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The  P o i s o n s  o f  A m a n i t a  P h a l l o i d e s  and a m a n i t a  S o l i t a r i a

1 .  I n t o o d u c t i o n

1 i ï a t u r e  o f  t h e  p r o b l e m

The o h e m i o a l  n a t u r e  o f  a n t i g e n s  i s  an i n t e r e s G i n g  p o i n t  
o f  i m m u n o l o g i c a l  i n v e s t i g a t i o n *  I t  i s  g e n e r a l l y  b e l i e v e d  
t h a t  a l l  a n t i g e n s  a r e  p r o t e i n s .  At v a r i o u s  t i m e s ,  c l a i m s  
h a v e  b e e n  made c o n c e r n i n g  t h e  a n t i g e n i c  p r o p e r t i e s  o f  d i f f e r 
e n t  n o n - p r o t e i n  s u b s t a n c e s ,  s u c h  a s  ( 1 )  p r o d u c t s  o f  p r o t e i n  
h y d r o l y s i s ,  (E)  p r o t e i n - f r e e  r i o i n ,  ( 3 )  l i p o i d s ,  ( 4 )  s u b 
s t a n c e s  o c c u r r i n g  i n  t h e  p o i s o n  i v y  p l a n t  (Rhus t o x i c o d e n d r o n )  
and i n  t h e  mushroom.  Am a n i ta  p h a l l o i d e s .  Mos t  o f  t h e s e  e x 
p e r i m e n t s  h a v e  b e e n  d i s p r o v e d .

On t h i s  p o i n t ,  Z i n s s e r  (4E)  r e m a r k s  **S u m m a r i z i n g  ou r  
p r e s e n t  k n o w l e d g e  o f  t h e  c h e m i c a l  n a t u r e  o f  a n t i g e n s ,  t h e n ,  
we m u s t  c o n c l u d e  t h a t ,  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  r'ord * s  g l u c o s i d s ,  
no  p r o t e i n - f r e e  a n t i g e n s  h a v e  be e n  t h u s  f a r  d e m o n s t r a t e d . * *

k / e l l s  ( 3 8 )  s t a t e s  " . . . . i t  i s  s t i l l  n o t  p r o v e d  t h a t  any  
n o n - p r o t e i n  s u b s t a n c e  c a n  f u n c t i o n  a s  an a n t i g e n . "  He f u r 
t h e r  co mm ent s  " r h e a e  o b s e r v a t i o n s  o f  r'ord a r e  o f  s o  much im
p o r t a n c e  i n  t h e i r  r e l a t i o n  t o  t h e  e n t i r e  q u e s t i o n  o f  t h e  
n a t u r e  o f  a n t i g e n s  t h a t  t h e y  s h o u l d  b e  r e p e a t e d  f o r  v e r i f i 
c a t i o n .  I f  a c c e p t é e  a s  t h e y  s t a n d  the^ c o n s t i t u t e  t h e  s t r o n g 
e s t  e v i d e n c e  y e t  p r e s e n t e d  a s  t o  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  n o n 
p r o t e i n  a n t i g e n s .  The ne w e r  d e v e l o p m e n t s  i n  i m m u n o l o g i c a l  
r e s e a r c h ,  m o r e o v e r ,  make i t  s eem e n t i r e l y  p l a u s i b l e  t h a t  a 
c o m p l e x  g l u c o s i d e ,  w h i c h  c a n  be  h y d r o l y z e d  by  e n z y m e s ,  c a n  
a c t  a s  an  a n t i g e n . "

W i t h  h i s  h e m o l y t i c  g l u c o s i d e  f r o m  t h e  mushroom Amani ta  
p h a l l o i d e s ,  Pord  (17) p r o d u c e d  t y p i c a l  a n t i h e m o l y t i c  s e r a  w i t h  
a s t r e n g t h  o f  1 - 1 0 0 0 ,  t h a t  i s ,  1  c c  o f  1 - 1 0 0 0  d i l u t i o n  com
p l e t e l y  n e u t r a l i z e d  t h e  amount  o f  g l u c o s i d e  t h a t  w o u ld  g i v e  
s o l u t i o n  o f  1 CO o f  a 5 p e r  c e n t  b l o o d  s u s p e n s i o n  i n  18 h o u r s .

Z R e v i e w  and c r i t i c i s m  o f  t h e  
l i t e r a t u r e

P u b l i c a t i o n s  r e g a r d i n g  t h e  a n t i g e n i c  s u b s t a n c e s  o f  
A m a n i t a  p h a l l o i d e s  come c h i e f l y  f r o m  two s o u r c e s ,  (1)
Dr .  V/. F o r d ,  and h i s  a s s o c i a t e s ,  a t  J o h n s  H o p k i n s  U n i v e r 
s i t y ,  and (2 )  Dr .  R.  R o b e r t ,  and h i s  a s s o c i a t e s ,  a t  t h e



2.
U n i v e r s i t y  o f  R o a t o o k ,  Germany* C r i t i o i s m  o f  t h e  f i n d i n g s  
h a s  b e e n  made  b y  B r a nh am  ( 2 5 ) *  The  h i s t o r y  o f  t h e  e a r l i e r  
i n o o n o l n s i v e  i n v e s t i g a t i o n s  h a s  b e e n  w e l l  c o v e r e d  by  ? o r d  
(14:) ( 1 1 } *  S i n c e  1 9 1 3 ,  n o t h i n g  c o n c e r n i n g  t h e  a n t i g e n i c  

n a t u r e  o f  t h e  p o i s o n s  h a s  b e e n  p u b l i s h e d *  H o w e v e r ,  G o d i n a
( 6 ) ,  S t e i n b r i n c k  ( 3 4 ) ,  a n d  Hyman ( 2 4 )  h a v e  made  o b s e r v a t i o n s  
r e g a r d i n g  c a s e s  o f  p o i s o n i n g  b y  A* p h a l l o i d e s *

( a )  T h e  h e m o l y t i c  s u b s t a n c e ,  P h a l l i n

T h e r e  a r e  a t  l e a s t  t w o  p o i s o n s  i n  A* p h a l l o i d e s *  One  
i s  a  h e m o l y s i n ,  t o  w h i c h  K o b e r t  g a v e  t h e  name  " P h a l l i n ” *
I t  i s  h i g h l y  u n s t a b l e ,  e a s i l y  d e s t r o y e d  by  a c i d s  a n d  a l c o h o l ,  
a n d  r e n d e r e d  i n a c t i v e  by  e x p o s u r e  t o  a  t e m p e r a t u r e  o f  70*^G* 
A n i m a l s  i m m u n i z e d  w i t h  t h e  a q u e o u s  e x t r a c t  w e r e  f o u n d  by  
F o r d  ( 1 1 )  ( 1 3 )  t o  p r o d u c e  a  s e r u m  a n t i h e m o l y t i c  a n d  a n t i t o x i c  
i n  c h a r a c t e r *  T h u s  f a r .  F o r d  a n d  H o b e r t  a g r e e *  F o r d  ( 2 )
( 1 2 )  a l s o  f o u n d  t h a t  t h e  h e m o l y s i n  w a s  p r e c i p i t a t e d  by  

a l c o h o l ,  e n d u r e d  t r e a t m e n t  w i t h  b a s i c  l e a d  a c e t a t e ,  and wa s  
d e s t r o y e d  b y  p a n c r e a t i c  j u i c e *  P r e l i m i n a r y  a n a l y s i s  by  A b e l  
a n d  F o r d  ( 3 )  y i e l d e d  a  p e r c e n t a g e  c o m p o s i t i o n  o f  0 »  4 8 * 9 3 ,
H = 6 * 0 8 ,  II = 1 0 * 8 3 ,  S = 1 * 9 4  ,  0  = 3 2 * 3 2 2 *  From t h i s  a n a l y 
s i s ,  a n d  f r o m  v a r i  o u s  t e s t s  f o r  p e n t o s e s .  F o r d  ( 2 )  ( 3 )  c o n 
c l u d e d  t h e  h e m o l y s i n  t o  b e  a  n i t r o g e n o u s  g l u c o s i d e  o f  t h e  
s a p o n i n  t y p e *  Br anh am  ( 2 b )  d o e s  n o t  b e l i e v e  i t  p o s s i b l e ,  
on a  b a s i s  o f  t h e  p e r c e n t a g e  c o m p o s i t i o n ,  f o r  t h e  s u b s t a n c e  
t o  b e l o n g  t o  t h i s  c l a s s  o f  g l u c o s i d e s *  P r o t e i n  w a s  e l i m i n a t 
ed b y  F o r d  by p r e c i p i t a t i o n  w i t h  m e t a p h o s p h o r i c  a c i d  and  
u r a n y l  a c e t a t e *  T h e  r e s u l t i n g  f i l t r a t e ,  w h i c h  w a s  u s e d  f o r  
t h e  i m m u n i z a t i o n  o f  a n i m a l s ,  g a v e  no  b i u r e t  t e s t *  The  g l u -  
o o s i d e  p a s s e d  t h r o u g h  a  c o l l o d i o n  m e m b r a n e ,  b u t  t h e  h e m o l y 
t i c  p o w e r  o f  t h e  g l u c o s i d e  w a s  d e s t r o y e d  i n  i t s  p a s s a g e *
F o r d  ( 2 )  m e n t i o n s  t h a t  K o b e r t * s  h e m o l y s i n  w o u l d  n o t  p a s s  
t h r o u g h  p a r c h m e n t *  P a t h o l o g i c a l l y ,  P h a l l i n  c h a r a c t e r i s t i 
c a l l y  p r o d u c e d  h e m o g l o b i n u r e a  a n d  p i g m e n t a t i o n  o f  t h e  s p l e e n *  
T h e r e  w a s  s o m e  i n c r e a s e  i n  f a t  i n  t h e  v a r i o u s  o r g a n a ,  b u t  
t h i s  w a s  n o t  p r e s e n t  t o  a n y  c o n s i d e r a b l e  e x t e n t *  F o r d  d e 
c i d e d  t h a t  t h e  s e c o n d  p o i s o n ,  t h e  A m a n i t a - t o x i n ,  w a s  m o r e  
i m p o r t a n t  i n  p o i s o n i n g  t h a n  t h e  h e m o l y s i n *

K o b e r t  a n d  h i s  a s s o c i a t e s  d i s a g r e e d  w i t h  some  o f  t h e s e  
f i n d i n g s *  A c c o r d i n g  t o  F o r d  ( 1 1 ) ,  K o b e r t  p o s t u l a t e s  t h r e e  
p o i s o n s  i n  A* p h a l l o i d e s ,  ( 1 )  t h e  h e m o l y t i c  p r i n c i p l e ,  
P h a l l i n ,  ( 2 )  t h e  a l c o h o l  s o l u b l e  a l k a l o i d  n o t  p r o d u c i n g  
f a t t y  d e g e n e r a t i o n ,  a n d  ( 3 )  a  t o x a l b u m i n  p r e s e n t  i n  t h e  a l 
c o h o l i c  p r e c i p i t a t e  o f  t h e  a q u e o u s  e x t r a c t ,  a l l i e d  c h e m i c a l l y



3.
t o  t h e  B u h s ü a n o e s  t h | i J o n  a n d  p u l e g o n ,  a n d  c a p a b l e  l i k e  t h e m  
o f  o a n s i n g  f a o t y  d e g e n e r a t i o n  i n  t h e  i n t e r n a l  o r g a n s .  I t  
i s  p o s s i b l e  t h a t  Z o b e r t * s  v i e w s  h a v e  b e e n  m o d i f i e d  b y  a  
l a t e r  p u b l i c a t i o n  o f  h i s  a s s o c i a t e  B a b e .  B a b e  ( 2 8 )  f o u n d  
t h a t  t h e  h e m o l y s i n  w a s  p r e c i p i t a t e d  by a l c o h o l  a nd  s u g a r  o f  
l e a d .  A l t h o u g h  K o b e r t  s e e m s  t o  c o n s i d e r  t n e  h e m o l y s i n  a s  
a p a r t  f r o m  t h e  t o z a l b u m i n - a l c o h o l - p r e c i p i  t a  u e d - f a t t y - d é g é n 
é r â t  i v e - s u b  s t a n c e , B a b e  s t a t e s  t h a t  p a t h o l o g i c a l  f a t  f o u n d  
i n  t h e  l i v e r  and  i n  t h e  h e a r t  m u s c l e  w a s  c a u s e d  by t h e  hem
o l y s i n  a s  w e l l  a s  by  t h e  a l k a l o i d .  n e  l e a v e s  u n d e c i d e d  t h e  
m a t t e r  o f  h e m o g l o b i n u r e a ,  a nd  d o e s  n o t  m e n t i o n  e x a m i n a t i o n  
o f  t h e  s p l e e n .  K o b e r t  a n d  B a b e  f e e l  t h a t  t h e  h e m o l y s i n  i s  
i n t e n s e l y  p o i s o n o u s ,  an d  t h a t  i t  d o e s  n o t  h o l d  a s u b o r d i n a t e  
p l a c e  i n  t h e  p o i s o n i n g  o f  p e o p l e ,  c o m p a r e d  t o  t h e  t o x i n .

A s  c o n t r a s t e d  w i t h  F o r d * s  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h e  hem
o l y s i n  a s  a  n i t r o g e n o u s  g l u c o s i d e ,  K o b e r t  and  B a b e  a r e  c e r t a i n  
t h a t  i t  i s  a  t o x a l b u m i n .  B a b e  f o u n d  t n a t  t h e  P h a l l i n  c o u l d  
b e  p r e c i p i t a t e d  a l m o s t  c o m p l e t e l y  f r o m  t h e  a q u e o u s  e x t r a c t  by  
a l c o h o l  a n d  l e a d  s u g a r ,  c o u l d  n o t  b e  p r e c i p i t a t e d  c o m p l e t e 
l y  by  u r a n y l  a c e t a t e ,  t h a t  t h e  p r e c i p i t a t e d  s e d i m e n t  t h e n  
g a v e  a n  a l b u m i n  r e a c t i o n  ( I l i l l o n *  s ) ,  a l t h o u g h  n e g a t i v e  w i t h  
t h e  b i u r e t  t e s t ,  and  t h a t  i t  b e c a m e  w e a k  o n  d r y i n g .  f h e  
f i l t r a t e s  a l s o  g a v e  a  p o s i t i v e  p r o t e i n  t e s t .  A p o s i t i v e  
H i 1 1 on* 8 t e s t  i n  t h e  s e d i m e n t  w o u l d ,  o f  c o u r s e ,  b e  e x p e c t e d ,  
s i n c e  t h e  r e a g e n t s  u s e a  a r e  p r o t e i n  p r é c i p i t a n t s .  A p o s 
i t i v e  t e s t  i n  t h e  f i l t r a t e s  i s  a l s o  p o s s i b l e ,  s i n c e  n o n e  o f  
t h e  t h r e e  r e a g e n t s  i s  a q u a n t i t a t i v e  p r o t e i n  p r e c i p i t a n t .
I t  may b e  n o t e d  t h a t  a  n e g a t i v e  b i u r e t  t e s t  by F o r d  i n  h i s  
p r o c e d u r e ,  w a s  no  e v i d e n c e  o f  t h e  q u a n t i t a t i v e  e l i m i n a t i o n  
o f  p r o t e i n s .  H o w e v e r ,  i t  w o u l d  a p p e a r  t h a t  h i s  m e t n o d  o f  
o b t a i n i n g  a  n o n - p r o t e i n  g l u e o s i d a l  s u b s t a n c e  w a s  l e s s  o p e n  
t o  q u e s t i o n  t h a n  B a b e  *s  m e t h o d  o f  o b t a i n i n g  t h e  t o x a l b u m i n  
i n  a n y  c o n d i t i o n  a p p r o a c h i n g  p u r i t y  a n d  i s o l a t i o n .

Th e  c h i e f  c r i t i c i a m  o f  F o r d  * s  w o r k  o n  t h e  h e m o l y s i n  
h a s  b e e n  i n d i c a t e d  a b o v e .  A s  h r a n h a m  ( 2 b )  h a s  w e l l  p o i n t e d  
o u t ,  a  n e g a t i v e  b i u r e t  t e s t  i s  n o t  c o n c l u s i v e  o f  q u a n t i t a 
t i v e  p r o t e i n  e l i m i n a t i o n .  n e i t h e r  a r e  t h e  r e a g e n t s ,  m e t a 
p h o s p h o r i c  a c i d  and  u r a n y l  a c e t a t e ,  q u a n t i t a t i v e  p r o t e i n  
p r é c i p i t a n t s .  I t  w o u l d  b e  w e l l  t h a t  t h e  i m m u n i z a t i o n  b e  
a t t e m p t e d  w i t h  f i l t r a t e s  o b t a i n e d  a f t e r  t h e  p r e c i p i t a t i o n  
o f  p r o t e i n  by  m o r e  e f f e c t i v e  r e a g e n t s .  Some e v i a e n o e  on  
t h e s e  p o i n t s  i s  p r e s e n t e d  l a t e r  i n  t h i s  p a p e r .

The  p o s s i b i l i t y  o f  a  p r o t e i n - g l u c o s i d e - h e m o l y s i n



4.
o o m p l e x  i s  s t r e n g t h e n e d  b y  t h e  o u t o o m e  o f  A b e l  a n d  F o r d ' s
( 2 )  d i a l y s i s  e x p e r i m e n t s .  I t  i s  w e l l  t o  r e m e m b e r ,  h o w e v e r ,  
t h a t  d i a l y s i s ,  a s  m e n t i o n e d  b y  B i g e l o w  a n d  G e m b e r l i n g  ( 4 )
( 5 ) ,  i s  n o  c e r t i f i c a t i o n  o f  t h e  a b s e n c e  o f  p r o t e i n  i n  t h e  

d i f x i i s a t e .  A b e l  a n d  F o r a  ( 2 )  d i a l y z e d  t h e i r  g l u c o s i d e .

B r a n h a m  ( 2 b )  r e m a r k s  o n  t h i s  p o i n t  " A b e l  a n d  F o r d  h a v e  
s h o w n  t h a t  w h e n  t h e i r  h e m o l y t i o  a n t i g e n  w a s  d i a l y z e d  i n  
c o l l o d i o n  b a g s ,  p a r t  o f  t h e  g l u c o s i d e  p a s s e d  t h r o u g h  t h e  
d i a l y z i n g  m e m b r a n e .  A l t h o u g h  t h e  g l u c o s i d e s  r e c o v e r e d  b o t h  
f r o m  w i t h i n  a n d  w i t h o u t  t h e  d i a l y z i n g  s a c  a p p e a r e d  t o  b e  
i d e n t i c a l ,  t h a t  w h i c h  h a d  p a s s e d  t h r o u g h  t h e  m e m b r a n e  w a s  
n o t  h e m o l y t i c .  u n f o r t u n a t e l y , n o  t e s t  f o r  a n t i g e n i c i t y  o f  
t h i s  h o n - h e m o l y t i o  f r a c t i o n  w a s  m a d e .  h e n c e  i t  i s  d i f f i c u l t  
t o  a c c e p t  t h e  c o n c l u s i o n s  o f  t h e s e  i n v e s t i g a t o r s  t h a t  t h e  
a c t i v e  h e t . o l y t i c  p r i n c i p l e  o f  A m a n i t a  p h a l l o i d e s  i s  a  n i t r o 
g e n o u s  g l u c o s i d e  c a p a b l e  o f  p r o d u c i n g  a n o i b o a i e s . ”

I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  g l u c o s i d e  i n  t h e  d i f f u s a t e  
m i g h t  b e  r e s t o r e d  t o  h e m o l y t i c  a c t i v i t y .  h i g e l o w  a n d  
G - e m b e r l i n g  n o t e d  t h a t  " B i e r x y  a n a  U i a j a  m a d e  t h e  i n t e r e s t i n g  
o b s e r v a t i o n  t n a  u p a n c r e a t i c  s e c r e t i o n  h a v i n g  p a s s e d  t h r o u g h  
a  c o l l o i d a l  m e m b r a n e ,  n o  l o n g e r  a c t e d  o n  s t a r c h  o r  m a l t a s e ,  
b u t  t h a t  a u d i n ^  a n  e l e c t r o l y t e ,  p r e f e r a b l y  o n e  c o n t a i n i n g  
a  c h l o r i n e  o r  b r o m i n e  i o n  t o  t h i s  i n a c t i v e  m a t e r i a l  r e s t o r e d  
i t s  l o s t  a c t i v i t y  a n a  a b i l i t y  t o  a c t  o n  s t a r c h . ”

( b )  1 h e  A m a n i  t a - t o x i n

I’h e  s e c o n d  p o i s o n  i n  A.  p h a l i o i a e s  h a s  b e e n  p r o v i s i o n 
a l l y  n a m e d  " A m a n i t a - t o x i n "  by  F o r a  ( 1 2 ) .  S o h l e s i n g e r  and  
F o r d  ( 3 1 )  a n d  F o r a  a n a  P r o u t y  ( l b )  i s o l a t e d  t h e  ü o x i n  i n  a  
s t a t e  o f  c o n s i d e r a b l e  p u r i t y ,  by  a  r i g o r o u s  a n a l y t i c a x  s e p 
a r a t i o n ,  l a t e r  d e s c r i b e d  i n  t h i s  p a p e r .  I h e y  f o u n d  t h a t  t h e  
t o x i n  w a s  t h e r m o s  u a b l e  a n a  r e s i s t a n t  t o  a c i d s .  F o r d  ( 1 2 )  
d e t e r m i n e d  t n a t  t n e  t o x i n  w a s  n o t  a f f e c t e d  by o e p s i n  a n a  
p a n c r e a t i n .  i t  g a v e  no  a l k a l o i d a l  r e a c t i o n s ,  e x c e p t  t h a t  i t  
Was p r e c i p i t a t e d ,  i n  t h e  p u r i f i c a t i o n  p r o c e s s ,  by p n o a p h o -  
t u n g s t i c  a c i d . C o m b u s t i o n  a n a l y s i s  by F o r a  a n d  r s r o n s o n  ( l b ) 
g a v e  t h e  f o l l o w i n g  a s h - f r e e  p e r c e n t a g e  c o m p o s i t i o n :

