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Table 4-1-1. Analytical conditions of free amino acid.

lon exchange

Columnsize  4.0¢ X 250 mm
Flow rate Buffer, 0.4 m//min
Nihydrin, 0.3 m// min

Columntemp. 37 O
Analytical time 240 min

DIAION CKIOS ( Litium Form)

Table 4-1-2. Buffer compositions of analysis of free amino acid.

st 2nd 3rd 4th 5th 6th
pH 293 34 387 784 10 -
Lithium hydroxide (g) - - - 133 21 126
Lithium citrate (g) 96 96 96 178 282 -
Lithium chloride (9) 3 84 84 - - -
Citric acid (g) 377 17 105 179 256 -
Boric acid (g) - - - 30 124 -
Ethanol (me) 32 - - 20 - -
Polyoxyethylenelauryl-
Ether (25g /100 m¢)  (m/) 2
Thiodiglycol (9) -
n-Caorylic acid (g) 01 01 01 01 01 01
Final volume (9) 1 1 1 1 1 1

Table 4-1-3. Analytical conditions of betaine.

Column

Flow rate 0.6 m//min

Column temp. ambient temp.

Wave-length 210 nm

Zorbax SCX-300 (4.6¢ x 250mm)
Mobile phase 5% acetonitrile in 50mM KH,PO,( pH 2.25)
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Table 4-1-4. Changes in concentrations of free amino acids(FAA) in the brackish water
bivalve C. japonica exposed to different salinities for 24h.

Male Femal
e

Salinity (psu) 0 5 10 0 5 10

Water content (%) 84.10 77.30 80.10 84.00 79.40 76.70
Extractive nitrogen 63.40 87.70 134.1 41.40 82.40130.0
(mg/100g) 0 0
Glutamic acid 142 519 6.92 195 5.09 6.59
Proline 1.11 4.03 10.69 0.77 1.85 10.23
Glycine 0.87 572 9.34 0.68 223 3.16
Alanine 5.20 20.18 31.72 6.29 21.74 29.24
B -Alanine 032 134 3.85 0.15 114 3.75
MAA-Total 8.92 36.46 62.53 9.84 32.06 52.96
Phospho serine 0.08 0.08 0.11 0.06 0.10 0.11
Taurine 0.85 076 231 0.46 058 1.03
Aspartic acid 0.28 0.62 1.03 0.21 0.62 057
Threonine 0.35 093 1.19 0.43 1.05 0.97
Serine 0.25 0.78 1.03 0.32 056 0.45
Glutamine 0.41 050 0.16 054 059 0.24
a -Aminoadipic acid 0.10 0.19 043 0.08 0.13 0.32
a -Aminobutyric acid 0.12 0.33 0.65 0.12 0.42 0.28
Valine 0.46 1.15 1.60 0.58 0.87 1.17
Cystine 0.00 0.01 0.02 0.00 0.01 o0.01
Methionine 0.07 025 0.44 0.12 0.22 0.15
Cystathionine 0.01 0.07 0.10 0.02 0.03 0.02
Isoleucine 0.39 0.75 0.88 0.34 0.63 0.73
Leucine 045 101 1.38 0.38 0.86 1.00
Tyrosine 0.17 0.38 0.61 0.20 0.40 0.35
Phenylalanine 0.13 0.28 048 0.16 0.28 0.27
B -Aminoisobutyric acid 0.09 0.11 0.16 0.06 0.10 0.14
y -Aminobutyric acid 0.05 0.04 0.06 0.05 0.05 0.08
Ammonia 0.42 0.38 0.37 0.14 030 0.46
Ornithine 054 112 1.56 032 1.16 1.33
Tryptophan 0.08 0.17 0.23 0.06 0.12 0.20
Lysine 0.25 0.68 0.82 0.39 0.80 0.56
Tt -Metylhistidine 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Histidine 0.13 0.39 047 0.13 0.28 0.35
T -Metylhistidine 0.01 0.02 0.01 0.01 0.01 0.02
Arginine 0.63 0.88 1.08 0.58 095 0.83
OAA-Total 6.33 11.88 17.18 5.76 11.14 11.62

FAA-Total 15.26 48.34 79.71 15.59 43.20 64.58




Table 4-1-5. Changes in concentrations of free amino acids(FAA) in males of
brackish water bibalve C. japonica during freshwater acclimation.

