
Rapid fully automated determination of gamma·aminobutyric 
acid by ion excbange cbromatograpby 

With the increa>.ing importancr that is now bcing attributed Lo gomma-a miuohutyric 
acid (GABA) n, au inbibitory neurotrau•mitter in n numbt r o{ invertebrate and vertr· 
brate aprcirs 1 rnnuy lnboratorie. ore becoming in tere;;ted in J>erforming a lar~c numhcr 
of GA BA detcrmination~. GABA c a n be measuretl by vnrions cbromato~trnphic un d 
elect ropborf'tic tecbniqut~ whicb 8eparatc ol-o otbcr amino acid>, ond olso by specilir 
enzymutic methods (oec rrf. ~ (or rrview). By micro and sub-micro modifìcations of thc 
origin o! cnzymat ic BE ay GARA coocentrations of the ordt'r of 10 li and 10-14 molnr 
respect ively con be dttec ted 3

• 4• However, aU the method• describrù io the liternturr 
are manual, more or le,~ timc·conburniug, and prrmit to bnndlr onl) a limited onmbrr 
of sumples per day. 

The syrtcm dcscribed in t bc pre~ent reJJOrt permit, lo p~rf.1rm aboul 60 full y autom:~ted 

GA81\ determinot io05 pl'r day by ion exch aoge cbromatogrnrhy, ond ru~)- rroult mo•t 
useful unless nùcro or ~uh-micro amounb of GABA hove to hc measurrd. Thr seusiti"it~ 
of the method could br increa•rd Ly introclucing some modilication•. os in thl' cabc of 
conventional amino nei d onal) •Ì• ~. 

M t t/wd, 

Thr anaJ)&I'• were perform~d ou a Heck.mau mod. 121 automatic amiuo 11citl oualyzt•r. 
Thi• im.trument is pro,•ided with o rotar) table. holding up to 72 !i&mples which con br 
refrigrrntt-d if ntce;sary. 0.5 ml nliquot • ure automaticall) OFpicatell from the samplr 
coils on the rotary tablr und iujectrd into tht columns. Thl' h)'stem l'lll)>loyed ut ilized '"'Il 

TABLE l 

Prognm statements aod conditions of analyeis for GABA detemùnation on a Beckm11n 
model 121 automatic amino acid anlllyaer 

Program ~toUir:mrnl<! 

t:qwlthulioo ~lumu l • nd 2 
l.o•d .. ••mrle colwun l. t:qu.il. eolu utu :! 

lnjret ••naple coluu\n l , equil. column !!: 
ltf'ltneratiun t'OJWDO 1. t qu.iJ. eolumn :.! 

Equ.ilibrahon colwnn l, tqu.il.. c:olwuu ~ 

l..oad. • samplr column '· t:quil. coluou1 l 
J rtjf"Cl samrlt! column 2., e qu..il.. t'Ohlntn J 
n~fi:CU~raliuu C-OIUD'IIl :, equil, CCìhHUU 

c:olumn !! hl C't•ll 

" • 
column l to CU11 .. 

• 
colutUn ~ tu C'~11l 

Condu;on• of anal)••• 

Ot'•in '~P"': .-\_mini"'( A t 
CciJiumn tl~r: 1:; x 0. 9 rm 
Jlf'ilbt of noti n ! 6 tru 

8 

2.5 IO.S 

lO 20.5 

3 23.5 

a 31.5 

: .s 34 

I O •• 
3 4 7 

Column Ro-. TAlr ; $0 ati h • 

Te.m~ralurt' : 38•C l 
"odium dtrol< buJf.r : r ll 4 6. N• <OD<. 0.38 M. ---

A nn. 111. Supcr. Sonrlà (1972) l , l SCI-1311 
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sbort columns, one of which wn~ tegeuerated whiJe the other "'a 
stat ementt and the conditions of analy~is are rrported in Tnble l . 
by the Beckmnn mod. 1:!5 automatic digit ai inte~rator. 