I  I I  I I I
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S c n i e s l n ^ e r  a n a  ï ’o r u  o o n o i u u e a  ü i i a L  o n e  û o x i n  c a n  n o  g b e  
a  p r o G e i n ,  a  n i n c o s i c l e ,  ox* a n  a l n a l o i a ,  a n a  o n  a  G " a l  G n o n g n  
n o  G n e c e s s a r i l y  a n  i n u o l  a e r i v a o i v e ,  ( i u )  i s  a G l e a s G  a n  
a r o i - . a G i c  p n e n o l  s o  c  ora b i n  e u  v ; i  o n  a n  a i n i i . e  g r o u p  o n a u  i  G 
r e a a i l y  f o r n s  a n  i n a o l  o r  p y r r o l  r i n g . "  m e  p a G n o l o g i c a l  
o n a n g e s  p r o a u c e a  b y  o n e  a l c o n o l i c  e x o r a c G ,  o b s e i n  e u  b y  r ' ^ o r a  
(11 J , v ; e r e  g a s t r i c  a i . a  i n  0 e s G  i n a l  u l c e r s ,  n e r . i o r r h a g e s , n e c r o 

s i s ,  a l i a  e s p e c i a l l y  l a  u Gy  u e g e n e r a  u i  o i i . m e  s a n e  p a  u n o i o g -  
i c a l  c n a i ^ g e s  n  e r e  p r o a u c e a  o n e  o o n  i n  s  p u r i i i e a
S c n i e s i n g e r  a n a  ? o r u  ( o l ) .

n o b e r o  n a s  c o n s i a  e r e a  o n e  . u n a n i G a - G o n i n  o o  o e  a n  a l c o n o i -  
s o l u D i e  a . n - a l  o i a  , n o  o p r o a u c i n g  f a  u Gŷ  a  e g e n e r a  u i  o n , a c c o r a -  
i n g  GO x ' o r u  ( i l  ; .  m  b e  ( 2b )  a l s o  c o n s i a e r e a  o n e  . u s  a  n i  ô a -  
o o % i n  a n  a l n - a l  o i u , a n a  o b G a i n e a  c e r G a i n  p o  s i  G i v e  a i K a l o i a a l  
o e s G s  —  p n o s p n o G u n g s o i c  a c i u ,  p n o s p n o m o l y b a i c  a c i a ,  I s b a c n ,  

. . . a ^ e r ,  p i c r i c  a c i u ,  n r a g e n u o r i x ,  x ^ r a u G , ü i l i a n i ,  a n a  o o n e r  
o e s G s  b e i n ^  u s e a .  n i s  m e  G n o  a  o f  p u r i f y i n g  G n e  u 0 1  i n  n a s  g o  
e i G r a c G  w i o n  a l c o n o i ,  e v a o o r a o e  o f f  o n e  a l c o n o l ,  a n a  a i s s o l v e  
o u o  i m p i a r  i  o i  e s  r ; i  ^ n  e  o n e r  a n ^  o i i l o r o f  o r m .  r n e  u 0 % i n  v / a s  
G n e  r  e l  o r e  a l c o n o l - s  o l u b l e  a . n a  e  G n e  r  a n a  c n l o r o  l o r m - i n s o l u u l e .  
r n i s  p r o c e s s ,  n o ' . v e v e r ,  l e a v e s  r  i  G n  G n e  g o x  i n  a  n u m b e r  o f  s u b -  
s G a n c e s  u n i  o n  n . i g n G  g i \  e  a n  a  I k a l o i a  r  e a c  o i o n .  r h i s  i s  e v i 
ct e n G  x r o m  e x o e r r m e n o s  r e p o  r  o e u  l a o e r  i n  « m s  p a p e r ,  f o r  n o  
a m a i o i a a l  r e a c u i o n s  c  o u i  a  b e  o b  G a i n  e u  ' ; i  o n  o i i e  o o x i n  p r e 
p a r e s  b y  G n e  m e  G n  o a  o x  S c  n i  e s  i n  g o  r  a i i o  x ‘o r u  ( i o l ) .  x ^ o b e r o ' s  
v i e n s  i n  r e g a r a  g o  o n e  n u e r  o i o n  0 ^  o n e  p r o u u c G i o n  o f  1 a  o Gy  
a e g e n e r a o i o n  ( v / h i c n  n e  o n o u g i i u  ; a s  c a u s e u  b y  a  ô o x a l b u m i n  
a n a  n o  o b y  G n e  a  I n a l  o i u  o r  G 00: i n  ) m a ^  n a v e  a x G e r  o n e
e x p e r i m e r i G S  o x  n a o e .  n a b e  ( 2 b )  r e p o r G e u  G n a G  m o r e  f a G G y  
a e g e n e r a o i o n  i n  o n e  l i v e r  v / a s  p r o a u c e a  by n i s  a x k a l o i i - G o x i n  
G n a n  b y  o n e  n e m o l y G i c  s u b S o a n c e .

i ^ o r a  ( 1 7 ) w a s  u n a b l e  0 0  o x - o a u c  e  a n o i  b o a i e s  x o r  o n e  
i m a n i  o a - G o : : i n .  ^ e  s u . x x i a r i z e s  o n i s  p o i n o  a s  l o i i o v / s :
" .  .  .  .  i  G i s  i m o o r  G a n G  o o u e o e r r û n e  n o . /  f a r  o n  i  m a l  s  c a n  o e  
i m r o u n i z e a  go o n e  p u i e  G o x i n ,  f r e e  f r o m  a a m i x G u r e  w i G ' n  G n e  
D l o o a - l a i i i n g  m a o  o r  i a l . x n u s  f a r  n o  s u c c è s  to n a s  b e e n  m e  o 
w i  0 n  i n  o n i s  a o o e m p G .  m i  m a i  s  v / i x i  m i o n s o a n a  G n e  i n  G r  o a u c -  
G i o n  o x  l o w  m u i G i p i e s  o x  a  x i G a x  ^ o s e  a . . a  a p o a r e n G l ^  n a v e  a  
n e i  gXiG e i . e a  r e s i s o a n c e  0 0 o n e  a C G i o n  o x  o n e  p o i s o n  d u g  i n  n o  
m s  0 1 . . C  e  n a s  a  a  e x  m i  g e  ^ r  v i ^  i c a l  i x i m u n i  Ĝ. b e e i :  e s o a b i i s n e a .
1 o i s  e v i a e n o  G h a  o i G  w a s  o n e  p r e s e n c e  o x  o n i s  f o w e r x u i  o o x i n  
i n  o u r  o r i g i n a l  e x G r a c o s  w n i c n  w a o n e  s o u r c e  0 1  o n e  u i s c r e -  
D c i n c y  a i r e a a ^  r e _ e r r e u  g o ,  n a m e l y  G n a o  a  p o w e r f u l  a n o i n e m -  
0 1 ^  G i c  s e r u x .  m a y  s n o w  d u g  a  l o w  a e g r e e  o x  . - a i i G i G O X i n  a c G i o n ,  
a n a  G n a  u i m m u n e  a n i i r . a l s  s u c c u m b  g o  o n e  i n o r o a u c o i o n  o l  n i g h
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m u l t i p l e s  o f  a  f a t a l  a o s e  e v e n  v m e u  t n e i r  s e r u m  i s  e n d o w e d  
v / i t n  n e u t r a l i z i n g  s u b s t a n c e s  f o r  tJre h e m o l y t i o  g l u o o s i d e .
A o u r  a t  i v  e  s e r u m  f o r  t h i s  v a r i e t y /  o f  f u n g u s  i n t o z i  o a t i o n  
o a n  t n u s  b e  p r e p a r e d  t o  t h e  s a m e  d e g r e e  t h a t  t h e  h e m o l y s i n  
a o t a  a s  a n  e t i o l o g i c a l  a g e n t ,  u n l e s s  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n  
S h a l l  p r o v e  t h a t  a c t i v e  i m m u n i t y  t o w a r a s  t h e  A m a n i t a - t o z i n  
o a n  b e  b r o u g h t  a b o u t  b̂ y s o m e  o t h e r  m e t n o a s . ^

à  O b j e c t  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y

T h e  o r i g i n a l  o b j e c t  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d ^  vVas uo  r e p e a t  
t h e  i s o l a t i o n  o f  t n e  g l u c o s i d e  b y  t n e  m e t h o o  o f  r ' o r a  ( 2 ) ,  
u s i n g  a n  i m p r o v e d  t e c h n i q u e  i n  p r o t e i n  p r e c i p i t a t i o n  a n d  i n  
t e a t s  f o r  t n e  p r e s e n c e  o f  p r o t e i n s  a f t e r  p r e c i p i t a t i o n *  
f h e n  i m m u n i z a t i o n  w a s  t o  b e  a t t e m p t e d  w i t h  t h e  p r e s u m a b l y  
n o n - p r o t e i n  s o l u t i o n .  W i t h  t h i s  p l a n  i n  m i n d ,  d u r i n g  
1 9 2 b - 2 9 ,  a  s t u d y  w a s  m a d e  o f  p r o t e i n  p r e c i p i t a t i n g  a g e n t s  
a n d  p r o t e i n  t e s t s ,  a s  p r e s e n t e d  h e r e i n .

I n  t h e  f a l l  o f  1 9 2 9 ,  t n e  f i r s t  m u s h r o o m s  w e r e  o b t a i n e d .  
I t  s o o n  b e c a m e  e v i d e n t ,  by e x p e r i m e n t s  i n c l u d e d  i n  t h i s  
p a p e r ,  t h a t  t h e  h e m o l y s i n  w a s  a b s e n t ,  s o  t h e  c o u r s e  o f  t h e  
s t u d y  h a d  t o  be  d i r e c t e d  t o  t h e  A m a n i t a - t o x i n .

I n  t^vo a t  u e m p t s , t h e  Aman i  t a - t o x i n  f a i l e d  o f  i s o l a t i o n  
a  Ü t h e  l a s t  s t e p  i n  t n e  p r o c e d u r e *  r h i s  u s e e  u p  a  c o n s i d 
e r a b l e  p o r t i o n  o f  t n e  m u s n r o o m s *  r h e  r e m a i n i n g  m u s h r o o m s  
w e r e  e x t r a c t e d ,  c a r r i e d  t h r o u g h  t n e  p r o c e s s  o f  p u r i f i c a t i o n  
t o  t h e  f i n a l  o p e r a t i o n ,  a n a  t n e  p r o c e d u r e  t h e r e  s t o p p e d .
W i t h  t n i s  e x t r a c u ,  w h i c n  a u  e v e r y  s t e p  h a d  b e e n  t e s t e d  f o r  
t o x i c i t y ,  t e s t s  w e r e  m a d e  f o r  p r o t e i n s ,  a l k a l o i d s ,  a n d  g l u -  
c o s i d e s .  An i m m u n o l o g i c a l  e x p e r i m e n t  w a s  t r i e d .  P e r m a n e n t  
m o u n t s  w e r e  n iaae  o f  r e p r e s e n t a t i v e  t i s s u e s  f r o m  r a b u i t s  d y i n g  
f r o m  s u b c u t a n e o u s  i n j e c t i o n  w i  t h  t h e  t o x i n  i n  i t s  v a r i o u s  
s t a g e s  o f  p r e p a r a t i o n ,  a n a  ^ne t i s s u e s  w e r e  e x a m i n e d  f o r  
p a t n o l o g i o a l  c h a n g e .

I I  f h e  d e l i c a c y  o f  v a r i o u s  c o l o r  a n a  p r e c i p i t a t i o n  
t e s t s  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  p r o t e i n s ,  
g l u c o s i d e s ,  a n d  a m i n o  a c i a s

1 .  h i s t o r i c a l

h e p o r t a  o n  t h e  e x a c t  d e l i c a c y  o f  c o l o r  a n d  p r é c i p i t a —
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t i i o n  üQSTis f o r  lijae p r e s e n c e  o f  p r o t e i n s  a r e  n o  ü e z t e n s i v e ,  
f n e  D i u r e u  ü e s i i  i s  a e n s i t i i v e  oo o n e  p a r t ;  o f  p r o t ; e i n  i n  1 0 , 0 0 0  
p a r t s  o f  w a t e r ,  a c c o r d i n g -  t o  U r a n n a m  ( 2 5 J »  n a k u z i n ,  n r a u a o ,  
and  r ' e k a r a z a j a  ( 2 9 )  f o u n d  t n a t  ^ . ^ i l l o n * s  t e s t  w a s  m o r e  s e n 
s i t i v e  t n a n  t n e  " b i u r e t ,  L i e b e r r n a n n  ' s  , a d a m k i e w i c z  ‘ a , t h e  
z a n t n o p r o  t e i o  , l i o l i s h ' s , P e t  t e n k o f  e r  * s , o r  O s u r o m i s s i e n s k i  * a , 
a nd  d e t e c t e d  o n e  p a r t  o f  p r o t e i n  p e r  l b , bbO o f  s o l u t i o n -  
A b e r n a r a e n  a n a  d o n i A i d t  ( I J  r e p o r t  t n a t  t h e  n i n h y d r i n  r e a g e n t  
s h o w s  o n e  p a r t  o f  g l y c i n e  i n  o b , 0 0 0  a n a  a b o u t  o n e  p a r t  i n  
l b , 0 0 0  t o  o n e  p a r t  i n  2 b , 0 0 0  o f  t h e  o t h e r  a m i n o  a o i d s -  
P o l i n  a n a  J  e n  i s ,  a s  r e p o r t e d  by  h a w k  ( 2 2 )  c a n  d e t e c t  w i  t h  
t n e i r  r e a g e n t  o n e  p a r t  o f  t y r o s i n e  i n  a  m i l l i o n -  m a t  t h e w s  
( 2 7 )  g i v e s  t n e  d e l i c a c y  o f  S p i e g l e r ' s  t e s t  a s  o n e  p a r t  o f  

p r o t e i n  i n  2 o 0 , 0 0 C .  V a r i o u s  r e f e r e n c e s  o n  p r o t e i n  t e s t s  
a r e  g i v e n  i n  t n e  s u p p l e m e n t a r y  b i b l i o g r a p h y  o f  t n i s  p a p e r .

2  r i z p e r  i m e n t a l

I t  s e e m e d  w i s e  t o  b e c o m e  a c q u a i n t e d ,  a t  f i r s t  h a n d ,  
w i t h  t h e  d e l i c a c y  o f  t h e  p r o t e i n  t e s t s , s i n c e  t e c h n i q u e  
a n a  k e e n n e s s  o f  v i s i o n  v a r y  w i t h  t h e  o p e r a t o r -

h e a g e n t s  w e r e  p r e p a r e d  a n a  t h e  t e s t s  w e r e  m a a e  i n  t h e  
m a n n e r  d e s c r i b e d  i n  t n e  t e z t  r e f e r e n c e s  g i v e n  i n  t a b l e  1 .

( a )  P r e p a r a t i o n  o f  t n e  t e s t  s o l u t i o n s

U n l e s s  o t h e r w i s e  s p e c i f i e d ,  a l l  s o l u t i o n s  w e r e  i n  
d i s t i l l e d  w a t e r  a u r o o m  t e m p e r a t u r e .  n a c n  s o l u t i o n  w a s  
u s e d  o n  t h e  s a m e  d a y  a s  i t  w a s  p r e p a r e d ,  t o  m i n i m i z e  b a c 
t e r i a l  d e c o m p o s i t i o n  ( e x c e p t  t n e  t r y m o l  s o l u t i o n ) •

fid e s  t i n  d i d  n o t  d i s s o l v e  i n  d i s t i l l e a  w a t e r .  r  e n  p e r  
c e n t  s o d i u m  c n l o r i a e  a l l o w e d  a t e m p o r a r y  s u s p e n s i o n  w n i c n  
w a s  w e l l  s h a k e n  b e f o r e  d i l u t i o n s  w e r e  m a a e  o r  a f e w  c u b i c  
c e n t i m e t e r s  d r a w n  o f f  f o r  a t e s t .

k g  g  a l b u m i n ,  w e l l  p u l v e r i z e d ,  d i s s o l v e d  a l i f o s t  c o m 
p l e t e l y ,  b u t  w a s  S h a n e n  b e f o r e  u s i n g  t o  i n s u r e  u n i f o r m i t y .

u e l a t i n  i n  a  1 - 2 0 0  s o l u t i o n  w a s  n e a t e a  t o  6 0 ^ 0 ;
1 —5 0 0 0  s o l u t i o n  w a s  h e a t e d  t o  9 6 ^ 0 ;  b o t h  w e r e  a l l o w e d  t o  
c o o l  some vh ia  t  o e x o r e  u s i n g ;  s o l u t i o n  w a s  c o m o l e  t e -
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P e p t o n e  w a s  t r e a t e d  a s  w a s  e g g  a l b u m i n .

J i s p a r a g i n  i n  1 - 2 0 0  s o l u t i o n  w a s  n e a t e d  t o  8 0 ^ 0 ;  1 - 6 0 0 0  
s o l u t i o n  w a s  n e a t e d  t o  b o t h  w e r e  a l l o w e d  t o  o o o l  s o m e 
w h a t  b e f o r e  u s i n g ;  s o l u t i o n  w a s  o o m p l e t e .

ü y s t i n e  i n  1 - 1 0 0 0  s o l u t i o n  w o u l d  n o t  e n t i r e l y  d i s s o l v e  
o n  b o i l i n g ,  b u t  t h e  s m a l l  r e s i d u e  f o r m g d  a  g o o d  s u s p e n s i o n  
on  s h a h i n g .  r h e  1 - 6 0 0 0  s o l u t i o n  a t  96  G d i s s o l v e d  c o m p l e t e 
l y  i n  l b  m i n u t e s  w i t h  t r i t u r a t i o n *  I t  v ;a s  a l l o w e d  t o  c o o l  
t o  <t2 G b e f o r e  u s i n g .

P h e i ^ t ^ ' l a l a n i n e  i n  1 - 2 0 0  S o l u t i o n  h e a t e d  t o  66^ G c o m p l e t e 
l y  d i s s o l v e d .  A 1 - 6 0 0 0  s o l u t i o n  h e a t e d  t o  8 0  G c o m p l e t e l y  
d i s s o l v e d .  no  t h  w e r e  a l l o w e d  t o  o o o l  b e f o r e  u s i n g .

1‘y r o s i n e  i n  1 - 6 0 0  s o l u t i o n  h e a t e d  t o  bO^G c o m p l e t e l y  
d i s s o l v e d .  A 1 - 6 0 0 0  s o l u t i o n  h e a t e d  t o  6 6  G c o m p l e t e l y
d i s s o l v e d .  no  t n  w e r e  a l l o w e d  t o  c o o l  b e f o r e  u s i n g .

D i g i t a l i n  i n  1 - 2 6 0  s o l u t i o n  h e a t e d  t o ^ b o i l i n g  c o m p l e t e l y  
d i s s o l v e d .  A 1 - 6 0 0 0  d i l u t i o n  h e a t e d  t o  6 6  G c o m p l e t e l y
d i s s o l v e d .  no  t h  s o l u t i o n s  w e r e  a l l o w e d  t o  c o o l  b e f o r e  u s i n g .

S a l i ' b i n  i n  1 - 2 0 0  a n d  1 - 6 0 0 0  s o l u t i o n s  d i s s o l v e d  i m m e d 
i a t e l y  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .

r h y m o l  w a s  a l l o w e d  t o  s t a n d  s e v e r a l  d a y s  u n t i l  c o m p l e t e 
l y  d i s s o l v e d .

( b j  P r o c e d u r e  i n  t h e  t e s t s

r n e  s n a d e s  o f  c o l o r  v / e r e  t o o  d e l i c a t e  t o  p e r m i t  s a t i s 
f a c t o r y  w o r k  by  a r t i f i c a l  l i g h t .  l y  a r t i f i o a l  l i g h t , i t  w a s
p a r t i c u l a r l y  d i f f i c u l t  t o  d i s t i n g u i s h  i n  h i g h  d i l u t i o n s  t h e  
m i l k y  o r  b l u i s h  t i n g e  i n d i c a t i v e  o f  a  p o s i t i v e  t e s t  w i t h  
a c e t i c  a c i d  a n d  p o t a s s i u m  f  e r r  o c y a n i a e , r ' o l i n  a nd  D e n i s ,  
b i l l o n ,  i ^ o r n e r , n i n h y d r i n ,  r a n r e t , a n d  x a n t h o p r o t e i c  r e a g e n t s .  
A s e t  o f  c o n t r o l s  w a s  r u n  o n  e a c h  t e s t ,  b u t  o n l y  o n  E h r l i c h * s  
d i a z o  a n d  P o l l n  a n d  D e n i s ' s  t e s t s  w a s  i t  n e c e s s a r y  t o  r u n  
c o n t r o l s  e v e r y  t i m e  a s o l u t i o n  w a s  t e s t e d .
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A o e t i Q  a G i â  a n a  p o i i a s s i u m  f e r r o o y a n i d e  : A m o d i f i o a t l o n  

i n  t > e c l i n i q u e  imparoved  t h e  d e l i c a o y  o f  t h i s  t e s t .  T h e  p o t a s 
s i u m  f e r r o o y a n i d e  w a s  a d d e d  d r o p  by  d r o p  a n d  a l l o w e d  t o  r u n  
d o w n  t h e  i n o l i n e d  t e s t  t u b e  s o  a s  t o  f o r m  t w o  i n d i s t i n c t  
l a y e r s  o f  s o l u t i o n s .  A m i l k y  o r  b l u i s h  t i n g e  s l o w l y  d e v e l o p 
i n g  i n  t h e  u p p e r  s o l u t i o n  i s  a  p o s i t i v e  t e s t .

- ü h r l i c h ' s  d i a z o - b e n a e n e - s u b p h o n i o  a c i d :  S i n c e  d i s t i l l e d
w a t e r  g a v e  a n  o r a n g e  s o l u t i o n ,  a  c o n t r o l  w a s  a l w a y s  u s e d .

F o l i n  a n d  D e n i s :  S i n c e  d i s t i l l e d  w a t e r  g a v e  a  b l u i s h
c o l o r ,  a  c o n t r o l  w a s  a l ’w a y s  u s e d .  I t  w a s  e a s i e r  t o  d i f f e r 
e n t i a t e  s h a d e s  o f  c o l o r  ( a l s o  i n  S h r l i c h ' s  d i a z o )  b y  l o o k i n g  
i n t o  t h e  t w o  t e s t  t u b e s  ( c o n t r o l  a n d  t e s t )  s i d e  by  s i d e ,  
t h a n  b y  l o o k i n g  a t  t h e m  a t  r i g h t  a n g l e s  t o  t h e i r  v e r t i c a l  p o -  
s i t i  o n .