Time (hour) 0 0.5 1 2 3 6 24
Water content (%) 84.40 84.50 84.40 85.40 8540 86.10 85.10
Extractive nitrogen 110.50 112.60 113.90 91.60 99.40 94.00 74.60
(mg/100g)

Body fluid salinity (psu) 10.7 105 9.3 9.2 75 4.5 3.5
Glutamic acid 345 323 390 293 327 246 169
Proline 068 095 083 064 060 047 0.23
Glycine 751 821 816 536 440 325 164
Alanine 12.87 1461 1399 1086 1134 7.70 3.35
B -Alanine 048 031 028 020 017 030 0.07
MAA-Total 2499 2730 27.16 19.99 19.78 14.18 6.99
Phospho serine 0.13 006 009 008 009 008 0.06
Taurine 162 146 148 064 221 151 102
Aspartic acid 048 031 039 040 036 038 0.26
Threonine 050 051 065 034 054 037 022
Serine 0.67 027 032 035 025 025 0.19
Glutamine 062 053 061 050 054 041 0.20
o -Aminoadipic acid 005 010 0.07 010 0.04 005 0.03
a -Aminobutyric acid 011 021 020 017 045 0.14 0.10
Valine 062 055 052 044 058 053 0.34
Cystine 001 000 001 000 000 000 0.01
Methionine 0.16 022 016 015 016 015 0.12
Cystathionine 003 003 002 002 001 001 001
Isoleucine 038 034 035 029 033 032 023
Leucine 049 050 044 037 042 041 027
Tyrosine 024 026 026 021 021 018 0.12
Phenylalanine 013 019 019 015 016 013 0.10
B -Aminoisobutyric acid 023 022 020 012 017 016 011
Yy -Aminobutyric acid 0.03 005 0.05 002 0.03 0.02 001
Ammonia 042 049 056 021 048 034 021
Ornithine 1.00 058 065 039 062 107 035
Tryptophan 0.05 006 0.05 004 004 0.05 0.02
Lysine 037 044 043 037 038 033 029
1 -Metylhistidine 0.00 000 000 000 000 000 0.00
Histidine 019 022 020 012 0214 012 0.12
T -Metylhistidine 001 001 001 001 001 001 001
Arginine 094 092 081 083 083 079 0.75
OAA-Total 946 853 869 633 875 7.79 5.16

FAA-Total 3445 3583 35.85 26.32 2853 2197 12.14




Table 4-1-6. Changes in concentrations of free amino acids(FAA) in females
of brackish water bivalve C. japonica during freshwater acclimation.

