute la 3000 rot./min.Supernatantul oconjinii

minoscizii exirasi ss iransvageaz# intr-o fiolk de lt.i.e:.I "
fundul plat cars se introduee intr-un termostat la 373070 p
waporarea acetonel.Reziduul rémas In eprubsta de centrifugh

{irateazd fn mod similar cu 8 ml de acetond incl de deull ewl,|
{tractele obtinute sdiugindu-ss la primul supernatant penira |

porare,Dupd evaperarsa aceiornei pe fundul fiolei ridmine o pel
wlf fosrss fink de lichid ulsios.Psntru uscarem Jompletd & |
lei,sceasta se intredute Iintr-un exsicator de vid.Residwul W
fin £iols se Aizolvd fntr-un wml de apd distilath gl se elibe
i de lipids prin ad¥ugerea a 2 ml eter etilioc.Majoritates
rilui =2 poste sbazorbi su o pipetl,iar stratul fin rimss se |
pirteaz ;':u sjntoral unei figii inguste de hirtie de FLlbru,l
tia apozeX de sminoacizi 4in nou se evapori Intr-un axsiosie

vid timp de 18-24 ore,dupd cars rezgidunl uscat se reim o 0,1

spff dzstilati.Din soluiia ebiinutd se aplicl pe h*rtdm orumal
gafich probe d4e cite 0,02 ml(ceea ze corespunde la O, 4 Ml M
wtiv) pentru sspararea sminoacizilor prim cromatografis unii

s [y - " 1 ‘
wnsionald gi probe de c¢ite 0,06 ml(cerespunzitor la 1,3 Ml |

pentru cromatografia bidimenzisnall.

ingacigilor liberi dim plentels 4 SUAMMEN:!
aetiv 5~10 g seminte mature san imsturs P8
rosane ; ergans vegetative gi se spall ou aph ds N
wbinet,apor cu =zpf distilat¥ pentru Inaepiirtares lmpurdthgll
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mderente.Se pune pe o hirtie de filtru sau pe un 7as de sticld

@i se usucH fn etuvié la 9o°c.t‘mp de 48 ores fHrd IntreruparelPro.;

bele uscate se macin¥ pind la objinerea unei pulberi fine.Din
mulberea objinut¥ se cintlresc Intre 2 gi 5 g,in funciie de na-
#tara produsulul de mmalizat gi se extrag c¢u 10 ml alescl etilie
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shilisrului Intre acegtis gi solvent gi sdsorbgia ler in |

1wl de separare cromatografick.

In cazul identificlirii smincacizilor cu ajutorul mael

'_ltnnci se folosesc douli solufii standard de aminoaclisl en

D6$(inchlzit la 50-60°C pe baie de ap¥) timp de 2 ore,prin agits.

e permanenti.Extractul se separi prin centrifugers gi se trans.
wazeazd Intr-o pilnie ds separasre.Reziduul se extrage IncH de
dious ori cu cite 10 ml de alcool 80%.Ultimele dound supernatants
a3e unes¢ cu primul fn piflnia de separare gi la lichidul .obfinui
a2 adaugd 15 ml cloroform gi 15 ml apl distilat¥.Aimestecul se

sygiti cu atenjie gi se las¥ in repaus 10 minute.Stratul supsrior

@on}inind amincacigii extragi se separ® gi se evapor¥ le sec pe
traie de apH.Rezidunl se digolvd Intr-un mi solujie de aleccol
fizopropilic 10% in solujie de HCL C,1 N.

Aplicerea solutiei de aminoacizi pe hirtis cromstografiof.
Ha aplicarea solutiei de aminoacizi pe hirtia cromatograficd se
wer respectate o serie de reguli.Dup¥ metodica clasicd diametrul
punctului de start unde se aplic# proba nu trebuis a8 depigessch
H-6 mm.Pentru a realisa acest lucru,aplicarea probelor se face
#n mod repetat cu ajutorul unei micropipete gradate in portinni
dda cite ©,003-~0,005 ml in cromatografia unidimensionall(monodi-
mensional¥) gi cu o cantitate de cite 0,010-0,015 ml iIn cromato-
grafia bidimensional¥.Fiecare nou# portiuns de solutie se aplic
dupd uscarea complet# a celel precedente.