•n anal)ais. The progrnm 
Peak artas Wt>re calculated 

R tsulls 

The chrom.ttogrmu r eporter! in Fig. l -how- t ha t. in the .111alytical condition. ttuploytd, 
G \ BA i$ compietti~ •epnrated from other amino acids of a ~tandnrd .unino acid mixture . 

. , 

.l .. 
l !, i .. .. l : ' 
i 

., 
{-.. 

·~ ·l 1 ·t .. • l 

l : l . • j l ' l • 

li . j . ) 
·~ 1- ~ .. 

l ~:. -::· ~_l l · ~ .·· · .. . : !\ : .. . . .. l .. . . . .. • l · • 

• ; :: : l • . .. 

l il='. 1. - ~epu rotloo uf t;AO \ from othn amino arid, 

••(" aund .. rd <~~ ••llaliun, in tht' unalyti<·al CtHl· 

ditinu• rrpf\t1etl i n rabtr l. 

Fig. 2 ,how• a -•·rit· · uf o:hrulllllu!(rnnH performr.l in tht• Cttnditinn• reporlt·tl in T ublt l 
a. tlll'y UfiJWar 011 the rccuroler ch.ort. lt "ili loe rwlccl tha t ttnly n · lllUII pnrl .. r the cbro
mutul(rnm. inclmling tl11• JWUI.. ,,f G.\ B.\, i, rrt(lrtlecl. 

Fig. 3 ,..bows tlmt whcn m:tltiple :mal~ <-r. art' pcrfunnt•ol u11 a •tnndnrd -olutiun of 
C·HlA at room ll'lllj)\'rnturr. th~ rr•pou•t' rem:tin- con•t.\nt for nhout 8 houro, thru drcny~ 
al a rate of approxilllotelv 2. 7"11 huur. probabl~ tllll' lo tlt'{:"r:tdatiou of G.\8.\ . Thi ... pht'nO· 
mc non "'a~ no t prt~cnt "br n the roltlr) tabll' coutaininj! t he ~ampie coil~> w:h refrigcratrd 
at soc. Tn tbe~e comlit ion•, tuking o~ 1110 the an•ra~t' ol thr fir.t IO of -;'2 -~•luenLial ann
l y~ .. Q of the ..nme ~otandard •olutiou of C \B ·\ (with n S. D. of = 1.6). tbt' anrage of thl' 
In• t IO uunlyses wn~ 100 -:= 2.3. Tnh1r !! -how~ the per cent dt'' iutiun from the meau 
ob~erveù ou 100 ~tfTUI'utial drttrmiuntinu- of n l•.~5 m.\( G.\8:\ -olution performed uuth'r 

lnn. I ii ..;u ptr. San t tu :!ti2 l, 13&- IJ~ 
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MOR IS I F. r.E\"1 

TAnLE :! 

P~r cent d~•·iation from th~ mean value of 100 sequential 
a u tomated GABA cleterminutions 

u,.,i.tivn 

Hch\t'cu l) unti 1 pf"r <'C'HL 

l anJ 

)) : ~ .uul \ 

4 nmi 

S. D. on 100 
,ft·u·rmiuucion'": J. ; Il ''

0 

'\ uml•cr (t ( df'l r rminotion c 

:!0 

••• 

T'<Oal 100 

.\ tl . ~1 m\f.,ttuuhtrd ~nlutiun ,,(t._; \0.\ \q ... u .. t•tl tn luiltllhc ~:liHfllt' coils. Thl" t (•l:try 

l al.lf.' """ l.t'1•t rtfri'!t'ratrti. Peak &aru .. \ .. ('r t t ' tkulttt('d h, ;tu .. uto walic lll~ital inl('~rutnr. 