Time (hour) 0 0.5 1 2 3 6 24

Water content (%) 84.70 84.90 8530 86.20 86.20 86.70 86.10

Extractive nitrogen (mg/100g) 101.30 106.10 102.20 68.50 90.00 92.10 60.30

Body fluid salinity (psu) 10.7 105 9.3 9.2 7.5 4.5 3.5
Glutamic acid 387 315 305 265 290 3.07 170
Proline 085 088 089 061 062 049 0.20
Glycine 300 287 297 173 170 138 051
Alanine 16.47 1522 1395 10.30 10.23 858 3.45
B -Alanine 052 048 033 031 029 0.18 0.04
MAA-Total 2471 2259 21.18 1561 1575 13.71 5.90
Phospho serine 0.10 0.10 008 069 0.08 0.06 0.08
Taurine 166 124 058 081 155 137 0.72
Aspartic acid 046 029 023 031 029 034 024
Threonine 060 055 053 041 045 046 024
Serine 055 018 013 023 013 025 0.14
Glutamine 051 043 042 037 042 043 021
o -Aminoadipic acid 0.08 0.04 004 0.03 003 001 0.02
o -Aminobutyric acid 0.17 019 014 011 018 0.15 0.09
Valine 045 049 046 041 053 036 024
Cystine 000 0.01 001 0.00 000 0.00 o0.00
Methionine 013 0.217 015 014 013 012 0.13
Cystathionine 002 003 001 001 001 001 o0.02
Isoleucine 030 032 029 027 028 025 0.23
Leucine 038 048 043 034 038 033 0.29
Tyrosine 016 023 021 016 017 015 0.10
Phenylalanine 0.11 0.18 017 015 0416 011 o011
B -Aminoisobutyric acid 019 023 016 012 016 011 0.06
y -Aminobutyric acid 003 005 003 0.02 002 001 o0.01
Ammonia 035 048 069 020 048 027 0.20
Ornithine 165 074 069 026 1.07 108 0.26
Tryptophan 005 0.06 005 0.03 003 003 0.03
Lysine 042 048 039 033 040 032 0.33
1T -Metylhistidine 0.00 0.00 000 0.00 0.00 0.00 0.00
Histidine 0.16 0.16 013 010 011 0.10 o0.10
T -Metylhistidine 001 001 001 001 001 001 o0.01
Arginine 056 054 061 048 055 050 0.47
OAA-Total 913 768 663 6.01 764 685 434
FAA-Total 33.84 30.27 27.81 21.61 23.38 20.56 10.24

Unit is mmol/ka water.
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Table 4-1-7. Changes in concentrations of free amino acids(FAA) in
brackish water bivalve C. japonica exposed from fresh water to 5psu

salinity.

Time (hour) 0 2 4 6 10 24
Water content (%) 83.04 8149 79.61 79.88 80.04 79.75
Extractive nitrogen 52.09 57.15 66.01 62.76 64.56 95.73
(mg/100g)

Body fluid salinity (psu) 5.0 7.0 7.0 7.0 7.0 8.0
Glutamic acid 214 245 295 323 382 521
Proline 051 064 087 088 076 1.10
Glycine 059 039 065 062 098 1.9
Alanine 296 3.09 410 438 6.18 9.05
B -Alanine 032 058 061 070 088 0.27
MAA-Total 653 715 919 982 1263 1753
Phospho serine 0.07 0.07 011 0.06 0.07 0.09
Taurine 113 100 119 094 116 125
Aspartic acid 042 044 040 037 044 064
Threonine 033 041 045 043 048 062
Serine 042 047 038 051 057 0.30
Glutamine 237 257 278 310 410 428
a -Aminoadipic acid 0.17 027 021 025 024 012
o -Aminobutyric acid 013 014 015 011 011 042
Valine 030 036 042 035 036 0.70
Cystine 000 001 001 001 001 0.04
Methionine 0.08 011 013 012 011 o0.10
Cystathionine 001 001 001 002 002 001
Isoleucine 0.18 022 027 022 021 0.26
Leucine 021 025 033 028 028 044
Tyrosine 0.06 009 010 010 010 0.12
Phenylalanine 005 0.08 010 010 010 0.15
B -Aminoisobutyric acid 005 0.06 006 0.06 0.06 0.06
y -Aminobutyric acid 0.00 0.01 001 0.05 005 0.04
Ammonia 057 043 059 037 044 207
Ornithine 044 036 066 044 050 0.27
Tryptophan 0.05 0.05 0.07 0.07 006 0.05
Lysine 021 019 029 021 022 019
Tt -Metylhistidine 001 001 001 001 0.01 o0.01
Histidine 017 019 023 019 020 0.8
T -Metylhistidine 001 001 o001 001 001 o0.01
Arginine 089 097 105 094 102 0.76
OAA-Total 833 877 10.01 9.29 1092 12.85
FAA-Total 19.39 21.13 2547 2598 31.67 41.43

Unit is mmol/kg water.