Pentru o orientare mai bun¥ pe linie de start a cromaiogra-
smal se deseneasi anticipat cu creionul un cerc cu dismetrul ce-
rut(5=5 'mm),unda se aplicl solujia de analigai.Punciul de siart
s8¢ alege la 5,5 cm de la cap#tul hirtiei cromeipgrafics,iar in
‘tehnica bidimensionald fntr-un colj,ls distanga de 6-7 cm fatd
de lungimea gi 1¥jimes hirtiei,in funcgie de adincimes vasului
¢ faza mobil? in care se introduce capitul hiptisi.

La aplicaresa solupiilor de aminocacizi irebuis s8 se jink
cont de capacitatsas hirtiei,mei ales In csunl 2

monodimenaionals pe Tigii fngusts."lncErcavss’

ducs la splElares aminoscizilor dimolvafi,csuszatid de lipss

tifia indicatddl in tabelul 10.1,care se aplici odatd ou pre

1ds cercetat pe aceeagi hirtie cromategralici.

Tabelul wn‘
Compozigia solugiiler standard de aminoacini

i i Congcanty
Solugia A conc;'gﬁig';;i, Solutia B .:’loln
Gisteini TO Lizind "9
HistidinX 62 Arginin® 69
icid aspartic 5% Serind 42
flicocol 30 Acid glutamic L1
freonin# 47 Alanini "
trolind 46 Metionin¥ 59
lirozind 72 Leuoin# 54
{Talind 46
fenilalanind 55

Ambele smestecuri se aduc la 10 ml cu acelagi molvent
hintat la dizolvares reziduului objinut dupd ultima evapd
plugiei de aminoscizi extragi din materialul cercetat.
Distribiia relativil a diferifilor sminoacisi prin ard
pafierea solutiilor standard mengionate este aritatd fn {
tagraﬁe din fig.10,1.In spotul notat cu N se giisegte rog
el Acest indicator are un coeficient de mobilitate Ry A
ligi ordin de mErime cu cel &l leucinei gi de nceea ou ajy
4i se poate urm¥ri efnd amincacidul care migreazil osl mal
iy ajunge la marginea de Jjos a cromatogramei In procedenl
qiendent.
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Fig.l0.l.Dispunares sminoscisziior pe
hirtie in cromatografis descen~
dent# In sistemul butanolis.

A gi Beamestecuri de aminoacisi,N-rogu

neutral.

1-Cisteina;2-Histidina;3-Acid aapartie;

4-Gliecocol ;5-Treonina ;6-Prolins i

" T-Fenilalanina;8-Lizina;9-Arginini;

(_f,) ~ 10-Mstionina;ll=Serina;l2-Acid glutamie;

13-4lanina;1l4-Tirozina;15-Valinna :

\ lé=-Leucins.

i)

)
(@)
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(=
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Separares cromatografich g sminpacizilor.Pentru cromatogre-
fia aminoaciziler se folosegts ds obicei hirtia Schleicher-
Schill 2043 b'gi Whatman l.Dimensiunile hirtiei pet varia In func-
lie de parametrii camerei cromatografioce ‘Distania intre punctele
de atert trebuie s¥ fie de 2-3 com in cazul cind pe acseagi foais
e hirtie s2 aplicd mai multe probe.locul startolui pe hivtie dee
pinde de metoda cromatograficH folositi(veszi pag.l185).

Pentru 0 separare mai buni a sminoscizilor prin CromaLogra~
fis monodimensionall,se pot folosi forme modoficate ale ffagiilor
de hirtie aga cum ee arat¥ in figora 10.2.

L

C

g
‘ , r_l L.