139 

roudition,; o f rrfrig"o'ratiun. 'l'ho• .J~,iatiou \\a• \\Ìthiu ] " ., intuor!' thau halfuftlw a ualy>e!'• 

.11td h e l\\1'1'11 3 ''0 autl .>",. iu on ly 9 olt'tl'rmiuatiuu-. :\·,, appnrt'u l cnrn•latiou wa~ nb -t'n ·ed 
l~<•lwt• o• n 111ag uituolf' nf tht' ,[,•,· iatiun uurl tirrH· of :Hta ly-i, , 

/)isru .Hiun 

Tbc •) ·l•· m ol• ••t: rilll'tl i, ha-ed on the -hnrl ,.J,tiun t ime uf (; ·\B.\ in tht• an.dytil'al con

.Jit ious <'tuployed aol!luu aulnmatic •ampli11g autl to lumn l't';!t'lleratiou. l n t ile"! cuuclitions 

t ht• t ime ' Jlt'nt h~ the upera tnr j, r<'liul'rolto a miuimuJH. Tlw ,y.tf'tn coulcl a!-u be op cratcd 

manually if an in~truuu•nt '' ith automa t i c ;:tmpl iug i, nut " ' n ilahle. Io\ thi , (':t;f' a ppruxi

nwto·ly 16 clrtt•nnination~ cou ld be Jh' rfurmctl in Il work iu~ ltOur,, ano l th1• tione 'llt'nt by 
t h(• oprrator would bi' o f alwut 5 min l\\ ice an huur. 

f t mny be u >~• ful lo -tre-~ Lh<' impurlano:c uf rt'fri;!erating thc rutary tulole coutaiuio~ 
thc ,ampie coils t.u a\·oid 1lell'rioration of tlw pn•paratiuu , wlwn upt'ra tiu f.: in automatctl 

contlition• . lf G . .\U.\ is d<'Lo•rminctl OIIIH' t'c hlorit· acid ti-.ue extrac t>, brmt~ltt to thc correct 

pH hy KOH. care ha~ to hc tak1•u tn muke thl' pi i atljtt-lnu·nb ani! -ubocquent ccntrifuga

tion at ahout -!°C, in o rtlcr t o avoid th r prec ipittttiun uf part of thc puta"'ium p erc hlorate 

i n l hc rl'frigc·rutcd •ampie cui 1,. \\',, often un t e!{ t ha l JH'rc hlorate prN·ipi t·ation t a king 

piace wbcu ~ampli'~ are eool<'d or frozeu i- :tl:l'lllllp:miecl b) a :;i;xuifiran t .tecrca~ iu the con
,.,.ntration uf GA llA in thc tlecautetl fluiti. 

l t has a bo t o IH' n·miudt•cl t ha t t hc coluu t n ~ -huuld l w reparkc·d after t ht• analy<is of 

noi more t han l li -mnplt·- (:! fulltray-). t'Wil "lwn p<•rfl'l't ly l'lcar I'Xtracb are ll><'d. 

H•'CPÌ• ·ul .l:IIHHlry l, 1972. 
Cr-,;o \Ion1·H and (; tl'l.ro LEVI 
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Effetti dell'acido glutammico e di altd amminoacidi 
somministrati per via parenterale a topini neonati e adulti (•) 

L'acido glutanuuico vien~ ~cntprc più frcqucutcm~nt•· u,ato. •ottn forma di ;.alr mouo
soùico, come correttivo del supor<'. Il glutammato mono~otlico (C)IS) inf:ltti. pur e,,cndo. 
allo stato puro, praticament<' insnporr, migliora il gu,to dei cibi, e;;altando alcuni <oapori e 
sopprimendone altri, con meccani-mo non ben cltiaro. 

I n E uropa, fiuo ad alcuni anni fa, il G:\lS n :niva u•ato e,;srnzialmcnh' tll'i dadi prr brodo: 
ora. però, oc n r sta diffond<'ndo l'u,o come sapidizznntc in altri alim(•uti. li ~uo impiq!o 
è particolarmen te diffuso in E~trctnu Orit:nl<': in Gia j}ponc il cun-umo giorualirru pro 
capile supera i 2 g, contro i 0,35 dl'll'A.mcriC'a c i 0,13 dell'Europa. 