I l l  1 1  o n :  A r e d d i s h  c o l o r  a p p e a r e d  o n l y  i n  l o w  d i l u t i o n s ;
a  p o s i t i v e  t e s t  i n  h i g h  d i l u t i o n s  w a s  i n d i c a t e d  by  a  m i l k y  
o r  b l u i s h  t i n g e .

X a n t h o p r o t e i c :  T h e  y e l l o w  c o l o r  d i d  n o t  a l w a y s  a p p e a r ;
a  p o s i t i v e  t e s t  w a s  s o m e t i m e s  i n d i c a t e d  by  a  m i l k y  o r  b l u i s h  
t i n g e .

f a b l e  1 ,  f o l l o w i n g ,  Av i t h  i t s  a c c o m p a n y i n g  n o t e s ,  g i v e s  
t h e  r e s u l t s  o f  a l l  t h e  t e s t s .
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( o )  I T o t e s  o n  t a b l e  1

( 1 )  b o t  a n  a m i n o  a o i d  i t s e l f , bu  G t h e  m o n a m i d e  o f  t h e  
a m i n o  a c i d  a a p a r t i o  a o i d .  A s p a r a g i n  o o o u r s  w i d e l y  i n  t h e  
v e g e t a b l e  wo r i d .

( 2 )  e . g . - H 1 6 8  r e f e r s  t o  p a g e  1 6 8  o f  Hawh a n d  B e r g e i m ,
* * P r a c t i o a l  B h y s i o l o g i o a l  C h e m i s t r y ” , P .  B l a k i s t o n ' s  S o n  &
C o . ,  P n i l a d  e l p h i a , 1 9 2 7 .  11982 r e f e r s  t o  p a g e  9 8 2  o f
I l a t h e w s  ”P h y s i o l o g i o a l  C h e m i s t r y ” , ï / i l l i a m  k*ood & C o . , ITew 
Y o r k ,  1 9 2 7 .

( 2 )  f h e  t e s t  s o l u t i o n  w o u l d  n o t  o o l o r ,  b u t  i n  l o w  d i 
l u t i o n s ,  v i s i b l e  p a r t i c l e s  o f  e d e s t i n  w o u l d  c o l o r  y e l l o w ,  
a n d  a d h e r e  t o  t h e  a i d e s  o f  t h e  t e s t  t u b e .

( 4 )  T h i s  t e s t  w a s  i m p r a c t i c a b l e ,  s i n c e  t h e  l i g h t  b l u e  
o o l o r  o f  t h e  e d e s t i n  s o l u t i o n  c o n f u s e d  t h e  b l u e  c o l o r  w h i c h  
w o u l d  i n d i c a t e  a  p o s i t i v e  r e s u l t  i n  t h i s  t e s t .

( 5 )  A f t e r  t h e  t e s t  h a d  s t o o d  f o r  o n e  h o u r .

( 6 )  A l i g h t  b r o w n  c o l o r  a p p e a r s ,  p o s s i b l y  d u e  t o  t h e  
c h a r r i n g  o f  t h e  o r g a n i c  p a r t i c l e s  by  t h e  s u l p h u r i c  a o i d .

( 7 )  A s e c o n d  s o l u t i o n  o f  p h e n y l a l a n i n e  a n d  a  s e c o n d  
s o l u t i o n  o f  c y s t i n e  w e r e  p r e p a r e d  a n d  t e s t e d ,  t o  m a k e  c e r t a i n  
o f  t h e  v a r i a t i o n  o n  t h i s  r e a c t i o n  b e t w e e n  t h e  t w o  a m i n o  a c i d s .

( 8 )  A f a i n t  g r e e n  r i n g  a p p e a r s .

( 9 )  T h e r e  i s  n o  r e a c t i o n  w i t h  p a r a - d i m e t h y l - a m i n o -  
b e n z a l d e h y d e , b u t  b e f o r e  o r  a f t e r  b o i l i n g  w i t h  h y d r o c h l o r i c  
a o i d , a  m i l k y  o r  f l o c c u l e n t  p r e c i p i t a t e  a p p e a r s .

( 1 0 )  ho  g r e e n  a p p e a r s ,  b u t  a  l i g h t  m i l k y  b l u i s h  c o l o r .
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3  Stunmary

Gram e q u i v a l e n t s  o f  t h e  d i l u t i o n s  a r e  o n l y  a p p r o x i m a t e ,  
s i n o e  a b o u t  t w o  c u b i a  o e n t i m e t e r s  o f  t h e  t e s t e d  s o l u t i o n  w a s  
u s e d  i n  m a k i n g  e a o h  t e a t .  W e l l s  ( 3 8 )  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  
m i n i m u m  s e n s i t i z i n g  d o s e  o f  e g g  a l b u m i n  i s  n o t  f a r  f r o m
0 . 0 0 0 , 0 0 0 , 0 5  g r a m .  h r a n h a m  ( 2 b )  e m p h a s i z e s  t h e  f a c t  t h a t  
" a n t i b o d y  r e s p o n s e  h a s  b e e n  s e c u r e d  w i  t h  a m o u n t s  o f  p r o t e i n  
a s  s m a l l  a s  0 . 0 0 0 , 0 0 1  g r a m . "  T h e  m o s t  s e n s i t i v e  r e a c t i o n  
s h o w n  i n  t a b l e  1  i s  1 - 8 0 , 0 0 0  o r  a b o u t  0 . 0 0 0 , 0 2 5  g r a m .  I t  i s  
e v i d e n t  t h a t  a l t h o u g h  a  s o l u t i o n  may g i v e  n o  c o l o r  o r  p r e 
c i p i t a t i o n  t e s t  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  p r o t e i n ,  n e v e r t h e l e s s ,  
t h e r e  may  b e  s u f f i c i e n t  p r o t e i n  i n  s o l u t i o n  t o  a l l o w  a n t i 
b o d y  f o r m a t i o n .  T h e  n e g a t i v e  b i u r e t  t e s t  o f  A b e l  a n d  P o r d
( 2 )  s e e m s ,  t n e r e f o r e ,  t o  b e  l i t t l e  c e r t i f i c a t i o n  o f  t h e  

a b s e n c e  o f  p r o t e i n  in ^ N ^ i ^  h e m o l y t i c  g l u c o s i d e .

I l l  T h e  p r e c i p i t a t i o n  o f  p r o t e i n s

I .  h i  s t o  r i c a l

T r i c h l o r o a c e t i c  a c i d :  S e i b e r t  ( 3 3 )  s h o w e d  t h a t  w h e n
p u r e  p r o t e i n s  a r e  u s e d ,  t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d  p r e c i p i t a t e s  
t h e  p r o t e i n  q u a n t i t a t i v e l y .  I t  d o e s  n o t  p r e c i p i t a t e  p r o 
t e o s e  o r  r e s i d u a l  n i t r o g e n  ( m o n a m i n o  a o i d s  a n d  u n d e t e r m i n e d  
n i t r o g e n ) .  H i l l e r  a n d  V a n  S l y k e  ( 2 3 )  s t a t e  " I t  a p p e a r s ,  
t h e r e f o r e ,  t h a t  t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d  i s  e s p e c i a l l y  f i t t e d  
f o r  u s e  w i t h  s o l u t i o n s  o f  p a r t i a l l y  d i g e s t e d  p r o t e i n s  w h e n  
i t  i s  d e s i r e d  t o  r e m o v e  t h e  p r o t e i n s ,  a n d  t o  r e g a i n  i n  t h e i r  
f i l t r a t e s  n o t  o n l y  t h e  a m i n o  a c i d s ,  b u t  a l s o  a  m i x i m o m  p r o 
p o r t i o n  o f  t h e  i n t e r m e d i a t e  p r o d u c t s  s u c h  a s  ' a l b u m o s e s ' a n d  
’ p e p t o s e s * . "  W a s t e n e y s  a n d  B o r s o o k  ( 3 7 )  a n d  S h o n l e  a n d  
W a l d o  ( 3 2 )  h a v e  a l s o  s h o w n  t h a t  t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d  f a i l s  
t o  p r e c i p i t a t e  p r o t e o s e  a n d  t h e  o t h e r  i n t e r m e d i a t e  p r o d u c t s .  
W a s t e n e y s  a n d  B o r s o o k  ( 3 7 )  w i t h  a n  a l b u m i n  s o l u t i o n  a n a l y z 
i n g  94r .b  p e r  c e n t  p r o t e i n ,  4 . 4  p e r  c e n t  p r o t e o s e ,  a n d  1 . 1  
p e r  c e n t  p e p t o n e ,  u s e d  t r i c h l o r o a c e t i c  a o i d  i n  a  f i n a l  c o n 
c e n t r a t i o n  n o t  e x c e e d i n g  2  p e r  c e n t ,  a n d  p r e c i p i t a t e d  96  p e r  
c e n t  o f  t h e  p r o t e i n  n i t r o g e n .  T h e y  d e c i d e ,  t h e r e f o r e ,  t h a t  
t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d  c o m o l e t e l y  o r e c i p i t a t e s  t h e  p r o t e i n .  
S i m i l a r l y ,  u s i n g  n i t r o g e n  d e u e r m i n a t i o n s  a s  a c r i t e r i o n ,  t h e y  
f o u n d  t n a t  m e t a - p r o t e i n  w a s  c o m p l e t e l y  p r e c i p i t a t e d .

G r e e n w a l d  ( 1 9 )  u s e d  t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d  f o l l o w e d  by  
k a o l i n  t r e a t m e n t .  n e  g i v e s  h i s  r e s u l t s  a s  f o l l o w s :  "Th e
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f i l t r a t e  f r o m  t h e  k a o l i n  i s  a b s o l u t e l y  c l e a r  a n d  c o l o r l e s s .
Th e  l i q u i d  r e m a i n s  c l e a r  a f t e r  t h e  a d d i t i o n  o f  p i c r i c  a c i d  
o r  o f  p o t a s s i u m - m e r c u r i c - i o d i d e ,  e v e n  u p o n  s t a n d i n g  f o r  
t w e n t y  f o u r  h o u r s ,  a n d  g i v e s  o n l y  t h e  s l i g h t e s t  t u r b i d i t y  
w i t h  p h o s p h o t u n g s t i c  a o i d .  T h e  p r e c i p i t a t e s  o b t a i n e d  u p o n  
t h e  a d d i t i o n  o f  p h o s p h o t u n g s t i o  a c i d  t o  f i l t r a t e s . . . . w e r e  
u s e d  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i j n  o f  n i t r o g e n .  T h e  a m o u n t s  o b t a i n 
ed  w e r e  n o  l a r g e r  t h a n  i n  t h e  b l a n k s . ”

II .  R i c h t e r - Q u i t t n e r  ( 3 0 ) ,  P a u l  G r i s t o l  ( 7 ) ,  A .  G r i g a u t
a n d  P .  Z i z i n e  ( 2 1 ) ,  P .  G r i s t o l  a n d  U .  S i m o n n e t  ( 8 ) ,  a n d
H.  L ^ u n s c h e n d o r f f  ( 4 0 ) ,  h a v e  a l s o  r e p o r t e d  o n  t h e  u s e  o f  
t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d .

I t  a p p e a r s  t h a t  t r i c h l o r o a c e t i c  a o i d  p r e c i p i t a t e s  p u r e  
p r o t e i n ,  b u t  d o e s  n o t  p r e c i p i t a t e  t h e  i n t e r m e d i a t e  p r o d u c t s  
i p r o t e o s e s ,  p e p t o n e s ,  p e p t i d e s ,  a nd  a m i n o  a c i d s ) .  When  
f o l l o w e d  b y  k a o l i n ,  p r e c i p i t a t i o n  o f  a l l  p r o t e i n  a n d  n o n 
p r o t e i n  n i t r o g e n  i s  c o m p l e t e .

‘T u n g s t i o  a c i d  a n d  p i c r i c  a o i d :  h i l l e r  a n d  Va n  S l y k e
( 2 3 )  s t a t e :  " P ro m  t h e  r e s u l t s  w i t h  v V i t t e * s  p e p t o n e  i t  a p 

p e a r s  t h a t  t u n g s t i o  a c i d  a n d  p i c r i c  a o i d  a r e  d i s t i n g u i s h e d  
b y  t h e  r e l a t i v e  c o m p l e t e n e s s  w i t h  w h i c h  t h e y  p r e o i p i t a u e  
p r o t e i n  i n t e r m e d i a t e  p r o d u c u s  i ? i t h o u t  p r e c i p i t a t i n g  a m i n o  
a c i d s . "  h o w e v e r ,  t h e  i n t e r m e d i a t e  p r o d u c t s  a r e  n o t  c om 
p l e t e l y  p r e c i p i t a t e d ,  a n d  f r o m  t h e i r  r e s u l t s  w i t h  b l o o f t ,  i t  
a p p e a r s  t h a t  t u n g s t i o  a o i d ,  p i c r i c  a c i a ,  m e t a p h o s p h o r i c  a o i d ,  
t r i c h l o r o a c e t i c  a o i d ,  a n d  c o l l o i d a l  i r o n ,  a l l  p r e c i p i t a t e d  
p u r e  p r o t e i n  q u a n t i t a t i v e l y ^  b u t  d i d  n o t  c o m p l e t e l y  p r e c i p 
i t a t e  a m i n o  a o i d s  o r  p e p t i d e s .  H.  W u n s o h e n d o r f f  ( 4 0 )  r e p o r t s  
t h a t  t u n g s t i o  a o i d  g i v e s  c o m p l e t e  p r e c i p i t a t i o n  w i t h  l e s s  
a d s o r p t i o n  ( o f  n o n - p r o t e i n  m a t e r i a l  t h a n  t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d ) ,  
b u t  f i l t r a u i o n  i s  s o  s l o w  t h a t  t h e r e  m^^ oe  a p p r e c i a u l e  
h y d r o l j ,  s i s  o f  une  p r o t e i n .  2 .  G r i s t o l  a n u  S i m o n n e t  (t i )  
s t a t e  " . . . . w h i l s t  t r i c n l o r o a c e t i c  a c i d  a n d  t u n g s t i o  a c i u  a r e  
e % c e l l e n t  p r é c i p i t a n t s  f o r  a l o u m i n  i n  t n e  e s t i i : i a t i o n  o f  t h e  
t o t a l  n o n - p r o t e i n  n i t r o g e n  o f  t n e  s e r u m ,  a m  a l l o w  n e i t h e r  
l i p o i d  n o r  p r o t e i n - n i t r o g e n  t o  p a s a  i n t o  t h e  f i l t r a t e . . . . "
R .  G. n e w  i s  a n d  S .  R.  h e n e a i o t  ( 2 o )  a n a  la.  R1 e n t e r - Q u i t  u n e r  
( 3 0 )  h a v e  a l s o  r e p o r t e d  o n  t n e  u s e  o f  t h e s e  a c i d s , b u t  t n e i r  
o r i g i n a l  a r t i c l e s  w e r e  n o t  a v a i l a b l e .

I t  s e e m s  t h a t  p i c r i c  a n a  t u n g s t i o  a c i a s  p r e c i p i t a t e  p u r e  
p r o t e i n  q u a n t i t a t i v e l y .  T h e y  p r e c i p i t a t e  m o s t ,  b u t  n o t  a l l .
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of üne pep-Diaes, ana none of ^he amino aaias.  X'tothing aef- 
iniûe oouia be gaüiierea in regara to proteoses, but since the 
peptiaes are almost completely removea, i t  woula seem tnat 
proteose p rec ip i ta t ion  woula be complete.

L l e t a p n o s p j a o r i c  a c i a ,  c o l l o i a a l  i r o n ,  a n a  u r a n ÿ l  a c e t a t e :  
H i l l e r  a n a  V a n  S l y k e  ( 2 3 )  s t a t e  ' ' m e t a p h o s p n o r i c  a c i a ,  c o l l o i 
d a l  i r o n ,  a n d  m e r c u r i c  c n l o r i a e  a r e  i n t e r m e a i a t e  b e t w e e n  
t r i c n l 0r o a c e t i c  a c i a  a n a  t u n g s t i c  a c i a  i n  t n e  c o m p l e t e n e s s  
w i t h  w n i c n  t n e ^  p r e c i p i t a t e  t n e  i n t e r m e a i a t e  p r o a u c t s  o f  
. / i t t e * s  p e p t o n e . * *  Ine^y o e l i e v e  t n e  a c i a  ( m e t a p h o  s p n o r i c } 
t o  p r e c i p i t a t e  b l o o a  p r o t e i n s  c o m p l e t e l y .  r u t  J u n s c n e n a o r f f  
(4:0) s a y s  t n a t  me t a  o n o  s p n o r i c  a c i d  f a i l s  t o  p r e c i p i t a t e  

p r o t e i n s  c o m p l e t e l y .  P .  G r i s t o l  a n a  n .  S i m o n n e t  ( b )  r e p o r t  
a l s o  t h a t  m e t a p n o s p n o r i c  a c i a  a o e s  n o t  c o m p l e t e l y  p r e c i p i t a t e  
p r o t e i n s .  n .  . / u n s c n e n a o r f f  ( ^ 1 )  d e s c r i b e s  a  m o a i f i c a t i o n  
o f  t h e  i ^ i c n a e l i s  m e t h o a  o f  p r e c i p i t a t i n g  p r o t e i n s  w i t h  
c o l l o i a a l  f e r r i c  n ^ u r o x i a e  w n i c h  i s  s t a t e d  t o  g i v e  f i l t r a t e s  
e n t i r e l y  f r e e  f r o m  p r o t e i n .  Van  S l y k e , V i n o g r a d - V i l l c h u r , 
a n a  L o s e e  ( 3 o )  r e p o r t  t n a t  c o l l o i d a l  i r o n  c o m p l e t e l y  p r e 
c i p i t a t e s  n a t i v e  p r o t e i n s ,  b u t  d o e s  n o t  p r e c i p i t a t e  a m i n o -  
a c i a s  o r  a n y  i n t e r m e a i a t e  p r o d u c t s  u p  t o  t h e  a l b u m o  s e s , a n d  
n o n e  o f  t h o s e  e x c e p t  s o m e  o f  c o m p l e x i t y  b u t  l i t t l e  b e l o w  
t h a t  o f  t n e  o r i g i n a l  p r o t e i n s .  A b e l  and  F o r d  ( 2 )  a f f i r m  
" t h a t  K o w a l e w s n y  h a s  s h o w n  t h a t  u r a n y l  a c e t a t e  w i l l  c o m 
p l e t e l y  r e m o v e  f r o m  v a r i o u s  a l b u m i n o u s  f l u i d s  e v e r y  t r a c e  
o f  p r o t e i a  g i v i n g  a  b i u r e t  r e a c t i o n ,  a n a  t h a t  J a c o b y  a n d  
o t n e r s  n a v e  u s e a  t h i s  r e a g e n t  f o r  t n e  r e m o v a l  o f  p r o t e i a s  
f r o m  f a i n t l y  a l k a l i n e  s o l u t i o n s . * *  S a r a  H. n r a n h a m  ( 2 b )  
i n  a  c r i t i c i s m  o f  t h e  r e s u l t s  o f  F o r a  a n a  A b e l ,  w r i t e s  a s  
f o l l o w s :  " n e i t h e r  o f  t n e s e  r e a g e n t s  ( m e t a p h o s p n o r i c  a c i d
a n d  u r a n y l  a c e t a t e )  a r e  q u a n t i t a t i v e  p r é c i p i t a n t s  f o r  
p r o t e i n s . "  A l s o  s e e  A.  G r i g a u t  a n d  F .  Z i z i n e  ( 2 1 ) ,  P .
G r i s t o l  ( 7 ) ,  a n d  k .  x i i c h t e r - C u i t  t n e r  ( 3 0 ) ,  a l l  o f  w h i c h  
o r i g i n a l  a r t i c l e s  w e r e  n o t  a v a i l a b l e .

F r o m  t n e s e  s o u r c e s  i t  a p p e a r s  t h a t  m e t a p h o s p h o r i c  a c i d  
p r o b a b l y  d o e s  n o t  c o m p l e t e l y  p r e c i p i t a t e  e v e n  p u r e  p r o t e i n s ,  
a n a  c e r t a i n l y  n o t  t h e  i n t e r m e a i a t e  p r o a u c t s .  C o l l o i d a l  i r o n  
p r e c i p i t a t e s  p u r e  p r o t e i n  q u a n t i t a t i v e l y , b u t  p r o b a b l y  d o e s  
n o t  p r e c i o i t a t e  p r o t e o s e s ,  p e p t i a e s ,  a n a  a m i n o  a c i a s .

P h o s p h o t u n g s o i c  a c i a ,  a n a  a c e t i c  a c i a - k a o l i n :  S e i b e r t
( 3 3 )  u s e d  p n o s p n o t u n g s t i o  a c i a  a s  t n e  e q u i v a l e n t  o r  t u n g s t i o  

a c i d  i n  t h e  p r e c i p i t a t i o n  o f  p r o t e i n s ,  a n a  s n o w s  t n a t  p h o s 
p h o  t u n g s t i o  a c i a  p r e c i p i t a t e s  a l l  p r o t e o s e  a n a  d i a m i n o  a c i d s  
( o f . Van S l y k e  ( 3 b )  ) l e a v i n g  o n l y  m o n a m i n o  a c i d s  a n a  u n d e t e r 

m i n e d  n i t r o g e n  i n  t n e  f i l t r a t e .  l u n g s t i c  a c i a  d o e s  n o t



15.
p r  e c i p i  t a t e  a i a m i n o  a o i a s -  G r e e n w a l c i  ( 2 0 )  ü e s o r i b e s  a  m e t n o d  
witn a o e u i c  a o i d  a n d  K a o l i n  v / n i o n  r e m o v e s  a l l  p r o t e i n  a n a  p r o 
t e i n  i n t e r m e a i a t e  p r o d u c t s  a s  f o l l o w s :  ” D e t e r m i n â t  i o n s  o± t n e  
li i n  s u  o n  f i l t r a t e s  a g r e e  w i  t n  t h o s e  o b t a i n e d  t n e  t r i o n i o -  
r o a o e ô i o  a o i u - h a o l i n  m e t h o d .  no  on  m e t h o d s  a r e  i n a o o u r a t e ,  
h o w e v e r ,  t h r o u g h  t h e  r e m o v a l  by t h e  k a o l i n  o f  t n e  h s u b s  u a n o e  
o t h e r  t h a n  p r o t e i n .  r h i s  i s  m o s t  m a r k e d  wi un s u b s t a n c e s  o f  
a  b a s i c  n a o u r e ,  i n c l u d i n g  a i a m i n o  a c i d s  a n d  ( p r e s e n t  a s
r E ^ C l ) a n u  i s  a b s o l u t e l y  q u a n t i t a t i v e  wi t h  c r e a t i n n e . . . . ”

2  Nummary

I t  w o u l d  a p p e a r  t h a t  f o r  t h e  p u r p o s e s  o f  t h e  e x p e r i m e n t  
w i t h  t h e  g l u c o s i d e  o f  a m a n i t a  p h a l i o i a e s  ( 1 )  m e t a p h o s p h o r i c  
a c i d  i s  u n s u i t a b l e ,  ( 2 )  t h e  u s e  o f  u r a n y l  a c e t a t e  i s  d o u b j -  
f u l , ( 5 )  t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d  t u n g s t i o  a o i d , p i e r i o  a c i d ,
a n d  p h o s p n o t u n g s t i c  a c i a  a r e  p r e f e r a b l e .