Fig.10.2.F8gii de 1irtie neniru
crematografia monodi-
menaionall,

A-Formi obigmaiit¥;B, C-Forme oo

istmjD-Forn¥ eu mepeet conic.

Careui~loenl de aplicare s

#olufiilor de aminomciszi.

Pe oromatogramele B,C gi D spre decsebire de eromatogrema
hignuitd spoturile de emincacizi se separd gi se| ev-idtn_jigzil
mlt mei izolat,cees ce este important pentru analiza centitati-
Tll

Dupd aplicarea solugiilor de eminoacizi hirtia se introdu-
# fa vasul cu faze mobil¥ gi se lar¥ s¥ migrese disolvantul prin
Mriie.Se inchide apol ermetic camera crematografics.Peniru a re-
fuce la minim evaporarea dizolventului de pe suprafaga hirtisi

jeigurindu-se astfel stiabilitatea composigiei aistemului,se satu-

reazl atmosfera cu vapori de dizolvant care se toarn® dirsst in
nse agezate ps fundul camerei cromatografice. .

In literatur¥ sint destrise multe sisteme de dizolventi uti-
lizate pentru aneliza cromatografic¥ a smineaciziler.Unul dir
este sisisme care se poate Intrebuinia in multe ceaszuri este al-
#toit din n~butanol-api-acid acetic(120: 50:30).Sistemul de di~
wilvanii proesplt preparat se poate ntilizs imediat;nu se reco-
wndd 8% fie plstrat mal mult de 10-15 zile,fntrueit dupld acest
nterval de timp ee produce esterificares.

0 separare foarte bumi a aminocacisilor ae realiszesszl prin
irigarsa hirtiei de 4-5 ori cn dizolvant.Faza mobil¥ se lasH s
trgd de 3 ori pin¥ la 2/7 din lungimea hirtiei,upoi de 2 ori
fnd la aepdtul figiei.Dupd fiecars migrare a dizolvantului cro-
utograma se usuci intr-un curent de ser.

In cagul necesiti}ii de separare rapidi a sminoscizilor se
jate lucra dupd ishnics circular¥ sau radialf.

Cromatografia circulari.Cromatografia circuylard 86 bazea.l
¥ migrarea substanjelor smestecului de cercetat,din mijloeul
irtisi fn toate directiile.In eromatografia circulsr histia sub
forme unei rondele se agez¥ origontal,isr probele de studist se
plicd circular la o micH# distanj¥ le pumctul central.Paza mobild
w sduce din vas su ajutorul unui fitil de hirtie da filtru.Apa—
ntura folositd In aceastd itehnicd constl dia doull vase rotunds
are pot avea dimeneiuni veriabile,funcjis d# scopul urmErit.Pen-
i Incerc¥iri preliminarii se folosesc doud cutii Petri en ace-
lagl diemetru{8-12 cm).Pentru separarea smeetecurilor complexs de
wincacizi s® recomandX folosirea exsicatosrelor.Rondela de hir-

jit 88 agaz¥ Iintre capac gi partea inferiocar# a exsiestorului,
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mlla.MQ 48 acid L .- i :
pilie 10%. : 2 sspartic M/100 fn slceol isepro-
2.Solujle de tiresink #/100 in aleacl isopropilic 108 k|
3.8singie 8¢ beckink WIDO Ti alesel isopiepilis 105, '}

; 4‘._“1.-& de selufie M/100 de acid isovm- 10% :
ucind fn slecol isopropilic 10%.  ° upartans St o i

@, W A "
Laucina Beid aspertie

{hoid of —qingisomproic} (Acid ol-smincsucoinies)