Secondo Schamnburg et al . 1 -~ l'uoo dd GMS non è Rcevro da incuun·11Ì('uti; C>•O 

sarebhe il responsabile della<< sjndromc del ri-torante cine~c>), cou~i-tcnt<' in vampat•· di 
calore, pression(' faccialt' e <lol ori prccordiali, che ~i ri"contro in alcuni individui dopo 
ingestione, n s tomaco vuoto, di una porzioue di zuppa cinc ~c contcncnlt• circa 5 g di G.\1 •. 
L'aci<lo 1-::;lutammico librrn, comc talr o ~alificato, Earcbbe attivo gt•neralm~nlt' alludo-e 
di 3-5 ~ per Yia orale o di 100-200 Jl1l-( per via rndovcno~a. t da pcu,arr eh<' l'inl).r,.tionl' 
d i una dose anche maggiore di acido glutammict~ combinato nelle prot<·inc 11011 dìt d i-turhi, 
probabilmente perchè Yienr irnmr--o in circolo graclualmt•nt<'- man 1111.1no clot' ,i libt•ra u rl
l'idrol i•i digc"t iv a. 

Jn seguito alla oudcl<'tta •rgnalazionl', Oln<') 3 ha saggiato la to;;-icitil a ln n::o trrmiu•· 
dcll'aci<lo ~lntammico t'd ha trovato clw topi n i urtmat i, iniettati, per 'in ;ot.tncutatH'a, 
con forti dm-i <li G.\IS per lO giorni con>~·cutivi, mo-;tronmo, dopo nlcuui mr-i. un pr•n 
più elr,·ato e uua forma p iù tozza. nn a~JWlLO più lor!>ido e inoltre altera?.iuni i,.tulugiehc 
n carico del f<·ga to, nonché di alcuni fli~trt•tti endocrini {' ncrvo>i. Lt• nwdilicazioni erano 
di scar;.a entitìt o nulle uri topi ni adulti ~ottopoEti allo ,.te,;oo trattamt•uto. 

I ri~ullati d i Olucy tra<SCcndouo l'intercs,!' prr i danni, r1•vrrsibi li t• non gra\ i, cau,at i 
dutl'acido glutammico in ulcuni individui pnrticolarmentt• srn•ibili, amanti fii C<'rtr r nffina
tezze della cucina cinr-c. Abbiamo percii> voluto riprcndcre i ,uoi e-perimenti. e:.tend1•ndo1i. 
per confronto, ad altri amminoacidi. 

Partr spnimrn talt• 

Abbiamo u •mto i segue n t i amtninoacitli: acidrJ 1-p;lut anunico, 1 -~lutununina, acido 
l-aspartico, 1-lisina, glicina, tutti prodotti puri per auali•i (C. Erba u 'Ierck). 

Cinque gruppi di lO topini neonati, di ceppo Swi-~, furono inil'tt ati per via sottocutun(·u, 
d al 2<> giorno dopo la na!<Ci ta per 10 giorni cousrcutivi, con <Jo,i cre-ceuti dci cinque ammi· 
noacidi su<ldrtti , in soluzione acquosa concrntrata portata a pH 7-8; le do,i di arido glut am· 

(• ) Comuni~at.ion .. prt4.tnUh a) Coogr .. ! .. o dell e Soeietìa IHaliaot ùì B iologiat speriuan talt', di .~i~iolocia, tJ. 
B iochimica e di l'ut rizione umaoa (Palermo, seuembrr 19il). 

.• ,..,. l ~t. SII/Jt' r. ~-'"''ti' 19721 8, HO-l 
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mico erano uguali a quelle u~ate d a Olney (crescenti da 2,0 a 4,4 mgfg); quelle degli alt ri 
amminoacidi erano molnrmente corrispondenti. Gli animali d i controllo furono iniettati con 
soluzione fisiologica. 