3  e x p e r i m e n t a l

S n o r t  e x p e r i m e n t s  w i t h  e g g  a l b u m i n  s o l u t i o n s  a n a  u r a n y l  
a c e t a t e ,  m e t a o n o s n n o r i c  a c i a ,  t r i c h l o r o a o e t i c  a o i d ,  p n o s -  
p n o t u n g s t i c  a o i a ,  t u n g s t i c  a c i d , a n a  p i c r i c  a c i u ,  b o r e  o u t  
t h e  s u m m a r y  a b o v e .  n o w e v e r ,  s o m e  d i f f i c u l t y  w a s  e x p e r i e n c e d  
w i t h  t r i c h l o r o a c e t i c  a c i a ,  b u t  f i n a l l y  a  f i l t r a t e  w a s  o b t a i n 
ed w h i c n  'w ou ld  g i v e  n o m e  o f  t n e  t e s t s  i n  t a b l e  1 .  u r a n y l  
a o e t a t e  w a s  e f f e c t i v e  i n  e l i m i n a t i n g  a l l  s u b s t a n o e s  c a p a b l e  
o f  g i v i n g  p o s i t i v e  t e s t s  w i t h  t h e  m o r e  d e l i c a t e  r e a g e n t s  i n  
t a b l e  1 .

IV i*ne propert ies  of Amanita so l i t a r i a

1 .  f h e  h e m o l y t i c  a n d  a ^ g l u t i n a t i v e  power o f  
a q u e o u s  e x t r a c t s  o f  A m a n i t a  s o l i t a r i a

( a )  H i s t o r i c a l

? o r d  ( 9 )  f o u n d  t h a t  " a q u e o u s  o r  s a l i n e  e x t r a o t s  o f  Am
a n i t a  s o l i t a r i a  a r e  h e m o l y t i c ,  b u t  n o t  t o  s u  o n  a  d e g r e e  a s  
a r e  o t n e r  a m a n i t a s .  T h e  l y s i s  i s  p r e c e d e d  by a  t y p i c a l  
a g g l u t i n a t i o n  o f  t n e  c o r p u s c l e s ,  w h i c h  s i n k  t o  t h e  b o t t o m  
o f  t n e  t u b e  i n  a d e n s e l y  a a n e r e n t  m a s s .  r n e  a g g l u t i n a t i o n
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l a  s l o v / ,  r e q u i r i n g  on© ûo l i i i r e e  h o u r s ,  a n a  a i ' ô e r  Tihia %,ime a  
s l o v ;  s o l u t i o n  o f  “Uhe c o r p u s o l e s  o a h e s  p l a c e ,  r e q u i r i n g  f o u r  
■&0 l i v e  h o u r s .  . . . . i f  e x t r a o o a  b e  e v a p o r a u e d  uo a  s m a l l  
b u l k  i n  v a c u o  a u  5 b  C,  a n a  u n e n  p r e c i p i u a u e a  w i u n  e u h ^ 1 a l 
c o h o l ,  u h e  p r e c i p i u a u e  c o n u a i n s  u n e  a g g l u u i n o - h e m o l ^ s i n . ”

( b )  i i s p e r  i m e n u a l

( 1 )  P r e p a r a u i o n  o f  m a u e r i a l

P r o f e s s o r  «3. H.  i i i l l e r  o f  u h e  u n i v e r s i u y  . o f  G e o r g i a  w a s  
s o  k i n a  a s  uo c o l l e o u ,  i n  S e p u e m b e r  1 9 2 9 ,  i n  u h e  v i o i n i u y  o f  
A u h e n s ,  G e o r g i a ,  u n e  a .  S o l i u a r i a  a nd  a .  p h a l i o i a e s  u s e d  i n  
a l l  u n e  f o l l o w i n g  e x p e r i m e n u s .  i h e  A .  s o l i u a r i a  w e r e  l a r g e  
a n d  a l m o s u  p u r e  w b i u e .  i*h© A.  p h a l l o i d e s  w e r e  s m a l l e r ,  a n d  
a  p a l e  b r o w n .  P o r d  ( l< t )  i n  1 9 0 o  d é f i n i u e l y  u s e d  o n l y  u n e  
w h i u e  f o r m s  o f  a .  p h a l l o i d e s ,  duu  i n  h i s  l a u e r  e x p e r i m e n u s  
h e  d o e s  n o u  s p e c i f y  u h e  c o l o r  o f  Uhe f u n g i .  r h e  s p e c i m e n s  
w e r e  d r i e d  b y  P r o f  e s s o r  m i l l e r  o n  a s l o w  e l e c  u r i c  d r i e r ,  a n d  
s h i p p e d  p a c k e d  i n  c o u u o n .  f h e y  w e r e  a l l o w e d  u o  d r y  f u r u h e r  
aU r o o m  u e m p e r a u u r e  i n  u n e  b i o l o g y  l a b o r a u o r y  aU Uhe  S t a u e  
U n i v e r s i u y  o f  -i^^onuana f o r  s e v e r a l  w e e k s  b e f o r e  b e i n g  u s e d .

f o  1 0 0  g r a m s  o f  A.  s o l i u a r i a  g r o u n d  i n  a  c e r e a l  m i l l  
w a s  a d d e d  8 0 0  o o  d i s u i l l e a  w a u e r .  r h e  m i x U u r e  w a s  u r i -  
U u r a U e a  i n  a  p o r c e l a i n  m o r u a r ,  a n d  u h e n  s e u  o n  i c e  f o r  4 8  
h o u r s .  r h e  m i x u u r e  w a s  f i l u e r e d  U h r o u g h  l i n e n ^ t w o  u h i c k -  
n e s s e s  o f  j J e n v e r  r i r e  U l a y  ÿ 2 o 4 3  f i l u e r  p a p e r ,  a n d  u h r o u g h  
Uwo U h i c k n e s a e s  o f  ^ 4 2  :%hauman f i l u e r  p a p e r  u n a e r  s u o u i o n .  
h u m b e r  4k2 v /hauman p a p e r  b r o k e  u n a e r  s u e u i o n ,  a n a  i u  v ;a s  
f o u n d  u h a u  ÿbO w a s  b e u u e r .  r h e  6 2 0  o o  o f  e x u r a c u  w a s  n e u u -  
r a l i z e d  Uo l i u m u s  w i  uh  a  s m a l l  a m o u n u  o f  s o d i u m  b i o a r b o n a u e ,  
a n d  c o n c e n u r a u e d  oo 6 0  o o  u n a e r  r e d u c e d  p r e s s u r e  au a  ue m 
p e r a u u r e  n o u  e x c e e d i n g  5 b ^ G .  r h i s  c o n c e n u r a u e d  s o l u u i o n  w a s  
d e s i g n a u e d  S o l i u a r i a  e x u r a o u  l A .

r h e  r e m a i n i n g  pmanu m a s h  w a s  p l a c e d  on i c e  w i  uh  bOO c c  
d i  s u  i l l e d  w a u e r  a n a  e x  u r a c  ued z o r  2 4  h o u r s .  l u  w a s  u h e n  
f i l u e r e a  and  n e u u r a l i z e a  a s  a b o v e .  r h e  f i l u r a u e  Was  c o n o  e n -  
u r a u e a  u n a e r  r e a u c e a  p r e s s u r e  a u  a  u e m p e r a u u r e  n o u  e x c e e d i n g  
3 7  0 ,  a n d  r e d u c e d  f r o m  3 1 4  o o  Uo 76  o c .  l u  w a s  d e s i g n a u e d  
S o l i u a r i a  e x u r a o u  I B .  r n i s  m e u h o d  o f  e x u r a c u i o n  f o l l o w s  
Uhau o f  P o r d  ( 2 ) ( 9 ) ( 1 0 ) ( 1 6 ) .
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( 2 )  S o l i t a r i a  e x t r a c t s  l A  a n â  I B

l a b l e  2

r L e m o l y t i c  a n a  a g g l u t i n a t i v e  p o w e r  o r  S o l i t a r i a  e x t r a c t
l A ,  f o r  c a t  c e l l s  

( a l l  t e s t s  w e r e  i n  d u p l i c a t e ,  a n d  i n  a  w a t e r  b a t h  a t  37®C)

H x t r a c t
l A

10 p e r  
c  e n t  
s o a i u m  
c h l o r i d e

5 p e r  c e n t  
b y  v o l u m e  
W a s h e d  c a t  
c e l l s  i n  
s a l i n e

n e m o l y  a  i s  a n d  a g g l u t i n a t i o n  
r e a d i n g s

1 h o u r 11 h o u r s 1 6  n o u r s

0 . 9  oo  
1.6 c c  
1 c c  3 
I c c  s a

iiaHG

0.1 o o
0.2 00 

a l i n e  ( co j  
l i n e  a n d  
O3 ( c o n t r

1 c c  
1 c c  

i t r o l j  l o o  
e x c e s s  
01} l o o

n e g a t i v e  
n e g a  t i v e  
n e g a t i v e

n e g a t i v e

n e g a t i v e
n e g a t i v e
n e g a t i v e

n e g a t i v e

a l i g h t .
s l i g h t
s l i g h t

s l i g h t

S o l i t a r i a  e x t r a c t  I B  g a v e  s i m i l a r  r e s u l t s .  n o t h  e x 
t r a c t s  g a v e  s i m i l a r  n e g a t i v e  r e s u l t s  w i t h  2. b  p e r  c e n t  
w a s n e d  h u m a n  r e a  c o r p u s c l e s .

( 3 )  S o l i t a r i a  e x t r a c t  I I

n e g a  G i v e .T h e  r a w  u n e o n e e n t r a t e d  e x t r a c t  a l s o  w a s  
A m a n i t a  s . 1 1 t a r i a  e x t r a c t  I I  w a s  p r e p a r e d  f r o m  5 0  g r a m s  
d r i e d  A .  s o l i t a r i a  a n d  5 0 0  c c  d i s t i l l e d  w a t e r .  I t  w a s  
f u r t h e r  t r e a  t e a  a s  w a s  e x t r a c t  l A ,  a n d  w a s  a l s o  f i l t e r e d  
t h r o u g h  a  H a n d l e r  f i l t e r .  i t  w a s  n o t  c o n c e n t r a t e d .  T h e  
f i n a l  v o l u m e  w a s  2 5 0  o o . I t  w a s  n o t  n e u t r a l i z e d  w i t h  s o d i u m  
d e c a r b o n a t e .

T a b l e  3

H e m o l y t i c  and  a g g l u t i n a t i v e  p o w e r  o f  S o l i t a r i a  e x t r a c t
I I .  f o r  h u m a n  c e l l s

3 7 ° G )( a l l  t e s t s  i n  t r i p l i c a t e ,  a n d  a t

2x t r a c t  
I I

10
p e r  c e n t  
s o d i u m  
O h i o  r i d  e

5  p e r  c e n t  
w a s h e d  h u m a n  
c e l l s  i n  

s a l i n e

H e m o l y s i s  a n d  a g g l u t i n a t i o n  
H e a d i n g s

1 h o u r  5 h o u r s  1 2  h o u r s  2 2  h o u r s
0 . 9  00 
1 00 ai

0.1 CO
i l i n e  ( c o 2

1 c c  
i t r o l )  1 CO

a l l  r e a d i n g s  w e r e  n e g a t i v e  
a l l  r e a d i n g s  w e r e  n e g a t i v e
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G t m o e n t r â t ed  e x t r a c t s  o f  A .  s o l i t a r i a ,  p r e p a r e d  f o r  t h e  

c h e m i c a l  e x p e r i m e n t a t i o n  f o l l o w i n g ,  w e r e  a l s o  n e g a t i v e .

( c )  Su mm ary

A l l  a q u e o u s  e x t r a c t s ,  c o n c e n t r a t e d  a n d  u n e o n e e n t r â t e d , 
f r o m  s p e c i m e n s  o f  d r i e d  A m a n i t a  s o l i t a r i a ,  w e r e  n o n - h e m o l y t i o  
a n d  n o n - a g g l u t i n a t i v e  f o r  h u m a n  a n d  o a t  c e l l s .  I h e s e  f i n d -  
i n g s  a r e  n o t  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  t h o s e  o f  F o r d ,  s i n c e  h i s  
e x t r a o t s  c o n t a i n e d  a h e m o l y s i n  a n d  a n  a g g l u t i n i n .  I t  i s  
s u g g e s t e a  t h a t  s p e c i m e n s  o f  A m a n i t a  s o l i t a r i a  may v a r y  i n  
t h e i r  h e m o l y t i c  a n d  a g g l u t i n a t i v e  p r o p e r t i e s  a c c o r d i n g  t o  
t h e i r  g e o g r a p h i c a l  l o c a t i o n .  F o r d  ( 9 )  s e e m s  t o  h a v e  s e c u r 
e d  h i s  s p e c i m e n s  o f  A.  s o l i t a r i a  i n  t h e  v i c i n i t y  o f  .Voods  
S o i e , h a s s a o h u s e t t s .

S  T h e  t o x i c i t y  o f  a q u e o u s  e x t r a c t s  o f  A.  s o l i t a r i a

F o r d  ( 9 )  h e a t e d  e x t r a c t s  o f  A m a n i t a  s o l i t a r i a  t o  70*^0 
f o r  3 0  m i n u t e s ,  a n d  f o u n d  t h e m  i n n o c u o u s  t o  r a b b i t s  a n d  g u i n e a  
p i g s .

I n  v e r i f i c a t i o n  o f  t h i s  o b s e r v a t i o n ,  t h e  f o l l o w i n g  e x p e r 
i m e n t  w a s  p e r f o r m e d .  A p o r t i o n  o f  A .  s o l i t a r i a  e x t r a c t  l à . ,  
w h i c h  h a d  b e e n  k e o t  w i t h  a  s m a l l  p i e c e  o f  t h y m o l , i n  a  r e 
f r i g e r a t o r  f o r  20-  d a y s ,  w a s  n e u t r a l i z e d  w i t h  a  s m a l l  a m o u n t  
o f  s o d i u m  c a r b o n a t e .  I h e  e x t r a c t  w a «  h e a t e d  f o r  a  f e w  m i n u t e s  
u n t i l  t h e r e  w a s  c o n s i d e r a b l e  p r o t e i n  c o a g u l u Q i , f i l t e r e d , a n d  
t h e n  h e a t e d  a t  6 5 ° - 7 0  C f o r  3 0  m i n u t e s .  I’h r e e  c u b i c  o e n t i 
m e t e r s  i n j e c t e d  s u b c u t a n e o u s l y  i n  t h e  b e l l y  o f  r a b b i t  n u m b e r  
2 ,  w e i g h i n g  2 6 6 0  g r a m a ,  a n d  3 o o  i n j e c t e d  i n  r a b b i t  4 ,  w e i g h 
i n g  2 1 0 0  g r a m s ,  w e r e  n o n - t o x i c ,  a n a  c a u s e d  no  e d e m a  a t  t h e  
p o i n t  o f  i n n o o u l a t i o n .  T h e  r a b b i t s  w e r e  a l i v e  s e v e r a l  m o n t h s  
l a t e r .

3  T h e  c h e m i c a l  n a t u r e  o f  a q u e o u s  e x t r a c t s  o f  
A m a n i t a  s o l i t a r i a

( a )  h i s t o r i c a l

F o r d  ( 9 )  e v a p o r a t e d  a n  a q u e o u s  e x u r a c t  o f  A.  s o l i t a r i a
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t o  a  s m a l l  bi i lk:  i n  v a c n o  a t  5 5 ^ 0 ,  p r e c i p i t a t e d  t h e  a g g l u t i n o -  
h e m o l y s i n  w i t h  e t h y l  a l c o h o l ,  r e m o v e d  p r o t e i n  f r o m  t h e  p r e 
c i p i t a t e  w i t h  n r a n y 1  a c e t a t e ,  a n d  n e u t r a l i z e d  w i t h  s o d i u m  
b i c a r b o n a t e .  I h e  r e s u l t i n g  s o l u t i o n  r e d u c e d  F e h l i n g ' s  s o l u 
t i o n  b e f o r e  h y d r o l y s i s  w i t h  h y d r o c h l o r i c  a c i d , a n d  g a v e  n o  
p r é c i p i t a  lie w i t h  p h o s p h o  t u n g s  t i c  a c i d .  â p r e c i p i t a t e  w a s  
g i v e n  w i t h  b a s i c  l e a d  a c e t a t e .  l e s t s  f o r  p e n t o s e s  w i t h  a -  
m a p n t h o l ,  o r c i n ,  a n d  p h l o r o g l u c i n  w e r e  n e g a t i v e .  F ro m  t h i s  
h e  c o n c l u d e d  t h a t  t h e r e  w a s  i n  t h e  e x t r a c t  a  g l u c o s i d e  d i f f e r 
e n t  i n  n a t u r e  f r o m  t h a t  i n  A m a n i t a  p h a l i o i a e s .

( b )  E x p e r i m e n t a l

( 1 )  S o l i t a r i a  e x t r a c t  I I

T h e  S o l i t a r i a  e x t r a c t  I I  r e m a i n i n g  f r o m  t h e  h e m o l y t i c  
e x p e r i m e n t s  w a s  d i v i d e d  i n t o  t w o  p o r t i o n s .  u n e  p o r t i o n ,  
e x t r a c t  I I A ,  o f  1 1 0  o o ,  w a s  c o n o e n t r a t e d  u n d e r  r e d u c e d  p r e s 
s u r e  a t  a  t e m p e r a t u r e  n o t  e x c e e a i n g  3 8  C,  t o  3 5  c c .  T h e  
o t ^ e r  p o r t i o n ,  e x t r a c t  I I B ,  w a s  c o n c e n t r a t e d  a t  n o t  o v e r  
4 2  G f r o m  1 3 0  oo  t o  3 0  o o .  S i n o e  t h e  w o r k  w a s  b r i e f l y  i n t e r 
r u p t e d  a t  t h i s  p o i n t ,  t h e  s o l u t i o n s  w e r e  p r e s e r v e d  b y  f r e e z 
i n g  f o r  t w o  da ŷ 8 .  The^: w e r e  t h e n  t h a w e d  o u t .

A b s o l u t e  a l c o h o l  w a s  a d d e d  t o  e x t r a c t  I I A .  A s m a l l  
p r e c i p i t a t e  f o r m e d .  T h e  p r e c i p i t a t e  w a s  n o t  d r i e d , b u t  w a s  
r e d i s s o l v e d ,  w h i l e  w e t ,  i n  w a t e r ,  a n d  a f e w  c u b i c  o e n t i m e t e r s  
o f  1 0  p e r  c e n t  p h o s p h o t u n g s t i o  a o i d  i n  5 p e r  c e n t  s u l p h u r i o  
a c i d  w a s  a d d e d  t o  p r e c i p i t a t e  t h e  p r o t e i n .  T h e  f i l t r a t e  w a s  
n e u t r a l i z e d  w i t h  s o d i u m  b i c a r b o n a t e ,  a nd  f i l t e r e d .  The  r e 
s u l t i n g  f i l t r a t e  r e d u c e a  h o n e d l o t ' s  s o l u t i o n  b u t  g a v e  n o  t e s t  
f o r  p e n t o s e s  w i t h  T o l l e n ' s  p h l o r o g l u c i n o l - h y d r o c h l o r i c  a c i d  
r e a g e n t ,  o r  w i t h  h i a l * s  o r e  i n  o l - h ^ " d r  o c h l o r i c  a c i d  r e a g e n t .

To t h e  3 0  c c  o f  e x t r a c t  I I B  w a s  a d d e d  3 c c  o f  a b s o l u t e  
a l c o h o l .  h o  p r e c i p i t a t e  f o r m e d  a n a  t h e  s o l u t i o n  a p p e a r e d  t o  
b e  u n i f o r m .  T h e  v o l u m e  w a s  r e d u c e d  t o  2 0  c o  a t  a t e m p e r a t u r e  
n o t  e x c e e d i n g  3 8 ^ 0 .  To 1 5  c c  w a s  a d d e d  2  o o  o f  1 0  p e r  c e n t  
p h o s p h o t u n g s t i o  a c i d  i n  5 p e r  c e n t  s u l p h u r i c  a o i d .  T h e  
f i l t r a t e  w a s  n e u t r a l i z e d  t o  l i t m u s  w i t h  s o d i u m  b i c a r b o n a t e .  
T h e r e  w a s  n o  p r e c i p i t a t e .  The  s o l u t i o n  g a v e  t h e  s a m e  r e a c t i o n s  
a s  e x t r a c t  I I A .  W i t h  B a r f o e d ' s  m o n o s a c c h a r i d e  r e a g e n t  a  g r e e n  
p r e c i p i t a t e  f o r m e d ,  w h i c h  W e l k e r  ( 2 2 )  a c c r e d i t s  t o  i n t e r f e r 
i n g  c h l o r i d e s .
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(2) So l i ta r ia  extract lA

S o l i t a r ia  extract  lA, used in table 2, was nested five 
months a f te r  i t s  preparation. In the meantime, i t  had been 
kept in the ice box with a small piece of thymol.

Absolute alcohol was added to 20 co of th is  extract*
Ihe smaix p rec ip i ta te  on f i l t e r  paper was dried and red is 
solved in d i s t i l l e d  water. Solution was not oomplete. Boil
ing with Benedict 's solution gave a b r i l l i a n t  green, and on 
cooling some brown flecks appeared. Barfoed' s gave a green 
fiooculent p rec ip i ta te  with a few brown flecks.  Fiorio acid, 
boiled a minute v/ith sodium carbonate and 1 co of the extract ,  
was reduced to picramic aoid. 1‘o l len 's  ana Bial*s for pen
toses, Seliwanof f ' s resorcinol and h^^drochlor ic acia for 
ketoses, Liolish's a-naphthol for carbohydrates, auric chloride 
for glucosides and alkaloids,  and the guaiac te s t  according 
to ./it thaus (39 ) for hydrocyanic acid (since hydrocyanic acid 
easily unites  with carbon^/urates according to hat thews (27) },
a l l  were negauive.