Table 4-1-8. Changes in concentrations of free amino acids(FAA) in
brackish water bivalve C. japonica exposed from fresh water to 10psu

salinity.

Time (hour) 0 2 4 6 10 24
Water content (%) 83.04 7851 78.39 78.15 8165 77.86
Extractive nitrogen 52.09 73.33 83.28 95.82 97.38 135.66
(mg/100g)

Body fluid salinity (psu) 50 100 110 115 115 130
Glutamic acid 214 415 492 462 534 542
Proline 051 108 163 171 182 219
Glycine 059 073 116 145 142 3.04
Alanine 296 8.03 1098 12.71 1430 18.48
B -Alanine 032 097 150 154 132 0.13
MAA-Total 6.53 14.97 20.19 22.03 24.19 29.26
Phospho serine 0.07 006 006 0.06 006 0.08
Taurine 113 125 147 081 086 0.1
Aspartic acid 042 039 039 039 034 048
Threonine 033 048 062 054 069 0.73
Serine 042 073 078 068 083 051
Glutamine 237 326 3.08 351 376 377
a -Aminoadipic acid 0.1v 017 015 018 019 0.10
a -Aminobutyric acid 0.13 0.12 010 0.12 0.13 0.10
Valine 030 035 034 030 032 050
Cystine 000 001 0.01 001 0.01 0.02
Methionine 008 012 013 012 014 0.09
Cystathionine 0.01 001 002 002 002 0.02
Isoleucine 018 019 017 019 019 0.20
Leucine 021 019 023 021 025 035
Tyrosine 006 008 011 010 0.09 0.13
Phenylalanine 005 008 011 011 010 0.74
B -Aminoisobutyric acid 005 011 011 011 011 0.02
y -Aminobutyric acid 0.00 0.02 002 0.01 001 0.16
Ammonia 057 030 023 015 029 212
Ornithine 044 078 097 085 098 0.25
Tryptophan 005 003 005 004 005 003
Lysine 021 010 016 015 0.13 0.16
Tt -Metylhistidine 001 001 o001 001 001 o0.01
Histidine 0.17 013 012 012 013 o0.10
T -Metylhistidine 001 001 001 001 001 o0.01
Arginine 089 053 048 051 053 042
OAA-Total 833 953 991 930 1021 1191
FAA-Total 19.39 33.31 40.53 41.13 45.73 52.69

Unit is mmol/ka water.
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Fig. 4-1-5. Changes in free amino acids(FAA
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Table 4-1-9. Changes in concentrations of free amino acids(FAA) in the
brackish-water bivalve C. japonica exposed to different high
salinities for a week.