Altrettanti gruppi di topini ndulti, di sesso femminile, furono iniettati per via intra
peritoneale, sempre per 10 giorni consecutivi, con 0,82 mmoli al giorno dei cinque ammi
noacidi ; un altro gruppo servi di controllo. 

Degli stessi amminoacidi si deter minò la DL60 , iniettandoli per via intraperitoneale in 
topini d el peso di 20 g ; si prese in considerazione la morte dopo 24 ore. 

Risultati e disc~Usione 

Gl i effetti dell'acido glut ammico nei topini neonati sono risultati in gran parte coin· 
cidenti con quelli descritti d a Olney : gli animali er ano torpidi e avevano un aspetto piut
tosto tozzo; il pelo era arruffato. Per contro, le curve di crescita, seguite per 9 mesi, non 
hanno mostrato una n etta differenza r ispetto a quelle dei controlli. Gli animali t rattati con 
gli al tri amminoacidi non differivano apprezzabilmente dai <"Ontrolli. Lo st esso dicasi per 
gli animali adulti. 

Dopo 9 m~si dal trattamento, gli animali furono sacrificat i e si allest irono preparat i 
i&tologici de i fegati, delle ovaie e dei surreni. 1 fegati dei topini trattati dalla nasci ta con 
acido glutammico mostravano, nei preparat i colorati con Sudan III , una degenerazione 
grassa centrolobulare; quelli de i topini adulti trattati con acido glutammico, come pure 
qu ell i dei topini t rattat i dalla nascita con acido aspar tico o con lisina, mostravan o una 
degenerazione grassa panlobnlare (Fig. l ). Nessuna alterazione epat ica era visibile nei topini 
degli a lt ri gruppi. Le ovaie di a lcuni dei topini n eonati tratt ati con lisina mostravano un 
certo grado di sclerosi. Nulla è risultato a l'acico dei surreni . 

I valori della DL50 sono riportati nella Tab. l ; da essa risulta evidente che la tossicità 
acuta uon dipende dal tenore in azoto. 

TABELLA l 

Valori deUa DL50 espressi in g/~ (eon limiti 6duciali per P = 0,05), in mmolif~ 

e in msatomi di N/~ 

Amm in oa c:d d o l g/kg l mmoli[k' l mgatomi d i Nfkc 

. 
Acid o s lutan:amico 4. ~o (5 , 52-" ,oo) 31,9 31. 9 

Glu tammina ~ 1 . 2 (31,8-14, 1) 115 ~90 

Acido atpartico 4 , 75 (5 .~3-4 ,31) 35 ,7 35,7 

Lieioa 7, 16 (7 ,74- 6,63) <19, 0 98 , 0 

GHeioa 5 , 89 (7 , 15-•1, 86) ~8 ,5 78,5 l 
Le conclusioni della nostra ricerca si possono cosi r iassumere. L 'acido glutammico, iniet

t ato a forti dosi, ha dato, sia in topini neonati che in topini adulti, a lungo t ermine, altera
zioni epat iche. Qualche effetto hanno mostrato anche, ma solo in topini neonati , l'acido aspar
t ico e In lisina. Glutammina e glicina sono risultate innocue. 

Si può notare che l'acido glutammico, la cui tossicità, sia acuta che cronica, è decisa
mente maggiore di quella della glutammina, ha rispetto a questa u na maggiore polar ità. 
La stessa osservazione possiamo fare per gli altri amminoacidi da noi saggiati : la maggior 
t ossicità dell'acido aspartico e della lisina rispetto a quella della glicina corrisponde ad una 
p iù elevata polarità dei primi due amminoacidi rispetto al te rzo. 