Pirozina
[Acid ol-smino-p-(parashidrexi-fenil)-propionid

o m.:,&l.stml de Gizolvanti.Se amgetech 60 ml slcool butilie
e d_“;n;-hntml:) cu 2% ml ap¥ distileti gi 1% mi secid acetie
nir-o pilnie de¢ separsre.Dupd amestecars aistsmul

solvr:;i #e sourge In cutia Petri. . oA
arm-;:t:ii;ﬁ;g::hiﬂrinﬁ 0,?&.&5 dizolvd 0,9 g ninhidrink re-
e wﬂ:::‘:r:i si se pdaugl 4 =l ap:ﬁ distilath gi
d “M cromatografierii.Pe un disc de hirtis cromstografi-
”;ﬁ c::n_gl cu ajutorul pensetei un §ablom transparsat ¢u eincd
. “i::e_:lsmtral_ gi patra radisle).Dupli cs se noteask en cree
g ;m;: pa hirtia cromstografiel,gablonul se Indepir.
S 2 hirtie mm:i‘-ﬁ.&s pune intr-o hirtie de filtra
m:::w,tnp&turita‘m douli aga ca semmul cantral s¥ nu fie scos
= “1 w;:iinﬂl nirtin aproape dea acest samn Iatre degetul meres
pid ; n-ncz- se gparge amzl centrel eu nn inetrument aseufit |
mlman'ea to baghaf: de sticld avind dismetrul de 0,5 e gi
- d.p; ;-?:uxzt.nin hirtia jeromatograficlf lztd de 1,2 e
e y5=2,0 cm se _nu wn Pitil,infigorint fosia de hir-
‘ baghetd de aticll ou dismetrul ceva mal mis deoft esl

4. oriviciului central.Fitilul se monteasd ptnk 1a 3/4 din lon~
4 ginea 1ui In orificin,continuind sd {inem rondela de hirtie cro=-
wtograficd In foaia de hirtie impHturitd in deuvl. '

4 o nicropipetd © picéturé(0,0(}S ml) din soluntiia amsatecului de
{ minoscigi,iar pe celelalte trei semne picituri separate din fi-
“fucore solugie de aminoacid.Se notsazd pe marginea rondelei ds

priie aminoacidul,a etrui soluijie s-e pipetat pe locul indiecat
“fyrin sem-ml respactiv.Hiirtia cropatograficd se usucd In aer{aer
4 1d) . 4poi,rondela de nirtie se agaz cu csphtul long sl fitilu-
qwi in jos pe entia Petri,continind dizolventul pentru slnare gi

44l ge réspindegte radisl in hirtia eromatograficd.Viteza da uvro-
{utograriere depinde de groaimea £itilului gi de distanis intre
Juprafaia solventului gi suprafags hirtiei,precum gi de calita-

i tea ntrtiei eromaiografice-

{ tiametrul de 6-7 em,hirtia cromatografich se ia oa ajutorul unei
§pmeete,se marcheazi ¢u un ereion frontul golventuini gi se usa«~
f% in ner timp de 1-2 ore pind la indepirtarea completd a svlven-

1 pplni. Crom@atogrena uscati se deve

{tograma se gsuck In ser timp de 30=60 m_inut.s,dupa care ss intro=
4 iuce in termostat 1a go° pentra 5=10 minute,tenperstura favori-
1 1ind dezvoltarea eulorii produsului de reaciie dintre aminoscizi

{4 ninhidrina.

* 1 rgu-vicletl,care ipdicH separsrea acidului sspartie, tireziaed gl

'~ 191 =

Dup# sceea p@ unul din cele patru semn® radisle se aplicl

se acoperd cu cealalt® eutie Petri.Solventul =2 ridick prin £itil

peaste B0 minute,cind solventul pe rendela de hirtis va avea

1opeazd (prin jmersare sau mai
plns prin pulverizare) eu solutie de ninhidrind _O,SS.Apni croma=

-

Dup¥ developare gi uvscare p® cromatogrant vor apars,in ca-
wl amestecului de eminoacisi,trei areuri de sere colorate in

leucinei.In cazul solugiiler ssparails de aminm:.cié:‘; vor aparsa
dte un are de cerc colurat,coreaf:mzﬁt.or aminoacidului respet-
tiv.Zona corespunziioars aeidului aspertic se af1ld aproape de

gentril, Z0NA tirozinei acupd o pomifis intarmed'ismﬁ,iaf zona leu-

{cinei se gHsegle aproapa de marginesa cr-mtdgramﬂiffig.lo..ﬁ’}.
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Fig.lo.i..&’omatografia circulsrd a amestecului
de acid aspartie,tirogin® gi leucind gi a
fiecdruis din acegti sminoacizi.