Salinity(psu) 0 15 20 25 30 35

Water content (%) 78.62 76.98 76.26 75.48 74.97 74.56
Extractive nitrogen (mg/100g) 90.9 170.8 214.7 234.8 256.6 283.8
Body fluid salinity (psu) 8 17 22 27 33 37
Glutamic acid 4.77 9.47 10.01 9.47 9.51 8.58
Proline 0.81 4.66 6.76 9.20 12.65 14.62
Glycine 1.07 6.50 8.80 10.07 11.99 13.70
Alanine 9.35 80.03 103.84 127.37 156.88 172.08
B -Alanine 0.33 1.66 3.36 3.72 3.44 3.82
MAA-Total 16.33 102.32 13277 159.82 19447 21281
Phospho serine 0.12 0.08 0.11 0.09 0.12 0.10
Taurine 1.88 1.63 1.46 1.59 1.01 154
Aspartic acid 0.53 1.19 1.73 1.39 1.46 1.31
Threonine 0.42 171 1.23 1.02 1.14 0.92
Serine 0.40 1.22 1.24 111 1.29 1.19
Glutamine 6.26 6.01 3.40 2.76 2.69 3.21
o -Aminoadipic acid 0.07 0.10 0.13 0.16 0.18 0.19
o -Aminobutyric acid 0.05 021 0.27 0.26 0.30 0.27
Valine 0.33 0.68 0.50 0.44 0.49 0.47
Cystine 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.02
Methionine 0.09 0.15 0.10 0.12 0.16 0.20
Cystathionine 0.01 0.02 0.02 0.03 0.03 0.04
Isoleucine 0.16 0.28 0.26 0.25 0.31 0.29
Leucine 0.23 0.39 0.28 0.26 0.33 0.31
Tyrosine 0.10 0.20 0.22 0.24 0.29 0.25
Phenylalanine 0.08 0.17 0.14 0.16 0.23 0.19
B -Aminoisobutyric acid 0.06 0.11 0.11 0.13 0.12 0.12
y -Aminobutyric acid 0.05 0.01 0.03 0.03 0.03 0.03
Ammonia 0.37 0.84 0.85 0.78 0.39 0.39
Ornithine 1.26 0.42 0.37 0.22 0.17 0.17
Tryptophan 0.05 0.09 0.06 0.06 0.08 0.09
Lysine 0.19 0.29 0.26 0.25 0.28 0.28
Tt -Metylhistidine 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
Histidine 0.16 0.19 0.19 0.22 0.28 0.27
T -Metylhistidine 0.01 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01
Arginine 0.80 0.96 0.99 0.77 0.83 0.82
OAA-Total 13.70 17.00 13.97 12.37 12.23 12.69
FAA-Total 30.03 119.32 146.74 17219 206.70 225.50

Unit is mmol/kg water.



Table 4-2-1. Seasonal variations in free
bivalve C. japonica.