S r a n y l  a c e t a t e  was a d d e d  to the remainder o f  the solu
t ion  f r o m  extract lA, wnich had given the t e s t s  above, i n  
order t o  p r e c i p i t a t e  the protein. llie f i r t r a t u  jove e neg
at ive l i i l i o n ' s  te s t .  B e n e d i c t * s  S u l u  u ion was r e a u c e d  u p o n  
b o i l i n g .  Barf oed ' s  w a s  u n a l t e r e d ,  so i t  was coiicluaea tnat 
some substaiice precioitauea by the uranyl acetate had caused 
the previous c n a n g e  00 green. Ficric  acia was reuuu e d  as 
Deiore. r h e re w a s  a  p r e c i p i t a t e  w i t n  oasic lead acetate .  
B i a l ' s ,  follen*s,  B e l i w a n o f f *s , molisn's,  the guaiac t e s t ,  
phospnornoly bd ic aciu, a n a  pno s  d u o  tungstic acid, a l l  were 
nega tive.

{ 0 ) Suiima ry

Chemically, then, in amanita so l i t a r i a  extracts lA and 
IB, i t  would appear from tne resul ts  with Benedict's solu
tion and with p icr ic  acia, tnat a reducing substance was pres
ent. From the absence of auy posit ive resul ts  in tne otner 
t e s t s ,  however, the presence of a glucoside would seem un- 
l i i tely.  rh is  does not necessarily contradict tne observations 
of Ford, for his ^fLucosiaal extracts  v/ere nemolytic ana agglu
t ina t ive ,  While tnese were not.  ihe agglutino-nemoiysin ana 
tne glucoside are pro oa bly closely associated.
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V. x‘he properiiies of Amaniiia pnalloiaes

1 fhe hemolyuio ana agglnulnaLive power of 
aq.u©oua extiraG'ùs of Amaiiioa pnalloiaes

(a) JiisTioriGal

hoher t , u8 reporiiSa oy r'ora (1^), ob ualnea a ariea ex
t ra  c ü of ALianita pnalloiaes ivniGh aissolveu ox blooa In a 
ailuoion of l-12b,Ü00. iTora‘3 (1^) Hxtraot Y, preparea from 
50 graii.s of a. pnalloiaes ana 2uO oc of a i s t i l l e a  water, not 
Gone en tra t e a , nau the following nemolytic strength for 1 co 
of the respective 5 per oent blooa ce l ls :

guinea pig 0.002 co
rabuit  0.003 oo
beef 0 .b oo
sneep 1.0 oo

I'rom b grams of driea A. phalloides and 100 co d i s t i l l ed  
water, r^ord (1^) ob6ained an unconcentratea extract with a 
strength of O.uOo oo for 1 oc of o per cent guinea pig blood.

Yith lo grams of powaered A. phalloides and 200 cc d i s 
t i l l e d  water, j'ord (1) secured an extract ox the strength 
Shown for 1 cc of o per cent blooa o e l l s  :

guinea pig 0.001 co
rabbit  0.002 oc
goat 0.02 oo
swine negative (some disoolorat ion)
beef negative (some a isoolora t ion)
sneep negative (some discolora ûion)

habe*s (2b) extracts  in a d i lu t ion of 1-20,000 dissolved 
5 per cent blood ce l ls .

I t  may be seen that the strength of the extracts bears 
l i t t l e  re la t ion  to t ne amount of the musnroom employed. fhe 
hemolysin i s  therefore present in variable amounts, or i s  
p a r t i a l ly  destroyed in tne process of extraction.
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iânTiire laoz: of iiemolytic power iias been reporteâ.
Habe (26) refera  üo Xiiiia faoü. iPorà (11) (31) (2) mentiona 
i t .  Appareiluiy tne iiemolysin la present in larger  amounts in 
tn-e fresnly gatnereü fungi, according to iTora (2). f^ora (12) 
s ta tes  tnat A. piialloiaea aoes not agglutinate blooa cor
puscles in v i t ro .

Cb) i^perimental

(1) PhalloiaeB extract I

Amanita pnailoiaes extract 1 was preparea from a dried 
plant weigning 2 grams ana 20 oc a i s t i l i e d  water, macerated, 
and set on ice for 2^ nours. fhe extract  was expressed 
tnrougn l inen,  ana f i l t e r ed  tnrougn a coarse f i l t e r  paper 
anci tnrougn ïfA2 ..-hatman f i l t e r  paper unaer suction. fne 
f i l t r a t e  obtainea was ^.d co. i t  was not neutralizea.

One cubic centimeter of b per cent wasnea cat c e l l s ,  
plus 0.9 oo of Pnalloiaes extract 1, plus 0.1 cc of 10 per 
cent Boâium onloride solution, gave an agglutination of the 
blood c e l l s  in 10 noursj in a water bath at  37^0. fnere was 
no hemolysis in 19 hours. -*'hen the tes t  tubes were snaiten, 
the c lo t  of ce l ls  rose to the surface of the l iquid as one 
aensely aanerent disk. Saline controls were negative.

A  similar extract  of A. soli  t a r la  maae at the same time, 
gave no agglutination or hemox  ̂s i s ,  when tested in tne same 
manner.

(2) Phalloides extract II

■fo determine wnether or not tne agglutinin was organic, 
a second extract was maae. Pnalloides extract II was pre
pared from tnree aried plants wBigning 6 grams. m ese were 
t r i tu ra te d  in 100 oo d i s t i l l e d  water, set in tne ice box for 
3o nours, expressed tnrough l ine n , and f i l te red  as was extract
I.  1he solution was not neutral izea .  a gew cubic centimeters 
of Phalloides extract 11 was neatea to 8A G for 30 minutes. 
Protein coagulat e a , , but redissolved upon cooling.



Une G i i b i o  oen'Uime'Der of 5 per oeno wasneâ h-imian reu 
oorpnscles, plus 0.9 co of nea uea Phalloiaes e%uraoi; I I ,  
plus 0.1 oc of 10 per cem; soaium onloriae solution, gave 
no hemolysis or aggluiiinaü ion in 18 hours, in a waoer 
baûh aii àl 0.

Uau e e l l s  were similarly negative with heated extract II

ünheateu Phalloides extract 11, using 0.9 co and also 
1.8 CC of tne exoraot, was negative with both human and 
cat ce l l s .

Irnanita soli  tar  ia extract lA was retested a t  this  point,  
ana \vas negiiuive, neatea ana unheated, with human and cat 
ce l ls .

Controls showed s l ight  hemolysis in lb hours, as did 
the two extracts .  I'he controls used were:

CO saline plus 1 co washed human ce l l s  
00 saline plus 1 cc washed cat c e l l s
cc Phalloides extract 11 (no sodium onloride), plus 
1 oo human ce l l s  

00 Phalloides extract  11 (no soaium chloride), plus 
1 00 cat c e l l s  

oo d i s t i l l e d  water, plus 1 cc human ce l ls ,  snowed 
more hemolysis than the other controls 

QQ d i s t i l l e d  water, plus 1 cc cat ce l ls ,  showed 
complete hemolysis

1his to ta l  lack of hemolysis ana agglutination in 
Phalloides extract 11 ĉ .n not be reconciled wi tn the agglu
t ination in Phalloides extract 1.

I t  seemed possible that ohe protein in Phalloides ex
t rac t  I I  had interfered with the hemolysis or agglutination, 
ro t e s t  th is  theory, part  of Phalloides extract I I  was divid
ed into four portions, ana the protein precipiuated by four 
reagents--saturated aqueous p icr ic  acia,  10 per cent phos- 
photungstic acid in b per cent sulphuric acia, lo per cent 
t r i cn lo roa ce t iG acia, and saturated aqueous uraivl  acetate,  
x.o portion of extract was in acia solution for more tnan 
f i f teen  minutes before being f i l t e r ed  ana tne f i l t r a t e  neutra
lized wi tn sodium bicarbonate.

some of

1. une
2 . une

une

4: . une

5. une

b. une
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O ne o u b i c  o e n o i m e x i e r  o f  w a s J ie d  t> p e r  o e n t i  h u m a n  r e d  
c o r p u s G i e s ,  p i n s  0 . 9  c o  o f  &he p i c r i c  a c i a  e x o r a c o  i i l i i r a u e ,  
p X u s  0 . 1  GO o f  1 0  p e r  c en x i  s o c i n m  c i f L o r i c e  s o l i i u i o n ,  g a v e  n o  
n e L . o r g s i s  o r  a g g l u t i n a  ^ i  o n  i n  l o  n o u r s ,  i n  a  w a i t e r  baxih ati  
^V ^C . r h e  o u n e r  t i i i r e e  f i l t r a t e s  g a v e  s i m i l a r  n e g a t i v e  r e s u l u s .  
r c e p e u i u i o n  o 1 ü n i s  e % p e r i m e i i i ,  w i - c n  v ; a s h e a  b  p e r  oenxi cax; c e l l s  
v;as  l i k e w i s e  n e g a u i v e .  b e o o n c a r g  c n a i i g e s  i n  so m e  c a s e s  o o c u r r "  
e d  b e c a u s e  o f  o n e  p r o u e i n  p r e c i p i o a n u  p r e se n " G .

l u  Was G o n o i u a e d  t n a t  P h a l l o i d e s  e x x i r a c i .  I I  w a s  i n  n o  
d e g r e e  h e m o l g t i c  o r  a g g l u - u i r i a X i i v e  f o r  h u m a n  o r  c a t  c e l l s .

( 3 )  P h a l l o i d e s  e x  G r a c e  1 1 1

l o  e s u a b l i s n  d e r  i n i  u e l  g  "one n o n - h e L i o l g  t i c  p o w e r  o f  t h e  
s p e c i m e n 8 ,  a l a r g e r  a m o u n t  o f  t n e  d r i e a  l u n g i  w e r e  u s e d  a n a  
t h e  e x t r a c t  c o n c e n t r a  t e a  t o  a S L . a l l  v o l u r o e .

m e  s m . a l l , o r  s p r i n g  f o r m  o f  a .  p n a l l o i a e s ,  i s  K nown  
a s  A .  v e r n a ,  a . . a  i s  m e n t i o n e a  bg r 'o ra  ( l 4 j .  i w e n t g  g r a m s  
o f  &. v e r n a  w e r e  t r i t u r a  t e a  w i  t n  2 0 0  c c  a i s t i l i e d  w a t e r  a n d  
e x t r a c t e d  b g  t n e  p r o c e s s  p r e v i o u s l g  d e s c r i b e d .  r h i s  P n a l l o i a e s  
e x t r a c t  I I I  w a s  c o n c e n t r a t e d  f r o m  1 1 b  o c  t o  3 6  o o  a t  a  t e m p 
e r a t u r e  n o t  e x c e e d i n g  3 3 ^ G ,  a n d  n e u t r u l i z e a  w i t n  s o a i u m  b i 
c a r b o n a t e  .

n i n e  t e n t h s  c u b i c  c e n t i m e t e r  o f  t n e  n e u t r a l i z e a  c o n -  
c e n t r a t e a  P n a l l o i a e s  e x t r a c t  1 1 1 ,  p l u s  0 . 1  c c  o f  1 0  p e r  c e n t
s o a i u m  c n l o r i a e  s o l u t i o n ,  p l u s  1 c c  o f  w a s n e d  d p e r  c e n t
nuiiian c o r p u s c l e s ,  g a v e  n o  n e ^ o l g s i s  j r  a g g l u t i n a t i o n  i n  1 8
h o u r s ,  i n  a w a t e r  b a t n  a t  3  7 G.

A m a n i t a  p n a i r o i d e s  e x t r a c t  1 1 1 , o e z o r e  n e u t r a l i z a t i o n ,  
w a s  r l s o  n e g c i t i v e .

P r e c i p i t a t i o n  or p r o t e i n  bg  t h e  m e t h o d  a n d  f o u r  r e a g e n t s  
u s e d  w i t h  P n a l l o i a e s  e x t r a c t  l l  g a v e  f i l t r a t e s  w h i c h  w e r e  
n e g a t i v e ,  e : : c e p t  f o r  s e c o n a a r g  c n a n g e s .

C o n t r o l s  g i v i n g  no  h e m o l g s i s  w e r e  :
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1. One oubio ceniiirneTier saline, plus 1 ca 5 per oent human

o e l l a .
2. une oubio oentime&er esoraoü (no aouium onLoriae;, plus

1 oo human oella.

( o ) Summary

iio hemolysin or agglutinin v/aa present in the aqueous 
axtraots from drieo speoimens of amanita phalloides ana 
Amanita verna, regaralesa of whether the extraots were oonoen- 
trated or unooneentrated, protein-free or not protein-free, 
fhe agglutination in lhalloidea extract I was due to an un
usual individual fungus. rheae experiments bear out the 
previous findings of nobert, r^ord, and nabe, that hemolytio 
power is  a variable quality of imani ta phalloides.

2. rhe Amanita - toxin

la) Purification of the Amanita - toxin

(1) h is to rica l

Sinoe the hemolysin was absent in the speoimens of 
amanita phalloides, an attempt was maae to i sola ue the therm
ostable second poisonous principle or the fungus, designated 
by Pord as Amanita - toxin, with a view to repeating his ex
periments on i t s  toxioity ana chemical nature.

Sohleainger and A*ord (51 ) isolated the imanita - toxin 
by a process which they describe as f ollows :

"One hundred grams ox fungi, p r e v i o u s l y  d r i e d  over sul
phuric acid» were finely ground ana tne oowderea material 
throughly tr itu ra ted  v;ith 500 oc of 65 per cent etnyl alcohol, 
fhe residue was twice treated in the same wâ  and finally  
mixed with 100 cc of alconol of the same strength ana allowed 
to stand over night. f h e  liquid of this f o u r t h  extraction 
was united with tne f i r s t  three fractions, maxing a total of 
1000 cc. After o%reful neu tra l isauion with soaium car donate 
the extract was evaporated under diminished pressure un ti l  
a l l  the alcohol had been d is t i l led  away ana the VDlxune of



t h e  r e m a i n i n g  f l u i d  h ad  h e c o n e  r e a u c e d  uo l b O - 2 0 0  o o . A f t e r  
f i l t e r i n g  f r o m  d e p o s i t e d  f a t t y  a a i a s ,  e t o . ,  t n e  s o l u t i o n  w a s  
m a d e  v e r y  s l i g h t l y  a l i i a l i n a  w i  t h  s o d i u m  o a r b o n a t e  a n d  t r e a t 
ed w i t h  a 1 5  p e r  c e n t  s o l u t i o n  o f  s i l v e r  n i t r a t e *  A v o l u m 
i n o u s  p r e c i p i t a t e  was f o r m e d *  I h i s , b e i n g  n o n - t o x i c ,  w a s  
d i s c a r d e d *  I h e  f i l t r a t e  w a s  f r e e d  f r o m  t h e  s l i g h t  e x c e s s  o f  
s i l v e r  by m e a n s  o f  s o d i u m  c i i l o r i a e  a n a ,  now n e u t r a l ,  w a s  
t r e a t e d  w i t h  a  s o l u t i o n  o f  b a s i c  l e a d  a c e t a t e  p r e p a r e d  i n  
t h e  u s u a l  w a y .  A n o t h e r  n o n - t o x i c  p r e c i p i t a t e  w a s  f o r m e d  and  
w â s  a l s o  d i s c a r d e d .  The f i l t r a t e  ( s o m e t i m e s  a c o n s i d e r a b l e  
a m o u n t  o f  t o x i c  m a t e r i a l  w a s  i n c l u d e d  i n  t h e  f i r s t  l e a d  
p r e c i p i t a t e .  T h i s  s h o u l d ,  t h e r e f o r e ,  b e  t r e a t e d  w i t h  a s a t 
u r a t e d  s o d i u m  s u l p h a t e  s o l u t i o n  a n d  f i l t e r e d .  T h e  f i l t r a t e  
i s  a g a i n  p r e c i p i t a t e d  w i t h  b a s i c  l e a d  a c e t a t e *  T h e  p r e c i p 
i t a t e  may n o w  b e  d i s c a r d e d  a n d  t h e  n e w  f i l t r a t e  t r e a t e d  a s  
d e s c r i b e d )  f r o m  b a s i c  l e a d  a c e t a t e  w a s  t r e a t e d  w i t h  a n  e x 
c e s s  o f  a  s a t u r a t e d  s o d i u m  s u l p h a t e  s o l u t i o n  f o r  t h e  r e m o v a l  
o f  l e a d  a n d  t o  t h i s  f i l t r a t e  p h o s p h o t u n g s t i c  a c i d  ( 1 0  p e r  
c e n t  p h o s p h o t u n g s t i c  a c i d  i n  5 p e r  c e n t  s u l p h u r i c  a c i d )  w a s  
a d d e d  i n  s l i g h t  e x c e s s .  T h e  p h o s p h o t u n g s t i c  p r e c i p i t a t e  w a s  
d e c o m p o s e d  w i t h  b a r i u m  h y d r a t e  a n d  t h e  f i l t r a t e  f r o m  t h e  
b a r i u m  c o m p o u n d s  v;as f i l t e r e d  o f f  a nd  t h e  r e s u l t i n g  f l u i d  
f o u n d  t o  c o n t a i n  t h e  p o i s o n o u s  s u b s t a n c e *  On s u b c u t a n e o u s  
i n n o c u l a t i o n  o f  b o t h  r a b b i t s  and  g u i n e a  p i g s  t h i s  f l u i d  w a s  
h i g h l y  t o x i c ,  1  o c  c o n t a i n i n g  0 . 0 0 0 4  g r a m  o f  o r g a n i c  a n d  n o  
i n o r g a n i c  m a t e r i a l ,  k i l l i n g  t h e  a n i m a l s  a c u t e l y  i n  f r o m  2 4 -  
4 8  h o u r s  a n d  p r o d u c i n g  t h e  p a t h o l o g i c a l  c h a n g e s  c h a r a c t e r i s 
t i c  o f  p o i s o n i n g  b y  A m a n i t a - t o x i n * ”

(E )  E x p e r i m e n t a l

A .  P h a l l o i d e s  e x t r a c t s  I V 4  a n d  IVB

1 .  P r e o a r a t i o n  o f  P h a l l o i d e s  e x t r a c t s  
I VA and  IVB

P h a l l o i d e s  e x t r a c t s  I VA a n d  IVB w e r e  p r e p a r e d  f r o m  1 0 2  
g r a m s  o f  d r i e d  A m a n i t a  p h a l l o i d e s *  T h e  e x a c t  p r o c e d u r e ,  
q u o t i n g  S o h l e s i n g e r  a n d  P o r d  w h e r e  p o s s i b l e ,  i s  h e r e  g i v e n  
i n  d e t a i l .

T h e  m u s h r o o m s  w e r e  g r o u n d  a n d  t r i t u r a t e d  i n  a p o r c e l a i n  
m o r t a r  w i t h  3 0 0  c o  o f  6 5  p e r  c e n t  e t h y l  a l c o h o l ,  and  t h e  e x 
t r a c t  e x p r e s s e d  t h r o u g h  l i n e n *  T he  r e s i d u a  w a s  t w i c e  t r e a t e d
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i n  t h e  a a m e  w a y  a n d  f i n a l l y  m i x e d  w i t h  1 0 0  o o  o f  6 5  p e r  c e n t  
e t h y l  a l c o h o l  a n d  a l l o w e d  t o  s t a n d  o v e r  n i g h t .  The i i q n i d  o f  
t h i s  f o u r t h  e x t r a c t i o n  w a s  u n i t e d  w i t h  t h e  f i r s t  t h r e e  f r a c 
t i o n s ,  a n d  f i l t e r e d  t h r o u g h  c o a r s e  f i l t e r  p a p e r .  The  v o l u m e  
Was t h e n  7 0 0  o c .  f&t t h i s  p o i n t  S o h l e s i n g e r  and  F o r d  n e u t r a 
l i s e d  t h e  e x T i r a c t  w i t h  s o d i u m  c a r b o n a t e .  11 t h o u g h  t h i s  
n e u t r a l i z a t i o n  w a s  o v e r l o o k e d  i n  t h i s  e x p e r i m e n t ,  t h e  t o x i n  
w a s  n o t  d e s t r o y e d  a t  t h i s  s t a g e ,  f o r  t h e  e x t r a c t  w a s  t o x i c  
a f t e r  c o n c e n t r a t i o n . )  The  7 0 0  c o  was d i v i d e d  i n t o  tv;o p o r 
t i o n s .  P o r t i o n  I VA w a s  c o n c e n t r a t e d  f r o m  4 6 6  c c  t o  1 4 0  c c  
u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e  a t  a t e m p e r a t u r e  n o t  e x c e e d i n g  4 0  0 .  
P o r t i o n  IVB w a s  c o n c e n t r a t e d  f r o m  2 3 4  c c  t o  6 0  c c  a t  a  t -em --  
p e r a t u r e  n o t  e x c e e d i n g  4 0 ^ 0 .  T h e  t e m p e r a t u r e  m o s t  o f  t h e  
t i m e  w a s  b e t w e e n  2 5  C a n d  3 0  0 .  T h e  c o n c e n t r a t e d  e x t r a c t s  
w e r e  t h e n  n e u t r a l i z e d  t o  l i t m u s  w i t h  s o d i u m  c a r b o n a t e .