Identificarea gi determinsyea cantitativid a amipoacizilor.
ldentificarea amincacizilor dim amestac pe cromatogrami se slzctu-
eazxd cu ajuturul spoturiler aminoacizilor cromatografiafi separst
gl care s-au Toloait drept mariori.

Spoturile aminoscizilor din anestec se stabilesc prin ceafi-
cientul de mebilitate RpePentru célcularea lui R, se detarmind
distenja(in ma) de la punctul de start pind in centrul spoiulul
amincacidulul gi se Imparte 1la distanis parcurafi de 1z etart de
frontul solventului(vezi p.184).

Daterminerea centitativi a snincecizilor separagi pe croma-
togramyl me poate realiza prin difarite procsdee.Unul din acasts
procedes se baseaz#i ps formeresa complecgilor dminoacizilor cu -
prua gi ninhidriny.

Cronatograns develepatli ou ninhidrink sste trecutd printre-o

#olufie de azotat de cupru(l ml sclutie sutureté‘n—g&z{'ﬁo }2.38 0 se
.-IEF“'

ampstect ou 0,02 ml acid azotlc concentrat gi se complat.mz§ la

R |
J—

10 Bl mm acecond sew slewwl etilie 90%).Dupd uscare timp da 30

{rinate la ser spoturile du pe crowetegraed igi schimbE culoarea

{lin violet in regu-orenj.Spoturile colorais se decupessd,se taie
¥rnt g1 se introdune in eprubete cuvats 4l nacats.®n Tiscare :

Aprubets se adeugh eiis % ml metancl gi se agitl.lowmplexul oclo-
Jqnt,se elusast compiet In timp de 15-30 miaute,se czlarinmetreesd

i3 de o prodif de control{cars represini¥ sluetul unmui fragment
Tutoloret de cromatogremy,egal ca m¥rise cu un Bpot de aminoacid
{lo dimengivni medii) la 5%0 ma(filitra verdse).

Calonlul resulistelor.Peniry calcuisres rezultatelor esats
{ucesar 2¥ se irmeexe cfits o curbi ds elalomers pentru fiecars
mincacid.Curbele de elzlisnars,se construiesn faloeind aniugii
{tandard din fiecare aminoacid songinfnd esmtitiifi crescitoare
,.ih la 0,07 la 2,28 micrograme de azol ol-aminiec.Selufiile standard
gn croratografiazi in med _:.s!.qmtlc gi pe bazma axtinciiilor objinu~
44 peniry Tiecsre aminoacid e» treseagi ourbs de stalonare toTes-
dmns¥toars, tracind pe ardonat¥ sxtinciik gi pe abecisd micrograms
{uot aminic fn prob¥.Pr aceste curhs qtalon se afl¥ concentratia
diifirizilor aminoacizi in soluiia eeroetatil.

Continutul smincacisilor ac¢ sxprimd fp me la 10G g de jesat

qmeaspEt asy 100 91 lichid blolegic.

10.1.2.DETEXMINANRA AZOTULUI &MINIQ
Azotul aminic liber constituie asoiul 2minoacizilor libsri
natinug’ fr meterialwl de gsesrcetal.Determinaves. asotunlui smiaic

#iv necesard in caznl znelizei formslor de combinsfii uatat@;

{sesebl fo investigarsa metabolissului smineascisiler gi protai-

mlor

10.1.2.1.D0ZAREA _APOTULOT MMINIC LIRER Iy SHAUL
SANGUIN(METODA G.4. UZEGKOV, MODIFICATA DR
{:‘, G;UI&O?Q .

Pringipiel petodei. {mginam'i da axot sminie ee determini
fulorizatric duplt reectis de calew > & sminoacisiler eu pinhidri-