Ann. Ist. Super. Sanità (1972) l, 14()-143 
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Fie. l. - p,.ep.trati inolo ~ici di fegati d i topiui (X ~.iO; eolora7ione con Sudaa Ili). o) CootroUi; b) Acido clutammico; 

c:) Acido asparti:o ; d) Li!ina (trattamenti dal !'!:O clorno di vita, per l O sioroi co:u~uth·i: ' '·1tes to). 

A nn. ht. Super. Sanitd (1972) l , 14()...143 
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I n<>-tri risu ltati non -uno in contrasto con le piìt recenti o,.~ervazioni -ull'ar~omento. 
pnbhlicnte mentre i no~tri e,perimeuti erano in cor~o o appena ultimati. ) (entre le le~ioni 
cerebrali ~egnalate da Olney 3 ~ono state confermate da nlcn•1i .-\:\. ~ (nel topi no), nrtrnte da 
altri s.s (nel topino, ne l ratto, nel cane), l'aumento di pe-o corporeo eli topini neonati uon i" 

;o tato ri•contrato. a 50 giorni ùal trattamento, da Prabhu e Ot-tc•r 7• 'fu-hnh,,·nr c K ut>ppe 8 

hanno o~•crvato couvul-iuni in ratti neonati iniettati con forti do-i di !;lntammato o eli 
a-parlato. ma non di ~tlicin a: la to--iciti• non è dovuta al •Otlio. né -t>mbrrt lt>tratn a ll 'azutu. 

Quanto alle implicazioni tli carattere $anit:uio che pO>$Ono ,.,·ere le manift>!> tnzioni o--l·r· 
vate, in animali da laboratorio, da noi e da altri . c'è da notare quanto ,e~uc : 

l) gli effetti o~.;crvati ,.ono stat i proYocati da do;i molto cle,·atr , ,.umrnini•trate pt'r 
, •ia parrnternlc; 

2) nelle condizioni -uùdettc, l'acido glutammico nun è il -olo .tmminu.tcidu cavac ,• 
di e·ffetti inùe; idcrnti; 

:J) gli c fretti >ono •lati a,-l'uti o di miuor rilie , o ne!( li auimnli nclulti. 
P•~r r.untro c'è do Uf!~iunt!ere che : 

l) gli effetti ucll'.tc.idn gl utauunico sono stati piìt cviclc•n ti <li <Jllt'lli dc•gl i altri ammi
noacidi •n!!giuti ; 

2) in hUI'I' a pubblicazio11 i di vari AA., alte do>i di :u: itln glutauunict•. -ommiui-tmll' 
pc1· via part'lllerall', hanuo .Jato manifc,tazinni to•-ichr 1H'i ll NHaati <li tli\'!·r -c• -P<'Cil', tlal 
mac:u·o ~ al pollo •o. 

Hit\'niamo Jh'rl,tnlo cht•. pur c-~cudo esagerato l'nllarmi-mo ,ul l'u-o dc· l (; \[5 CIHHC 
additi\'o alimcutart• , hi,ogner<'lahe evitarne un u,o ÌtHliscriminato nl'gli alimcuti <k-rinati 
alla prima infanzia , lìnu a c he nH'ultcriore rigoro,a ~pcrimcnt:tzionc nott 11<.' ahhia appurat.t 
l'n<,olut.t innocuitù tlopo una prolungata e abbondaute introdnziout- per via oralr. 

Quanto :1\l'u-o farmucrutil-o che si fa, con Yarie indicazioni , dci cinque nmminoaci tl. 
suddcui, nou ~cmbrnno , u--i-tl·rc contruincl.òcazioui all'impiep;o Jll.'r via orali'; \: ll'dto. invcc•·i 
avauzarc •p•nlcltc ri-erv.t -ull'u ,.o per ,·ia l>arentcrale dell'acido glutanuniru. d,.ll'acitlo 
a.partico c <!t- Ila li ,in.t, in relazione alla po•ologia, alla dnrata dr! trattnmcuto cd all'et:t 
J ei ~Oj!J:!rtl i. 
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