F o r d  f l 4 )  u s e d  t h y m o l  t o  p r e s e r v e  h i s  e x t r a c t s .
T h y m o l  g i v e s  a l l  o f  t h e  p r o t e i n  t e s t s  t h a t  d e p e n d  u p o n  t h e  
b e n z e n e  r i n g .  I t  w a s  p l a n n e d  t o  u s e  t h e - e x t r a c t s  i n  l a t e r  
e x p e r i m e n t s  t h a t  w o u l d  n e c e s s i t a t e  t e s t i n g  f o r  t h e  p r e s e n c e  
o f  p r o t e i n .  Th^^mol w a s  t h e r e f o r e  u n s u i t a b l e  a s  a p r e s e r v a 
t i v e .  T h e  e f f e c t  o f  o t h e r  p r e s e r v a t i v e s  u p o n  t h e  A m a n i t a -  
t o x i n  h a s  n o t  b e e n  s t u d i e d .  F o r  t h e s e  r e a s o n s ,  t h e  e x t r a c t s  
w e r e  k e p t  f r o z e n  i n  a s h e l t e r  o u t s i d e  t h e  b u i l d i n g ,  and w e r e  
a l l o w e d  t o  m e l t  s l o v / l y  a t  room  t e m p e r a t u r e  v / h e n e v e r  n e e d e d  
f o r  u s e ^

2  T o x i c i t y  o f  c o n c e n t r a t e d  c r u d e  
P h a l l o i d e s  e x t r a c t  IVA

Q F i v e  c u b i c  c e n t i m e t e r s  o f  e x t r a c t  IVA w a s  h e a t e d  t o  
6 5  G f o r  3 0  m i n u t e s ,  c o o l e d , made i s o t o n i c ,  a n d  i n j  e c t e d  
s u b c u t a n e o u s l y  i n  t h e  b e l l y  o f  r a b b i :  n u m b e r  3 ,  w e i g h i n g  
2 1 0 0  g r a m s .  T h e  r a b b i t  d i e d  i n  3 6  h o u r s .  T h e r e  w a s  a  
s w o l l e n  f l a b b y  m a s s  a t  t h e  s i t e  o f  i n n o c u l a t i o n ,  and a s u b 
c u t a n e o u s  g e l a t i n o u s  e d e m a .

3 F a i l u r e  t o  i s o l a t e  t h e  t o x i c  p r i n 
c i p l e  i n  P h a l l o i d e s  e x t r a c t  IVA

One h u n d r e d  t w e n t y  c u b i c  c e n t i m e t e r s  o f  e x t r a c t  IVA v/as  
f i l t e r e d  t h r o u g h  f 5 0  . fh a tm a n  f i l t e r  p a p e r  u n d e r  a u c t i o n .  To 
t h i s  e x t r a c t  w a s  a d d e d  2 0  o c  o f  1 5  p e r  c e n t  a q u e o u s  s i l v e r  
n i t r a t e ,  a n d  f i l t e r e d .  To t h e  f i l t r a t e  v/aa a d d e d  3 0  c o  o f  
t h e  s i l v e r  n i t r a t e  and  f i l t e r e d .  The f i l t r a t e  g a v e  n o  f u r t h e r  
p r e c i p i t a t e  v / i t h  m o re  s i l v e r  n i t r a t e .  S a t u r a  : e d  a q u e o u s  
s o d i u m  c h l o r i d e  w a s  a d d e d  u n t i l  s m a l l  f i l t e r e d  p o r t i o n s  o f  
t h e  s o l u t i o n  n o  l o n g e r  g a v e  a p r e c i p i t a t e .  To t h e  f i l t r a t e  
w a s  a d d e d  b a s i c  l e a d  a c e t a t e  ( p r e p a r e d  a c c o r d  i n ^  t o  Hawk
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S o l a l e a i n g e r  a n d  F o r d # b u t  th@ r e s u l t i n g  f i l t r a t e  w a s  n o t  
u t i l i z e d . ) l o  t h e  b a s i c  l e a d  a c e t a t e  f i l t r a t e  w a s  a d d e d  
s a t u r a t e d  a q u e o u s  s o d i u m  s u l p h a t e  u n t i l  t h e r e  v/as no f u r t h e r  
p r e c i p i t a t e .  T e n  p e r  c e n t  p h o s o h o t u n g s t i o  a c i d  i n  5 p e r  c e n t  
s u l p h u r i c  a c i d  w a s  a d d e d .  A v e r y  S L .a l l  p r e c i p i t a t e  f o r m e d .
U p o n  f i l t r a t i o n ,  t h e  p r e c i p i t a t e  w a s  a l i g n t  p i n k  i n  c o l o r ,  
a n d  b o t h  t h e  p r è o i p i t a t e  a n d  f i l t r a t e  g a v e  o f f  a s w e e t  a r e -  
m a t i o  o d o r .  T h e  p r e c i p i t a t e  w a s  a l l o w e d  t o  dr^ and was  
s c r a p e d  i n t o  a  s m a l l  v o l u m e  o f  s a t u r a t e d  a q u e o u s  b a r i u m  
h y d r o t c i d e , a n d  d i l u t e d  w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r *  The p i n k  c o l o r  
d i s a p p e a r e d ,  a n d  a l s o  t h e  a r o m a t i c  o d o r .  T n e r e  a p p e a r e d  t o  
b e  n o  r e a c t i o n ,  a n d  t h e  p r e c i p i t a t e  d i d  n o t  s e e m  t o  d i s s o l v e .  
T h e  s o l u t i o n  w a s  f i l t e r e d ,  and g a v e  7 0  o c  o f  a  c l e a r  v e r y  
l i g h t  y e l l o w  l i q u i d  w i t h  a s o u r  s m e l l ,  s l o ' w l y  a l k a l i n e  t o  
l i t m u s .  I t  w a s  m a d e  i s o t o n i c ,  a n d  a s m a l l  p i e c e  o f  t h y m o l  
w a s  a d d e d .

^ o u r  c u b i c  c e n t i m e t e r s  o f  t h i s  f i n a l  e o c t r a c t  h e a t e d  t o  
6 5 ® - 7 0  C f o r  2 0  m i n u t e s  was i n j e c t e d  s u b c u t a n e o u s l y  i n  t h e  
b e l l y  o f  r a b b i t  n u m b e r  6 ,  w e i g h i n g  1 9 0 0  g r a m s .  T h e r e  w a s  
n o  p a t h o l o g i c a l  c h a n g e ,  a n d  a f t e r  7 d a y s ,  t h e r e  w a s  n o  e v i 
d e n c e  o f  t h e  s i t e  o f  i n j e o t i o n l  T h e  r a b b i t  w a s  u s e d  l a t e r  
f o r  o t h e r  t o x i c i t y  t e s t s ,  and w a s  a l i v e  3 m o n t h s  l a t e r .
T h i s  sa m e  r a b b i t  load r e c e i v e d  0 . 5 0  c c  o f  t h e  sa m e  s o l u t i o n ,
5 d a y s  p r e v i o u s l y ,  i n  a n  a t t e m p t e d  mini:_um l e t h a l  d o s e  
d e t e r m i n a t i o n ,  w i t h  t h r e e  o t h e r  r a b b i g s , n u m b e r s  4 ,  5 ,  and  
7 ,  t h a t  r e c e i v e d  2 c o ,  1  o o , a n d  0 . 2 5  o o  r e s p e c t i v e l y .  A l l  
o f  t h e m  l i v e d ,  w i t h  n o  e v i d e n c e  o f  i l l  e f f e c t  o f  t h e  i n j e c 
t i o n s  . T h i s  sh o v /e d  t h a t  e i t h e r  ( 1 )  no  t o x i n  w a s ^ p r e s e n t ,  
o r  f 2 )  t h a t  i t  w a s  d e s t r o y e d  bt t h e  h e a t i n g  t o  6 5  - 7 0  G f o r  
3 0  m i n u t e s .

T h a t  t h e  s e c o n d  p o s s i b i l i t y  d i d  n o t  e x i s t  w a s  e v i d e n c e d  
by t h e  s u b c u t a n e o u s  i n j e c t i o n ,  t h r e e  m o n t h s  a f t e r  i t s  p r e 
p a r a t i o n ,  o f  3  CO o f  t h e  u n h e a t e d  s o l u t i o n  i n  r a b b i t  2 3 ,  
w e i g h i n g  1 0 0 0  g r a m s .  T h e  r a b b i t  l i v e d .

I t  w a s  t h e r e f o r e  c o n c l u d e d  t h a t  a p o i s o n o u s  s u b s t a n c e  
w a s  e n t i r e l y  l a c k i n g  i n  t h e  f i n a l  s o l u t i o n .

4  F a i l u r e  t o  f i n d  t h e  t o x i c  p r i n c i p l e  i n  
a q u e o u s  s u s p e n s i o n s  o f  the  o r e c i o i t a t a s  
o b t a i n e d  i n  t h e  o r  j c e s s  o f  p u r i f i c a t i o n  
o f  P h a l l o i d e s  e x t r a c t  IVA



29*
I t  w a a  t h o u g h t  t h a t  p o s s i b l y  t h e  t o % i o  p r i n a i p l e  i n  e z -  

t r a o t  IVA h a d  b e e n  c a r r i e d  dow n b y  o n e  o f  t h e  p r é c i p i t â t e s  
i n  t h e  p r o c e s s  o f  p u r i f i c a t i o n .  .V i th  t h i s  i n  m i n d ,  e a c h  o f  
t h e  d r y  p r e c i p i t a t e s  w a s  p l a c e é  i n  5 0  o c  d i s t i l l e d  w a t e r ,  
w e l l  s h a k e n  a t  i n t e r v a l s ,  a l l o w e d  t o  s t a n d  o v e r  n i g h t ,  and  
t h e n  h e a t e d  t o  6 5  - 7 0  0  f o r  3 0  m i n u t e s .  f h e  s u p e r n a t a n t  
f l u i d s  o f  a l l  w e r e  n o n - t o z i c .  D e t a i l s  a r e  a s  f o l l o w s ;

T h e  f i r s t  s i l v e r  n i t r a t e  p r e c i p i t a t e  s u s p e n s i o n  w a s  
n e u t r a l  t o  l i t m u s ,  and, w a s  m ade  up  t o  1 p e r  c e n t  s o d i u m  
c h l o r i d e .  P o u r  c u b i c  c e n t i m e t e r s  i n j e c t e d  s u b c u t a n e o u s l y  
i n  r a b b i t  1 1  w e i g h i n g  2 5 0 0  g r a in s  l e f t  o n l y  a s m a l l  r e d  s w e l l 
i n g  a f t e r  4  u a y s .

T h e  s e c o n d  s i l v e r  n i t r a t e  p r e c i p i t a t e  s u s p e n s i o n  w a s  
n e u t r a l  t o  l i t m u s *  S o d i u m  c h l o r i d e  s o l u t i o n  p r o d u c e d  a 
p r e c i p i t a t e ,  s o  n o n e  w a s  a d d e d .  I n j e c t i o n  o f  4  c c  i n  r a b b i t  
8 w e i g h i n g  2 65 Ô  g r a n . s  c a u s e d  a  p o u c h y  b l o o d - s t a i n e d  s a c  a t  
t h e  p o i n t  o f  i n n o c u l a t i o n ,  p r o b a b l y  d u e  t o  f r e e  s i l v e r  
n i t r a t e .  T h e  r a b b i t  d i d  n o t  a p p e a r  i l l ,  and  s i n c e  t h e  so r e  
h e a l e d  v e r y  s l o w l y ,  h e  w a s  k i l l e d  1 7  d a y s  l a t e r .

T h e  s o d i u m  c h l o r i d e  o r e c i p i t a t e  s u s p e n s i o n  w a s  n e u t r a l  
t o  l i t m u s  a n d  w a s  m ade  up t o  1  p a r  c e n t  s o d i u m  c h l o r i d e .  
B a b b i t  9 ,  w e i g h i n g  2 4 1 0  g r a m s ,  i n j e c t e d  w i  t h  4  o c ,  a p p e a r e d  
4  d a y s  l a t e r  a s  i f  h e  had  n e v e r  b e e n  i n n o o u l a t e d *

T h e  s o d i u m  s u l p h a t e  p r e c i p i t a t e  s u s p e n s i o n  w a s  n e u t r a l  
t o  l i t m u s ,  and  w a s  m ade u p  t o  1 o e r  c e n t  s o d i u m  c h l o r i d e .
? o u r  c u b i c  c e n t i m e t e r s  i n j e c t e d  i n  r a b b i t  1 0  w e i g h i n g  2 5 0 0  
g r a m s  l e f t  h i m  i n  f o u r  d a y s  a p p e a r i n g  a s  i f  h e  had  n e v e r  
r e c e i v e d  t h e  i n j e c t i o n .

T h e  p h o s p h o t u n g s t i c  f i l t r a t e  w a s  d e c i d e d l y  a c i d  i n  r e 
a c t i o n ,  a n d  r e q u i r e d  2 o o  o f  s a t u r a t e d  a q u e o u s  p o t a s s i u m  
h y d r o x i d e  t o  m ake  i t  n e u t r a l  t o  l i t m u s .  The p e c u l i a r  s w e e t 
i s h  o d o r  r e m a i n e d ,  b u t  t h e  c o l o r  t u r n e d  s l i g h t l y '  g r e e n i s h -  
b l u e .  T h e  s o l u t i o n  w a s  m ade  u p  t o  1  p e r  c e n t  s o d i u m  c h l o r i d e  
F o u r  CO i n  r a b b i t  1 2 ,  w e i g h i n g  2 0 5 0  g r a m s ,  p r o d u c e d  n o  i l l  
e f f e c t s .

T h e  f i n a l  b a r i u m  h y d r o x i d e  p r e o i p i u a t e  s u s p e n s i o n  w a s  
n e u t r a l  i n  r e a c t i o n .  S o d i u m  c h l o r i d e  w as  a d d e d  a s  b e f o r e .
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P o u r  o u b i o  o e n t i m e t e r a  d i d  n o t  a f f e c t  r a b b i t  1 3 ,  w e i g h i n g  
1 9 6 0  g r a m a .

T h e  s o d i u m  s u l p h a t e - b a a i o l e a d  a o e t a t e  p r e c i p i t a t e  o f  
t h e  r e t r e a t m e n t  p r o o e s a  w a a  n e u t r a l  i n  w a t e r . A d d i t i o n  o f  
s o d i u m  c h l o r i d e  c a u s e d  a p r e o i p i t a t e ,  so  n o n e  w a s  a d d e d .
F o u r  o u b i o  c e n t i m e t e r s  d i d  n o t  a f f e c t  r a b b i t  1 4  w e i g h i n g  
1 9 0 0  g r a m s .

T h i s  e x p e r i m e n t  s h o w s  t h a t  t h e  r e a g e n t s  e m p l o y e d  w e r e  
n o t  t o x i c  i n  t h e m s e l v e s ,  and  a l s o  t h a t  t h e  t o x i c  p r i n c i p l e  
o f  t h e  f u n g u s  w a s  n o t  c a r r i e d  doi-vn m e c h a n i c a l l y ,  o r  i f  s o ,  
i n  s u c h  a n  a l t e r e d  s t a t e ,  t h a t  i t  w o u l d  n o t  r e d i s s o l v e  o r  
r e t a i n  i t s  t o x i o i t y .

5 D é t e r m i n a t i  on o f  t h e  p a r t i c u l a r  s t a g e  
i n  t h e  p r o c e s s  o f  p u r i f i c a t i o n ,  a t  
w h i c h  s t a g e  t h e  A m a n i t a - t o x i n  waa
destrOj @d

T h e  c o n c e n t r a t e d  c r u d e  P h a l l o i d e s  e x t r a c t  IVB w a s  u s e d  
t o  d e t e r m i n e  t h e  s t a g e  i n  t h e  p u r i f i c a t i o n  p r o c e s s ,  a t  w h i c h  
t h e  t o x i n  w aa  d e s t r o y e d .

Two a n d  o n e  h a l f  c u b i c  c e n t i m e t e r s  o f  t h i s  e x t r a c t  IVB  
h e a t e d  t o  6 5  - 7 0 ^ 0  f o r  3 0  m i n u t e s ,  i n j  e c t e d  s u b c u t a n e o u s l y  
i n  t h e  b e l l y ,  k i l l e d  r a b b i t  7 ,  w e i g h i n g  2 5 2 0  g r a m s , i n  3 6  
h o u r # .  T h e  p a t h o l o g i c a l  c h a n g e s  a r e  d e s c r i b e d  l a t e r  i n  t h i s  
p a p e r .

To 5 3  0 0  o f  e x t r a c t  IV B v;as a d d e d  s i l v e r  n i t r a t e  a n d  
s o d i u m  c h l o r i d e  s o l u t i o n s ,  i n  t h e  m a n n e r  d e s c r i b e d  i n  t h e  
p u r i f i c a t i o n  o f  e x t r a c t  IV A . T h e  f i l t r a t e ,  a f t e r  t h e -  s o d i u m  
c h l o r i d e ,  w a s  m ade  n e u t r a l  t o  l i t m u s  ’v i t h  s o d i u m  c a r b o n a t e .  
T h r e e  c u b i c  c e n t i m e t e r s  o f  t h i s  f i l t r a t e ,  h e a t e d  t o  6 5 ‘̂ -70^ G  
f o r  3 0  m i n u t e s ,  w a s  i n j e c t e d  i n  r a b b i t  1 5 ,  w e i g h i n g  3 0 5 0  
g r a m a .  T h i s  r a b b i t  l i v e d ,  a l t h o u g h  t h e  s i t e  o f  i n n o c u l a t i o n  
w a s  r e d  a n d  b l o o d - s h o t .  T h r e e  c u b i c  c e n t i m e t e r s ,  h e a t e d  a s  
u s u a l ,  i n j e c t e d  i n  r a b b i t  9 w e i g h i n g  2 4 1 0  g r a m s ,  c a u s e d  
d e a t h  i n  2 0  h o u r s .  T h r e e  c u b i c  c e n t i m e t e r s ,  l i e a t e d  a s  u s u a l , 
i n j e c t e d  i n  r a b b i t  1 0 ,  w e i g h i n g  2 0 2 0  g r a m s ,  c a u s e d  d e a t h  i n  
5 6  h o u r s .  E v i d e n t l y  a  t o x i c  s u b s t a n c e  w a s  p r e s e n t .



31.
To t h e  r e m a i n i n g  3 5  oq o f  t h e  s i l v e r  n i t r a t e - a o d i u m  

Q h l o r i d e  f i l t r a t e  w a s  a d d e d  b a s i s  l e a d  a o e t a t e  and  s o d i u m  
s u l p h a t e  i n  t h e  m a n n e r  b e f o r e  d e s c r i b e d .  F o u r  o u b i o  c e n t i 
m e t e r s  o f  t h i s  f i l t r a t e ,  h e a t e d  a s  u s u a l ,  h i l l e d  r a b b i t  1 2 ,  
w e i g h i n g  2 0 5 0  g r a m s ,  i n  3 6  h o u r s ,  and k i l l e d  r a b b i t  1 5 ,  
w e i g h i n g  I 9 6 0  g r a m s ,  i n  6 0  h o u r s .  R a b b i t  5 ,  w e i g h i n g  2 1 8 0  
g r a m s , d i e d  i n  4 4  h o u r s .

S o h l e s i n g e r  and F o r d  ( 3 1 )  m e n t i o n  t h a t  a c o n s i d é r a b l e  
a m o u n t  o f  t h e  t o x i c  m a t e r i a l  w a s  s o m e t i m e s  i n c l u d e d  i n  t h e  
f i r s t  l e a d  p r e c i p i t a t e *  f o  t e s t  t h i s ,  t h e  f i r s t  l e a d  p r e 
c i p i t a t e  f r o m  e x t r a c t  IV B w a s  t r e a t e d  i n  t h e  m a n n e r  o f  
S o h l e s i n g e r  and F o r d .  f h e  p r o c e s s  g a v e  1 7  c c  o f  s o l u t i o n .  
F o u r  c u b i c  c e n t i m e t e r s  o f  t h i s  l i q u i d ,  h e a t e d  a s  u s u a l ,  and  
i n j e c t e d  s u b c u t a n e o u s l y  i n  t h e  b a l l y  o f  r a b b i t  4 ,  w e i g h i n g  
2 1 0 0  g r a m s ,  p r o d u c e d  no  i l l  e f f e c t s .

To t h e  r e m a i n i n g  2 0  c c  o f  t h e  b a s i c  l e a d  a c e t a t e - s o d i u m  
s u l p h a t e  f i l t r a t e  ( w h i c h  had  k i l l e d  r a b b i t s  5 , 1 2 , 1 3 )  w a s  
a d d e d  p h o s p h o t u n g s t i c  a c i d  and b a r i u m  h y d r o x i d e  i n  t h e  
m a n n e r  b e f o r e  d e s c r i b e d .  T h i s  t i m e ,  h o w e v e r ,  t h e  b a r i u m  
h y d r o x i d e  m i x t u r e  w a s  h e a t e d  t o  6 0 ° 0 , b u t  t h e r e  w a s  no  
c h a n g e .  T h e  c o l d  f i l t r a t e  t o o k  o n e  d r o p  o f  c o n c e n t r a t e d  
s u l p h u r i c  a c i d  t o  i n d u c e  a n e u t r a l  r e a c  j i o n  t o  l i t m u s .  T h r e e  
c u b i c  c e n t i m e t e r s  o f  t h e  f i l t r a t e ,  h j a t e d  a s  u s u a l ,  d i d  n o t  
a f f e c t  r a b b i t  1 1 ,  w e i g h i n g  2 5 0 0  g r a n . s , n o r  r a b b i t  1 5 ,  w e i g h 
i n g  3 0 5 0  g r a m s .

T h e  p h o s p h o t u n g s t i c  f i l t r a t e  f r o m  t h e  p r o c e s s  j u s t  a b o v e  
w aa n e u t r a l i s e d  w i  t h  s o d i u m  o a r b o n a t e .  T h r e e  c u b i c  c e n t i 
m e t e r s ,  h e a t e d  a s  u s u a l ,  d i d  n o t  a f f e c t  r a b b i t  6 ,  w e i g h i n g  
1 9 0 0  g r a m a .  Two ou b io  c e n t i m e t e r s ,  h e a t e d ,  d i d  n o t  a f f e c t  
r a b b i t  1 4 ,  w e i g h i n g  1 9 0 0  g r a m s .

6 Summary

T h e  t o x i c  p r i n c i p l e  w as  p r e s e n t  ( 1 )  i n  t h e  o n  de e x 
t r a c t ,  ( 2 )  i n  t h e  s i l v e r  n i t r a t e - s o d i u m  c h l o r i d e  f i l t r a t e ,  
a n d  ( 3 )  i n  t h e  b a s i c  l e a d  a c e t a t e - s o d i u m  s u l p h a t e  f i l t r a t e .