amino acids(FAA) in the brackish water

Date 931 932 933 934 935 936 0937 938 939 9310 9311 9312 941 042 043 044 0945 046 947 048 949 9410 9411
Water content (%) 78.71 77.70 78.10 79.20 78.41 78.50 79.63 81.19 80.02 80.59 79.63 80.59 81.28 80.65 80.97 79.16 78.96 79.22 80.74 82.46 82.61 79.82 77.60
Extractive nitrogen (mg/100g)  124.5 84.20 92.04 109.0 98.33 118.0 73.48 1080 97.20 8599 8514 74.00 71.00 1020 67.00 94.00 80.00 1050 103.0 133.0 146.0 176.0 172.0
Lake salinity (psu) 5.2 36 4.6 z.g 43 81 36 15 06 04 11 22 19 4.8 12 08 25 46 59 84 13.2 9.0 s.g
Body fluid salinity _(psu) 115 98 11 81 121 154 102 9 118 106 101 104 86 116 57 123 106 124 137 169 17 198 246
Body fluid Na (ppm) B B -~ 8300 9370 15900 9170 5120 5580 3610 7560 9150 7300 7600 1300 7500 13000 12000 16500 26000 24500 12000 23100
Glutamic acid 519 502 565 - 521 551 359 255 218 336 324 322 283 315 338 325 413 553 631 614 626 657 640
Proline 134 108 145 - 064 135 088 122 125 088 068 047 053 152 045 119 072 112 135 161 174 315 381
Glycine 580 201 264 - 18 711 164 225 205 263 109 071 067 122 062 124 130 425 694 885 601 801 894
Alanine 2115 9.62 1532 - 1318 2529 826 8.09 819 11.35 1146 9.83 7.40 1476 570 9.85 1053 21.82 24.95 38.01 35.83 42.42 30.98
B -Alanine 128 123 118 - 097 216 128 200 166 079 110 070 065 116 039 142 1.02 196 254 309 351 458 3.08
MAA-Total 3476 1896 2624 - 21.86 41.42 1565 16.10 1532 19.01 17.57 14.94 12.08 21.81 1054 16.96 17.70 34.67 42.10 57.71 53.34 64.73 53.20
Phospho serine 04105 0T TTGIA0T0.06 T 0:69 0,08 006 0,06 047 0.08 " 0.69 0,08 6.69 0,10 6:69 0,45 011 0,40 6143 0,48 6/43
Taurine 068 060 107 - 109 107 051 047 008 019 047 024 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0.00 0.00
Aspartic acid 070 070 077 - 074 058 043 027 044 048 039 057 045 061 035 040 039 057 087 1.06 124 110 0.94
Threonine 084 082 115 - 073 103 051 055 041 101 065 039 029 065 028 065 062 076 064 065 073 140 1.45
Serine 046 036 041 - 053 062 022 009 015 034 022 013 014 019 011 025 027 018 064 067 091 110 243
Glutamine 246 205 215 - 106 072 044 056 044 134 097 075 063 104 095 074 084 069 056 073 125 258 3.13
a -Aminoadipic acid 036 034 037 - 009 009 006 002 002 008 009 005 007 017 011 007 003 005 008 019 019 047 0.62
o -Aminobutyric acid 030 021 024 - 007 012 001 004 004 002 007 001 001 006 004 010 006 004 005 031 034 043 049
Valine 159 142 152 - 064 090 075 084 066 073 078 047 039 083 040 084 063 085 078 061 076 148 237
Cystine 001 002 002 - 001 001 001 003 001 001 001 001 001 001 001 001 001 002 001 001 000 001 001
Methionine 021 029 035 - 019 025 022 023 019 017 023 006 009 024 009 036 017 004 023 021 042 089 0.98
Cystathionine 003 003 005 - 002 002 001 001 001 001 001 001 002 002 002 002 001 001 001 002 003 003 005
Isoleucine 082 067 095 - 034 052 042 045 041 044 048 029 026 067 030 062 037 045 042 040 048 087 158
Leucine 127 102 150 - 053 076 065 075 064 067 071 045 041 094 046 096 055 052 061 057 070 139 2.60
Tyrosine 015 018 031 - 027 060 035 037 026 025 034 018 018 038 017 045 026 024 031 036 039 073 061
Phenylalanine 022 023 043 - 022 038 030 034 024 025 028 014 016 035 016 043 021 012 029 025 032 066 1.01
B -Aminoisobutyric acid 011 019 020 - 009 007 007 006 004 006 006 006 008 018 014 016 009 015 024 006 022 039 027
y -Aminobutyric acid 002 005 007 - 001 004 007 005 004 002 007 008 006 006 006 011 002 005 001 001 005 007 0.16
Ammonia 067 091 181 - 105 187 118 370 176 139 126 095 065 080 080 089 104 475 044 071 085 273 144
Ornithine 154 155 091 - 047 120 103 142 118 088 111 074 061 092 039 180 094 026 093 070 099 160 1.83
Tryptophan 015 017 023 - 011 017 009 014 008 009 010 006 007 012 005 011 007 007 010 008 012 037 0.54
Lysine 043 040 042 - 032 057 038 045 050 036 049 023 023 053 026 069 042 014 064 055 062 093 151
Tt -Metylhistidine 000 002 002 - 001 001 000 000 000 000 000 000 001 000 000 000 000 000 001 000 001 002 0.03
Histidine 039 043 055 - 027 032 020 023 019 015 023 014 010 033 012 034 021 014 023 019 022 050 071
T -Metylhistidine 001 002 002 - 001 002 001 001 001 001 001 001 001 001 001 001 001 001 000 001 001 003 0.03
Arginine 092 098 121 - 083 104 09 095 105 067 089 056 0.61 101 072 146 026 043 141 129 126 160 173
OAA Tota 1446 1381 16.92 - O.81 13.06 8.7 1211 8.90 .70 10.08 6.65 563 1020 6.07 11.56 7.57 10.69 0.62 .72 12.25 21.55 26.66
FAA-Total 60.24 4343 5515 - 42.74 66.17 32.24 33.62 28.86 35.84 3453 28.42 23.72 38.71 23.77 3543 34.05 57.09 65.13 80.47 78.89 100.2 93.44
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