T h e  t o x i c  p r i n a i p l e  w a s  a b s e n t  ( 1 )  i n  t h e  f i l t r a t e  f r o m  
t h e  r e t r e a t m e n t  p r o c e s s ,  ( 2 )  i n  t h e  p h o s p h o t u n g s t i c  a c i d  
r e a g e n t  f i l t r a t e ,  ( 3 )  i n  t h e  f i n a l  b a r i u m  h y d r o x i d e  f i l t r a t e .
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a n d  ( 4 )  i n  t h e  s n p e r n a t a n t  f l u i d  o f  a l l  p r a o i p l t a t e s  i m m e r s 
e d  i n  w a t e r *

I t  i a  e v i d e n t  t h a t  : f l )  I f  t h e  t o x i n  w aa  p r e s e n t  i n  t h e
p h o a p h o t u n g s t i o  f i l t r a t e ,  t h e n  i t s  t o x i o i t y  w a s  d e s t r o y e d .
( 2 )  I f  t h e  t o x i n  w a s  p r e s e n t  i n  t h e  f i n a l  b a r i u m  h y d r o x i d e  
f i l t r a t e ,  t h a n  i t s  t o x i o i t y  w a s  d e s t r o y e d .  ( 3 )  I f  t h e  t o x i n  
w a s  p r e s e n t  i n  t h e  b a r i u m  h y d r o x i d e  p r e o i p i t a t e  f w h i c h  i n -  
o l u d e d  a l l  o f  t h e  p h o s p h o t u n g s t i c  p r e c i p i t a t e  t h a t  d i d  n o t  
g o  e i t h e r  i n t o  t h e  p h o s p h o t u n g s t i c  f i l t r a t e  o r  i n t o  t h e  
b a r i u m  h y d r o x i d e  f i l t r a t e ) ,  t h e n  ( a )  T h e  t o x i o i t y  w a s  d e s 
t r o y e d  by  e i t h e r  t h e  p h o s p h o t u n g s t i c  a c i d  r e a g e n t ,  o r  by  
t h e  b a r i u m  h y d r o x i d e ,  o r  ( t )  T h e  t o x i n  w a s  s o  a l t e r e d  t h a t  
t h e  b a r i u m  h y d r o x i d e  p r e c i p i t a t e  w o u l d  n o t  y i e l d  a t o x i c  
f l u i d  u p o n  b e i n g  p l a c e d  i n  w a t e r .

C e r t a i n  c h e m i c a l  i n d i c a t i o n s  l a t e r  g i v e n  i n  t h i s  p a p e r ,  
s h o w  t h a t  a p o r t i o n  o f  t h e  t o x i n ,  i n  a n  a l t e r e d  c o n d i t i o n ,  
w a s  f o u n d  i n  t h e  p h o s p h o t u n g s t i c  f i l t r a t e .

B P h a l l o i d e s  e x t r à c t  V

A t  t h i s  t i m e ,  t h e r e  r e m a i n e d  o f  t h e  s p e c i m e n s  o f  
A m a n i t a  p h a l l o i d e s  o n l y  3 2  g r a m s  o f  A m a m i t a v v e r n a . I t  w a s  
t h e r e f o r e  n e c e s s a r y  t o  b r i n g  t h e  i n v e s t i g a t i o n  t o  a s  c o m p l e t e  
a - e l e  s s '  t h e  1  i m l t e &  a m o u n t  o f  t h e  f u n g u s  I WI t h
t h i s  i n  m i n d ,  t h e  s p e o i m e n s  w e r e  e x t r a c t e d ,  a^nd t h e  p u r i 
f i c a t i o n  p r o c e s s  c a r r i e d  do w n  t o ,  b u t  n o t  t h r o u g h ,  t h e  p h o a -  
p h o t u n g a t i c  a c i d  r e a g e n t  s t a g e .  T h e  t o x i c i t y  o f  t h e  e x t r a c t  
w aa t e s t e d  a t  e a c h  s t e p .  I m m u n i z a t i o n  o f  a  r a b b i t  w a s  
a t t e m p t e d ,  and a  c h e m i c a l  i n v e s t i g a t i o n  w a s  made c o n c e r n i n g
t h e  n a t u r e  o f  t h e  t o x i n ,  w i t h  t h e  b a s i c  l e a d  a c e t a t e - s o d i u m
s u l p h a t e  f i l t r a t e .

1  P r e p a r a t i o n  o f  P h a l l o i d e s  e x t r a c t  V

S i n c e  t h e  h e m o l y s i n  h a d  b e e n  s h o w n  t o  h e  a b s e n t  i n  t h e
s p e c i m e n s ,  i t  s e e m e d  f e a s i b l e  t o  e x t r a c t  w i t h  d i s t i l l e d  
w a t e r ,  i n s t e a d  o f  6 5  p e r  c e n t  e t h y l  a l c o h o l .  T h e  3 2  g r a m s  
o f  A .  v e r n a  w e r e  e x t r a c t e d  w i t h  3 2 0  c c  d i s t i l l e d  w a t e r  i n  
t h e  u s u a l  m a n n e r .  T h e  d r i e d  r e m a i n s  f r o m  t h e  p r e p a r a t i o n  
o f  P h a l l o i d e s  e x t r a c t s  IVA a n d  I V B ,  a m o u n t i n g  t o  6 2  g r a m s ,  
w e r e  e x t r a c t e d  w i t h  5 0 0  o o  d i s t i l l e d  w a t e r ,  and a d d e d  t o
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t h é  A .  v e r n a  s o l u t i o n .  T h e  o o m b i n e d  e x t r a c t s , a m o u n t i n g  t o  
6 7 5  o o  a f t e r  f i l t r a t i o n ,  w e r e  n e u t r a l i z e d  t o  l i t m u s  w i t h  
s o d i u m  o a r b o n a t e ,  a n d  o o n o e n t r a t e d  t o  1 6 0  oo  u n d e r  r e d u c e d  
p r e s s u r e ,  a t  a  t e m p e r a t u r e  n o t  e x o e e d i n g  3 0 ^ 0 .  îîo t h y m o l  
w a a  a d d e d  a t  t h i s  t i m e .

2  T o x i o i t y  o f  P h a l l o i d e s  e x t r a c t  Y

T h r e e  o y b i o  c e n t i m e t e r s  o f  c o n c e n t r a t e d  e x t r a c t  Y,  h e a t 
e d  t o  6 6  - 7 0  C f o r  3 0  m i n u t e s ,  and  i n j e c t e d  a u b o u t a n e o u s l y  
i n  t h e  b e l l y ,  k i l l e d  r a b b i t  1 6 ,  w e i g h i n g  1 1 5 0  g r a m s ,  i n  2 0  
h o u r s ,  a n d  k i l l e d  r a b b i t  1 7 ,  w e i g h i n g  1 1 6 0  g r a m s , i n  2 0  h o u r s

3 T o x i o i t y  o f  t h e  s i l v e r  n i t r a t e -
s o d i u m  c h l o r i d e  f i l t r a t e

E x t r a c t  Y w a s  t r e a t e d  w i t h  s i l v e r  n i t r a t e  a n d  s o d i u m  
c h l o r i d e  i n  t h e  m a n n e r  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d .  A 3  o c  d o s e ,  
h e a t e d  a n d  i n j e c t e d  a s  u s u a l ,  k i l l e d  r a b b i t  1 8 ,  w e i g h i n g  
1 2 6 0  g r a m s ,  i n  4 0  h o u r s ,  a n d  k i l l e d  r a b b i t  1 9 ,  w e i g h i n g
1 0 0 0  g r a m s ,  i n  4 8  h o u r s .

4  T o x i o i t y  o f  t h e  b a s i c  l e a d  a c e t a t e -
s o d l u m  s u l p h a t e  f i l t r a t e

T h e  s i l v e r  n i t r a t e - s o d i u m  c h l o r i d e  f i l t r a t e  o f  e x t r a c t  
Y w a s  t r e a t e d  w i t h  b a s i c  l e a d  a c e t a t e  and  s o d i u m  s u l p h a t e  i n  
t h e  u s u a l  f a s h i o n .  T h e  s o l u t i o n  w a s  n e u t r a l  t o  l i t m u s .  A 
3  00 d o s e ,  h e a t e d  and  i n j e c t e d  a s  b e f o r e ,  k i l l e d  r a b b i t  2 0  
w e i g h i n g  1 0 0 0  g r a m s , i n  4 0  h o u r s ,  and  k i l l e d  r a b b i t  2 1 ,  
w e i g h i n g  9 0 0  g r a m a ,  i n  4 8  h o u r s .

6 L a c k  o f  t o x i c i t y  i n  t h e  c o n t r o l s

A s i l v e r  n i t r a t e - s o d i u m  c h l o r i d e  c o n t r o l  w a s  p r e p a r e d  
b y  a d d i n g  2 oo  o f  t h e  1 6  p e r  c e n t  a q u e o u s  s i l v e r  n i t r a t e  
s o l u t i o n  t o  1 0 0  o c  o f  d i s t i l l e d  w a t e r ,  and p r e c i p i t a t i n g  
w i t h  6  00 s a t u r a t e d  a q u e o u s  s o d i u m  c h l o r i d e .  T h e  f i l t r a t e  
g a v e  n o  f u r t h e r  p r e c i p i t a t e  w i t h  s o d i u m  c h l o r i d e  s o l u t i o n  
a n d  w a s  o f  c o u r s e  n e u t r a l  t o  l i t m u s .  One a n d  a  h à l f  c u b i c
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a e n t l m e t e r a  in rabbit 22 weighing 1000 g r a m a ,  and 3 oo in 
r a b b i t  weighing 900 grains, were not tosio in anj degree.

To the remainder of the silver n i tra ne-sodium ohloride 
solution was added basio lead acetate solution until there 
was no more preoioitation. To the f i l t r a te  aqueous sodium 
sulphate was then added until  oreoipi ta tion was complete.
The f i l t r a t e  was neutral to litmus. Three cubic centimeters 
inj ec ted in rabbit 24, weighing 1000 grams, and 3 cc injected 
in rabbit 25, weighing 1100 grams, v/ere not toxic in anj 
degree.

6 Summary

Phalloides extract V w aa  toxic f l )  in the crude extract, 
f2) in the silver nitrate-sodium chloride f i l t r a t e , and (3) 
in t h e  basic lead ac eta te -sod ium sulphate f i l t r a t e . Gontrol 
solutions p r e p a r e d  in the same manner as extract V were 
non-toxic.

(b) The chemical nature of the imanita - toxin

(1) Historical

Habe's (28) alcohol-soluble, ether and chloroform-in
soluble toxic substance gave the positive alhaloidal te ats--  
phosphotungstic acid, pnosohomolybdic acid, Habach, May e r , 
picric acid, Dragendorff, Kraut, Kiliani, and others. 
Immonical silver n itra te  was blachened b̂  warming. Gold 
ohlori de was discolored, and ?eliling' s solution was positive 
only after  long heating with ivdroclilorio acid. Rabe is 
uncertain whether the reductor in the Periling' a test belongs 
to the toxin or not.

Sohlesinger and ?ord (31) obtained different reactions. 
They describe their  f inal toxic oroduct as follows:
"Amanita - toxin is  very siluble in water, less so in 80 per 
cent alcohol and only ver '̂ l i t t l e  soluble even in hot absolute 
alcohol; i t  is insoluble in the ordinary organic solvents.
I ts  aqueous solution is  optically inactive. It  is a f a i r l y  
stable compound for i t  can be boiled in absolute alcohol and 
in aqueous solution for some ti me without suffering serious
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l o a a  i n  t o a c i o i t y ;  i t  i s  o n l y  v e r y  s l o w l y  a f f e c t e d  by  a c i d s  
a t  r o o m  t e m p e r a t u r e ,  r e t a i n i n g  i t s  t o x i o i t y  f o r  s e v e r a l  d a y s  
w h e n  t h u s  t r e a t e d .  B o i l i n g  a c i d s ,  h o w e v e r ,  r a p i d l y  d e s t r o y  
t h e  p o i s o n .  I t  d o e s  n o t  r e d u c e  F e h l i n g ’ a s o l u t i o n  e i t h e r  
b e f o r e  o r  a f t e r  p r o l o n g e d  b o i l i n g  w i t h  o o r  1 0  p e r  c e n t  
h y d r o c h l o r i c  a d d .  V / i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  p h o s p h o t u n g s t i c  
a c i d ,  t h i s  t o x i n  r e a c t s  w i t h  n o n e  o f  t h e  a l k a l o i d a l  p r é c i p 
i t a n t s ,  n o r  d o e s  i t  r e s p o n d  t o  a n y  o f  t h e  a l k a l o i d a l  c o l o r  
r e a g e n t s .  ( F o r  a  l i s t  o f  t h e s e ,  s e e  J C i p p e n b e r g e r , U a o h v / e i s  
v o n  G i f t s o f f e n .  ) I t  d o e s  n o t  g i v e  t h e  b i u r e t  t e s t  o r  L l i l l o n ' s  
r e a c t i o n .  ^ e  m a y ,  t h e r e f o r e ,  c o n c l u d e  t h a t  t h i s  p o i s o n  i a  
n e i t h e r  a g l u e o s i d e , a n  a l k a l o i d ,  n o r  a p r o t e i d  i n  t h e  g e n 
e r a l l y  a c c e p t e d  s e n s e  o f  t h e s e  t e r m s .  T he  f o l l o w i n g  r e a c t i o n s  
g i v e  u s  a c l u e  t o  i t s  i d e n t i t y ,  an d  we a r e  c o n v i n c e d  t h a t  
t h e s e  r e a c t i o n s  a r e  d u e  t o  t h e  A m a n i t a - t o x i n  i t s e l f  b e c a u s e  
o f  o u r  r i g o r o u s  m e t h o d  o f  p u r i f i c a t i o n  and b e c a u s e  t h e  t e s t s  
b e c o m e  m o r e  p r o n o u n c e d  a s  t h e  p r o c e s s  o f  p u r i f i c a t i o n  a d 
v a n c e s .  F u s i o n  w i t h  m e t a l l i c  p o t a s s i u m  and s u b s e q u e n t  t r e a t 
m e n t  i n  t h e  u s u a l  f a s h i o n  s h o w s  t h e  p r e s e n c e  o f  n i t r o g e n  and  
s u l p h u r .  b o i l i n g  a c o n c e n t r a t e d  s o l u t i o n  o f  t h e  p u r i f i e d
t o x i n  w i t h  h y d r o c h l o r i c  a c i d . a n d  s u b s e q u e n t l y  t r e a t i n g  i t  
w i t h  b a r i u m  c h l o r i d e  t h e  s u l p h u r  w a s  s h o w n  t o  b e  p r e s e n t  a s  
c o n j u g a t e  s u l p h u r i c  a c i d .  (T h e  s o l u t i o n  g a v e  n o  t e s t  f o r  
s u l p h a t e s  b e f o r e  b o i l i n g . ) J h i l e  m a k i n g  t h e  f u s i o n  w i t h  
p o t a s s i u m  a  s t r o n g  o d o r  o f  f a t t y  a m i n e s  w a s  o b s e r v e d ,  and  
t h e  g a s  e v o l v e d  g a v e  w h i t e  f u m e s  w h e n  a d r o p  o f  h y d r o c h l o r i c  
a c i d  o n  a  g l a s s  r o d  w a s  b r o u g h t  n e a r .  To d e t e r m i n e  w h e t h e r  
t h e  u o x i n  i s  a  s u b w t a n o e  f r o m  w h i c h  a m i n e s  may b e  s p l i t  o f f  
by  r e a g e n t s  o r d i n a r i l y  u s e d  f o r  t h i s  p u r p o s e  a s m a l l  p o r t i o n  
o f  t h e  d r i e d  m a t e r i a l  ( B o i l i n g  v j i t h  a s o l u t i o n  o f  p o t a s s i u m  
h y d r a t e  g a v e  no  n o t i c e a b l e  a m i n e  o d o r  o r  a l k a l i n e  f u m e s )  w a s  
m i x e d  i n  a  t e s t  t u b e  w i t h  p o w d e r e d  p o t a s s i u m  h y d r a t e .  T h e  
a m i n e  o d o r  w a s  n o t i c e a b l e  a t  o n c e ,  b u t  a f t e r  h e a t i n g ,  t h e  
p e r s i s t e n t  a n d  u n m i s t a k a b l e  o d o r  o f  i n d o l  c o m p l e t e l y  m a s k e d  
t h a t  o f  t h e  a m i n e s  and a p i n e  s p l i n t e r  m o i s t e n e d  w i t h  c o n 
c e n t r a t e d  h y d r o c h l o r i c  a c i d  g a v e  t h e  c h a r a c t e r i s t i c  p y r r o l  
r e d  w h e n  h e l d  i n  t h e  m o u t h  o f  t h e  t e s t  t u b e .  The  a p p l i c a t i o n  
o f  t h e  t r y p t o p h a n  t e s t  o f  H o p k i n s  and C o l e  g a v e  n e g a t i v e  
r e s u l t s . "

F o r d  and P r o u t y  ( 1 8 )  l a t e r  c o r r e c t e d  t h i s  a n a l y s i s  t o  
t h e  e x t e n t  o f  d e c i d i n g  t h a t  no c o n j u g a t e  s u l p h a t e  w a s  p r e s e n t .

( 2 )  E x p e r i m e n t a l

T h e  b a s i c  l e a d  a c e t a t e - s o d i u m  s u l o h a t e  f i l t r a t e  f r o m
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ô z t r a o t  Y ( w t i i o h  h a d  h e  e n  s h o w n  t o  c o n t a i n  a p o i s o n o u a  a u h -  
a t a n o e )  w aa  e x a m i n e d »  I n a s n n i o h  a s  : h i a  f i l t r a t e  o o n t a i n e d  an  
e x o e a a  o f  a o d i n m  s u l p h a t e  and  p o s s i h l j ?  so m e  l e a d  a o e t a t e ,  o r  
t r a c e s  o f  o t h e r  c o m p o u n d s  o f  t h e  p u r i f i c a t i o n  p r o c e s s ,  a  c o n 
t r o l  s o l u t i o n  w a a  p r e p a r e d  f r o m  d i s t i l l e d  w a t e r ,  and  p u t  
t h r o u g h  t h e  s a m e  p r o c e s s  a s  w a s  t h e  m u s h r o o m  e x t r a c t .  A l l  
t e s t s  m a d e  u p o n  t h e  t o x i c  s o l u t i o n  w e r e  a l s o  m ade u p o n  t h e  
c o n t r o l  s o l u t i o n ,  a n d  t h e  r e s u l t s  c o m p a r e d .

By t h e  c o m p a r a t i v e  p r o c e d u r e  a b o v e , t h -  f o l l o w i n g  
p r o t e i n  t e s t s  w e r e  f o u n d  n e g a t i v e ;  ( 1 )  M i l l o n * a ,  (E)
T a n r e t ' s ,  f 3 )  H a l l e r ' s ,  ( 4 )  S p i e g l e r ' s ,  ( 5 )  a c e t i c  a c i d  a nd  
p o t a s s i u m  f e r r o c y a n i d e .  T h e  a r o m a t i c  o d o r ,  s o  n o t i c e a b l e  
i n  t h e  p h o s p h o t u n g s t i c  f i l t r a t e s  o f  e x t r a c t s  lYA and  l Y B ,  
w a a  p r e s e n t  i n  i a i l l o n ' s  t e s t ,  w a s  l e s s  s t r o n g  i n  H a l l e r ' s ,  
a n d  7/as d o u b t f u l  i n  S p i e g l e r ' s  and T a n r e t ' a .  The r e a g e n t s  
o f  t h e s e  t e s t s  a r e  c o m p o s e d  l a r g e l y  o f  s t r o n g  a c i d s , a n d  i t  
Was t h o u g h t  t h a t  t h e  o d o r  m i g h t  b e  d u e  t o  t h e  a c i d  d e c o m 
p o s i t i o n  o f  t h e  t o x i n .  T h i s  b e l i e f  w a s  s t r e n g t h e n e d  by  t h e  
f a c t  t h a t  n o  s u c h  o d o r  w a s  g i v e n  by t h e  c o n t r o l  s o l u t i o n  
w h e n  e i t h e r  p h o s p h o t u n g s t i c  a c i d  ( r e a g e n t )  o r  a n y  o t h e r  
a c i d , w a s  a d d e d  t o  t h e  c o n t r o l .

H i n h y d r i n  g a v e  a p e r s i s t e n t  d a r k  v i o l e t  c o l o r ,  w i t h  
a  t i n g e  o f  r e d  i n  d i r e c t  s u n l i g h t .  haw k ( 2 2 )  n o t e s  t h a t  
t h i s  t e s t  i s  g i v e n  by c e r t a i n  a m i n e s ,  s o  i t  w a s  t h o u g h t  
t h a t  t h i s  r e a c t i o n  w a s  g i v e n  by  t h e  a m i n e  i n  S o h l e s i n g e r  
and  F o r d ' s  t o x i n ,  r a t h e r  t h a n  by a n  a m in o  a c i d .

S u l p h u r i c  a c i d ,  n i t r i c  a c i d ,  1 0  p e r  c a n t  p h o s p h o t u n g s t i c  
a c i d  i n  5  p e r  c e n t  s u l p h u r i c  a c i d ,  a n d  1 0  p e r  c e n t  a q u e o u s  
p h o s p h o m o l y b d i c  a c i d , g a v e  n o  a l k a l o i d  o r  g l u e o s i d e  r e a c t i o n s  
u p o n  b e i n g  a d d e d  t o  t h e  t o x i c  s o l u t i o n .  A l l  g a v e  t h e  a r o 
m a t i c  o d o r .

O t h e r  n e g a t i v e  t e s t s  w e r e :  ( 1 )  t a n n i c  a c i d ,  ( 2 )  a u r i c
c h l o r i d e ,  ( 3 )  U a y e r ' s ,  ( 4 )  t h e  P r u s s i a n  b l u e  t e s t  w i t h  p o 
t a s s i u m  h y d r o x i d e ,  f e r r o u s  s u l p h a t e ,  and h ^ ' d r o c h l o r i c  a c i d  
f o r  h y d r o c y a n i c  a c i d ,  ( 5 )  t h e  ç u a i a c  t e s t  f o r  h y d r o c y a n i c  
a c i d ,  ( 6 )  G u y ' s  o r  . / e n z e l l ' s ,  ( 7 )  t h e  f u r f u r a l  r e a c t i o n  
w i t h  c a n e  s u g a r  and  s u l p h u r i c  a c i d .

I n  c o n t r a s t  w i t h  t h e  p o s s i b l e  a m in e  r e a c t i o n  w i t h  t h e  
ninhydri n ,  n o  a m i n e  o d o r  o r  p y r r o l  r e d  t e s t  v ; i t h  a p i n e
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Splinter oould be obtained iipon boiling v;l &h powdered po- 
taaainin hydroxide. Benzenesulfonyl ohloride gave no amine 
reaction, and an attempt to diazotize with hydroohlorio acid 
and aodltun n i t r i t e  waa nnsnooessful.

One and a half oubio oentimetera of the toxio solution 
was evaporated to dryness in a small tes t  tube. Elementary 
analysis by sodium decomposition showed the oresenoe of 
nitrogen and sulphur. Sinoe a positive sulphur test was 
also given by the control, the sulphur determination lacked 
oonolusive value.

(3) Summary

fhe basic lead aoetate-sodium sulphate f i l t r a t e  from 
extract V gave only four definite reactions: (1) a light
pink-colored preoipitate, and a sweetish-vinegar-odor, with 
10 per cent phosphotungstic acid in 5 per cent sulphuric 
acid, (2) the characteristic odor, with sulphuric ac id , 
n i t r ic  acid, and phosphomjlybdic acid, (3) a persistent 
dark red-violet color with ninhydrin, and (4) nitrogen by 
elementary analysis. I t  was concluded that the toxic 
principle present was essentially that of Sc rile singer and 
Ford, and definitely not alkaloidal in nature.

(4) ittempt to find, by chemical means,
the toxin los t  in extracts IVI 
and IVB

‘/Yith the above chemical summary in mind, an attempt was 
made to locate, by chemical reaction, the toxin which had 
disappeared in the process of purification of extracts IVA 
and IVB. The following solutions were examined: (1) the
phosphotungstic acid reagent f i l t r a t e s  (neutralized) from 
IVA and IVB, (2) the barium hydroxide f i l t r a te s  (neutralized) 
from IVA and IVB, (3) the barium ĥ ŷ droxide precipitates 
(in aqueous suspension) from extracts IVA and IVB.

Phosphotungstic f i l t r a t e  IVA g^ve a deeo violet v;ith 
ninhydrin, and no nitrogen tes t b̂  elementary analysis of
1.5 oc evaporated to dryness. Phos photungsuic f i l t r a t e  IVB 
gave a wine red with ninhydrin, changing to tan on cooling, 
and no nitrogen te s t .
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B a r i u m  h;/'dro2i â e  p r e o i p i t a t e  a u a p e n a i o n  IVA g a v a  a 
l i g h t  b l u e  w i t h  n i n h y d r i n ^  w h i c h  w a s  a l s o  g i v e n  by a o o n t r o l
s o l u t i o n .  T h e  o t h e r  t h r e e  f l u i d s  ivera  n e g a t i v e  w i t h  n i n h y 
d r i n .  No n i t r o g e n  t e s t s  w e r e  m ade  f o r  them*

A u r i c  o h l o r i d e  g a v e ,  o n  b o i l i n g  v / i t h  t h e  p h o s  oho t u n g s t i o  
f i l t r a t e s ,  a b l a o k . - b r o w n  p r e o i p i t a t e  t h a t  o o u l d  n o t  b e  e x 
p l a i n e d  b^ t h e  a c t i o n  o f  a c o n t r o l  s o l u t i o n .

From t h e s e  r e a c t i o n s ,  n o t h i n g  d e f i n i t e  c o u l d  b e  l e a r n e d ,
e x o e p t  t h a t  p o s s i b l y  so m e  o f  t h e  i n a c t i v a t e d  t o x i n  l a y  i n  t h e  
p h o s p h o t u n g s t i o  f i l t r a t e s ,  i n  a n  a m o u n t  s u f f i c i e n t  tn  g i v e  a  
p o s i t i v e  n i n h y d r i n  t e s t ,  b u t  i n s u f f i c i e n t  t o  g i v e  a n i t r o g e n  
t e s t  by  e l e m e n t a r y  a n a l y s i s  o f  1 . 5  c o  e v a p o r a t e d  t o  d r y n e s s .

( o )  A t t e m p t e d  i m m u n i z a t i o n

I m m u n i z a t i o n  o f  a r a b b i t  w a s  b e g u n ,  a l t h o u g h  F o r d ,  a s  
p r e v i o u s l y  s t a t e d ,  w a s  u n a b l e  t o  o b t a i n  a d e f i n i t e  a r t i f i c i a l  
i m m u n i t y  f o r  t h e  A m a n i t a - t o x i n .

To e s t a b l i s h  r o u g h l y  t h e  m inim um  l e t h a l  d o s e ,  o n  F e b r u 
a r y  SO, a  1 0 0 0  g r a m  r a b b i t  w aa  g i v e n  2 c o *  A 9 0 0  g r a m  r a b b i t  
w a s  g i v e n  1  c o  ( h e a t e d  a s  u s u a l ) .  T h e  1 0 0 0  gra m  r a b b i t  d i e d  
i n  3 0  h o u r s  f r o m  t h e  2  oo  i n j e c t i o n ,  w h i l e  t h e  9 0 0  gram  
r a b b i t  w a s  s t i l l  a l i v e  tw o  m o n t h s  l a t e r .  T h e r e f o r e ,  t h e  
m in im u m  l e t h a l  d o s e  f o r  a 1 0 0 0  gram  r a b b i t ,  s e e m e d  t o  l i e  
b e t w e e n  1 and 2 c c .

B a b b i t  1 5 ,  w e i g h i n g  3 0 5 0  g r a m s ,  w a s  c h o s e n  f o r  t h e  
i m m u n i z a t i o n .  T h i s  r a b b i t  had  p r e v i o u s l y  a u r v i ' t e d  a n o n 
t o x i c  d o s e  o f  3  o c  o f  t h e  b a r i u m  h y d r o x i d e  f i l t r a t e  f r o m  
P h a l l o i d e s  e x t r a c t  IVB o n  F e b r u a r y  6 .  S t r a n g e l y  e n o u g h ,  
t h e  r a b b i t  h a d  n o t  s u c c u m b e d  o n  J a n u a r y  2 7  t o  a l e t h a l  
i n j e c t i o n  o f  3  o c  o f  t h e  s i l v e r  n i t r a t e - s o d i u m  c h l o r i d e  
f i l t r a t e  o f  P h a l l o i d e s  e x t r a c t  IVB w h i c h  h ad  k i l l e d  2 o t h e r  
r a b b i t s  a t  t h a t  t i m e .  I n  f a c t ,  r a b b i t  1 5  w a s  t h e  o n l y  
a n i m a l  p r e s e n t i n g  a n  i n c o n s i s t e n c y  i n  t h e  b e h a v i o r  o f  t h e  
r a b b i t s  t o  l e t h a l  d o s e s .  T h e  i m m u n i z a t i o n  i n j e c t i o n s  w e r e  
m ade s u b c u t a n e o u s l y , and  i n  e a c h  c a s e ,  t h e  f l u i d  w a s  h e a t e d  
t o  6 5  - 7 0  0  f o r  3 0  m i n u t e s .
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T a b l e  4  

I m n r u n i z a t l o n  o f  R a b b i t  1 5

D a t e D o s e
-—1

F e b r u a r y 24 0 . 2 5 00
M a r c h  3 0 * 5 0 0 0
M a r c h  1 0 0 .  75 c c
M a r c h  1 7 1 * 0 0 CO
M a r c h  2 4 1 * 5 0 c c ( a b o u t o n e  l e t h a l d o s e  f o r  1 0 0 0  gram
M a r c h  3 1 2 * 0 0 0 0 r a b b i t )
A p r i l  7 3 . 0 0 CO ( a b o u t tw o  è e t h a l do s e s )
A p r i l  1 4 4 * 0 0 00
A o r i l  2 1 5 .  0 0  

----------------
00

R a b b i t  1 5  w a s  t o  h a v e  b e e n  b l e d  t h e  w e e k  o f  A p r i l  
2 8 -M a y  3* B e f o r e  d o i n g  a o , t h e  t o x i o i t y  o f  t h e  i m n r u n i z a t l o n  
f l u i d  w a s  r e d e t e r m i n e d *  T a b l e  5 g i v e s  t h e  nu m ber  o f  t h e  
r a b b i t s  u s e d  i n  t h i s  d e t e r m i n a t i o n ,  w e i g h t ,  p r e v i o u s  n o n -  
t o x i o  i n j e o t i o n a ,  a n d  p r e s e n t  d o s e *

T a b l e  5

M in im um  l e t h a l  d o s e  o f  i m m u n i z a û i o n  f l u i d  a s  o f  A p r i l  28

R a b  I
b i t w e l g h i
num i n R r e s e n
b e r g r a m s P r i o r  n o n - t o x i c  i n j e c t i o n s D o s e D a t e

2 2 6 6 0 4 * 5  00 BaOH o o n t r o l  f i l t r a t e J a n .  8
3 . 0  00 S o l i t a r i a  e x t r a c t  IA F e b .  1 0

( h e a t e d ) 3 0 0 A p r .  28

4 2 1 0 0 2 . 0  0 0  BaOH f i l t r a t e ,  P h a l l o i d e s  IVA J a n .  1 7
4 . 0  00 R e t r e a t m e n t  f i l t r a t e ,  IVB F e b .  3
3 . 0  00 S o l i t a r i a  e x t r a c t  IA F e b .  1 0

( h e a t e d ) 2 0 0 A p r .  28

6 1 9 0 0 0 * 5  CO BaOH f i l t r a t e ,  P h a l l o i d e s  IVA J a n .  1 7
4 . 0  00  BaOH f i l t r a t e ,  P h a l l o i d e s  IVA J a n .  2 2
3 . 0  00 P h o s p h o t u n g s t i c  f i l t r a t e ,  IVB F e b .  6

( n o t  h e a t e d ) 4  00 May 2

1 1 2 5 0 0 4 . 0  0 0 AgHOg p p t . s u s p e n s i o n ,  IVA J a n .  23
3 . 0  GO BaOH f i l t r a t e , P h a l l o i d e s  IVB F e b .  6

( n o t  h e a t e d i 4  0 0 May 4

2 6 1 2 2 5 0 ^ o n e  ( n o t ‘h e a t e d ' 3 .  5oo May 5
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T h e  3 . 5  00 g i v e n  r a b b i t  2 6  r e p r e s e n t e d  a l l  o f  t h e  r e 

m a i n i n g  i m m u n i z a t i o n  f l u i d .  A l l  o f  t h e  a b o v e  r a b b i t s  l i v e d ,  
w i t h  n o  a p p a r e n t  i l l  e f f e o t s  f r o m  t h e  i n j e o t i o n s .  Prom  t n i a  
i t  i a  e v i d e n t  t h a t  t h e  f l u i d  h a d  e n t i r e l y  l o s t  i t s  t o x i o i t y  
b y  A p r i l  2 8 .  H o w e v e r ,  o n  P e b r u a r y  20> tw o  o u b i o  o e n t i r a e t e r s  

e  1 0 0 0  g r a m  r a b b i t  i n  3 0  h o u r s .  Prom P e b r u a r y  2 0  t o  
A p r i l  2 8 ,  t h e  n e u t r a l i z e d  f l u i d  h ad  b e e n  k e p t  i n  t h e  i c e  bo%, 
pr@ 8@ rv*d b y  t h y m o l .

( 1 )  Summary

T h e  i m p o r t a n t  p o i n t  h e r e  i s  t h a t  t h e  t o z i o  s u b s t a n c e  
w a s  q u i t e  u n s t a b l e .  I h i s  b e a r s  o u t  t h e  r e s u l t s  o f  o u r  
p r e v i o u s  a t t e m p t s  t o  p u r i f y  t h e  t o % i n ,  f o r  t h e  t o x i o  p r i n 
c i p l e  Was d e s t r o y e d  by t h e  pho s p h o t u n g s t i c  a o i d  r e a g e n t -  
b a r i u m  h y d r o x i d e  t r e a t m e n t .  P o r d ’ s  t o x i n  s u r v i v e d  t h i s  
t r e a t m e n t  and  a p p a r e n t l y  r e m a i n e d  t o x i o  o v e r  a  c o m p a r â t i v e l y  
l o n g  p e r i o d  o f  t i m e .  I t  i s  s u g g e s t e d  t h a t  A m a n i t a - t o x i n ,  
l i k e  t h e  h e m o l y t i o  g l u e o s i d e ,  i s  n o t  o f  u n i f o r m  q u a n t i t y ,  
o r  n a t u r e ,  i n  s p e c i m e n s  o f  A m a n it a  p h a l l o i d e s .

( d )  P a t h o l o g i c a l  c h a n g e s  o r o d u c e d  b y  . \ m a n i t a  
p h a l l o i d e s  p o i s o n i n g

( l )  H i s t o r i c a l

T h e  d i f f e r e n c e s  o f  o p i h i o n  b e  tv; e e n  P o r d  and  iC o b e r t  i n  
r e g a r d  t o  t h e  p a t h o l o g y  o f  . h n a n i t a  p h a l l o i d e s  i n t o x i c a t i o n  
h a v e  b e e n  d i s c u s s e d  i n  t h e  i n t r o d u c t i o n  t o  t h i s  p a p e r ,  a nd  
i t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  K o b e r t ' s  v i e w s  p o s s i b l y  now a g r e e  
w i t h  P o r d * a .  P r e s e n t  o b s e r v a t i o n s ,  i n  t h e  m a i n ,  c o n f i r m  
P o r d ' 8  s t a t e m e n t s .

P o r d  ( 1 1 )  s u m m a r i z e s  t h e  c h a n g e s  p r o d u c e d :

**2. T h e  l e s i o n s  o r o d u c e d  by t h e  w h o l e  e x t r a c t  o f  t h e  f u n g u s  
c o n s i s t  o f  g a s t r i c  and  i n t e s t i n a l  u l c e r s ,  h e c i o r r h a g e s , n e c r o 
s i s  o f  c e l l s ,  f a t t y  d e g e n e r a t i o n ,  hemo ’l o b i n u r e a , and o i g -  
m e n t a t i o n  o f  t h e  s p l e e n  and o t h e r  o r g a n s .

3 .  T he  l e s i o n s  p r o d u c e d  by t h e  \ m a n i t a - t o x i n  c o n s i s t  o f  
g a s t r i c  and i n t e s t i n a l  u l c e r s ,  h e m o r r h a g e s ,  n e c r o s i s ,  ond  
f a t t y  d e g e n e r a t i o n ,  and t o  a c e r t a i n  e x t e n t  t h e y  a p p r o x i m a t e  
t h e  l e s i o n s  s e e n  i n  m a n .
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4. The Amani ta-hemo lye in aota upon animals by virtue of i t s  

blood-laking properties, produoing the h en . o glob inurea and the 
pigmentation of Ghe spleen oharaoteristio of hemolytio intox- 
ioa t iona ."

i l l  following referenoes 'Go previous pathological find
ings refer to the above a r t ic le  by 5’ord, unless designated 
as the observation of Rabe.

In diaoussing the pathology, the rabbits are referred to 
by number. Table 6 gives the number of the rabbit, the 
weight, prior non-tosio infections, and the lethal injection, 
with dates, and hours before death.



T a b l e  6
L e t h a l  e x p e r i m e n t s  t h  r a b b i t s
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I v y e i g d t ,
R a b — i n  I P r i o r
b l t l  g r a m a  n o n - t o ^ i o  i n . i e o t l o n a L e t h a l  D o s e D a t e

H o u r s
b e f o r e

d e a t h

3

7

1 6

1 7

L e t h a l  i n j e c t i o n s  o f  c r u d e  e x t r a c t s ,  h e a t e d  6 5  0% 3 0  m i n u t e s .  
2 1 0 0  n o n e ..................................................., 5 c c  IVA e x t r a c t

2 5 2 0

1 1 5 0

1 1 5 0

0 . 2 5  c o  IVA BaOH f i l t r a t e  ..............................
2 . 5 c o  IV B e x t .

n o n e

n o n e

3 c c  V e x t r a c t  

3 c c  V e x t r a c t

L e t h a l  i n j e c t i o n s  o f  t h e  s i l v e r  n i t r a t e - s o d i u m  c h l o r i d e  s o l s ,

10

1 8

1 9

2 4 1 0

2020

1 2 5 0

1000

4 c o  H a C l  p p t . I V A  s u a p e n s i o n ..............................
3 qg IV B AgHOg-  
H aC l f i l t r a t e

t a  t e -4 0 0  IVA b a s i o  l e a d  a c e  
H ag 3 0 ^  p p t â i s p e n s i o n

sa m e  a s  #  9

3 o o  V AgHOg-  
H aC l f i l t r a t e

sam e a s  é  1 8

n o n e . . . . . . . . . . . .

n o n e . . . . . .  . .  . . .  . .

L e t h a l  i n j e c t i o n s  o f  t h e  b a s i c  l e a d  a c e t a t e - H a g S O ^  s o l s

L

12

1 3

*20

21

2 1 8 0

2 0 5 0

1 9 6 0

1000

9 0 0

l o o  IVA BaOH f i l t r a t e

4 c o  IVA p h o s p h o t u n g s t i c

4 o c  b a s i c  l e a d  
a c e t a t e - H S c S O x  
f i l t r a t e  IVB

s a m e  a s  #  5

4 o c  IVA BaOH p p t . s u s p e n s i o n  ............
sa m e  a s  f  5

n o n e

n o n e

3 c c  V b a s i c  
l e a d  a c e t a t e -  
H a g S O ^ f i l t r a t e

sam e  a s  ÿ  2 0

J a n . 14 3 6

J a n . 1 7
J a n . 2 2 3 6

P e b . 1 5 2 0

F e b . 1 5 2 0

o h l o r i d e  s o l s

J a n . 23

J a n . 3 0 2 0

J a n . 2 3

J a n . 3 0 5 6

P e b . 1 5 4 0

P e b . 1 5  . 4 8

>30^ s o l s •

J a n . 1 7

P e b . 3 4 4

J a n . 2 3
P e b . 3 3 6

J a n . 2 3
P e b . 3 6 0

P e b . 1 5 4 0

P e b . 1 5 4 8

* n o t  e x a m i n e d  f o r  p a t h o l o g y
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A . S x t e r u a l  e x a m i n a t i o n  and g r o s s  c h a n g e a

P o a t - m o r t e m  r i g i d i t y  w a s  a Gonditon n o t e d  in a l l  t h e  
a n i m a l s ,  h u t  m e n t i o n e d  b y  P o r d  a s  l a c k i n g  i n  man.  B e c . o i r a t o r y  
d i s t r e s s ,  e v i d e n c e d  b y  b l o o d y  f o a m  a t  t h e  n o s e ,  w a s  f o u n d  i n  
r a b b i t s  7 ,  1 7 ,  and  1 8 .

I h e  a o o e a r a n c e  o f  t h e  s i t e  o f  i n n o c u l a t i o n  v a r i e d .
B a b b i t s  7 ,  1 6 ,  1 0 ,  5 ,  s h o w e d  no  e x t e r n a l  i n j u r y .  R a b b i t  3  
p r e s e n t e d  a f l a b b y  m a s s  4  cm .  a c r o s s ,  t y ^ p i c a l l y  p r o d u c e d  by  
h e m o l y t i c  e x t r a c t s ,  a c c o r d i n g  t o  P o r d .  S i n c e  o u r  e x t r a c t s  
c o n t a i n e d  no  h e m o l y s i n  w h a t e v e r ,  i t  a p p e a r s  t h a t  t h i s  r e a c 
t i o n  may a l s o  b e  p r o d u c e d  by  o t h e r  t h a n  h e m o l y t i c  e x t r a o t s .
A â i m i l a r ,  b u t  s m a l l e r  m a s s ,  w a s  f o u n d  o n  r a b b i t  1 8 .  n u m b e r s  
17, I S ,  si, w e r e  r e d  and b l o o d s h o t .  The  s k i n  o f  r a b b i t  1 3  
w a s  a p a l e  g r e e n  i n  a s p o t  S . 5 cm a c r o s s .

S u b c u t a n e o u s l y  a t  t h e  s i t e  o f  i n n o c u l a t i o n  t h e r e  o f t e n  
w a s  a n  e x t e n s i v e  g e l a t i n o u s  ed em a  e x t e n d i n g  t o w a r d s  t h e  
b l a d d e r ,  p a r t i c u l a r l y  n o t i c e a b l e  i n  3 ,  1 7 ,  a n d  S I .  The g r e e n  
c o l o r  n o t i c e a b l e  e x t e r n a l l y  i n  r a b b i t  1 3  w a s  e v i d e n t  s u b o u -  
t a n e o u s l y  o v e r  a l m o s t  t h e  e n t i r e  p e r i t o n e u m .  A l s o  t h e r e  w a s  
p r e s e n t  i n  1 3 ,  a  m a s s  o f  c o n n e c t i v e  t i s s u e  b e c o m i n g  t h i c k e r  
t o w a r d s  t h e  b l a d d e r .  Rumber 1 0  h a d  a t i s s u e  g r o v / t h  3 . 5  cm 
a c r o s s  b y  0 . 7 5  cm t h i c k ,  w h i c h  r e s e m b l e d  a p i e c e  o f  c o m m e r 
c i a l  d r i e d  p r e s s e d  a p p l e .

S u b c u t a n e o u s  h e m o r r h a g e  and p i g m e n t  s p o t s  v e r e  f o u n d  
i n  7 ,  1 7 ,  I S ,  5 ,  a n d  S I ,  b u t  w e r e  n o t i c e a b l y  a b s e n t  i n  9 .  
H e m o g l o b i n u r e a , e m p h a s i z e d  b y  P o r d  a s  p r o m i n e n t  i n  t h e  hem 
o l y t i c  i n t o x i c a t i o n ,  b u t  f o u n d  i n  o n l y  o n e  a n i m a l  by R a b e ,  
w a s  n o t  s o u g h G f o r  i n  t h e  e x a m i n a t i o n .  I f t e r  t h e  e x a m i n 
a t i o n  o f  s e v e r a l  c a r c a s e s ,  i t  w a s  o b s e r v e d  t h a t  i n  m o s t  
c a s e s  t h e  b l a d d e r  e i t h e r  w a s  w e l l  d i s t e n d e d  w i t h  u r i n e ,  o r  
d i s t e n d e d ,  b u t  e m p t y ,  s h o w i n g  r e l e a s e  o f  t h e  u r i n e  a f t e r  
d e a t h .

( 1 ) Summary

5*rom t h e s e  o b s e r v a t i o n s  i t  w a s  c o n c l u d e d  t h a t  / i t h  t h e  
e x c e p t i o n  o f  p o s t - m o r t e m  r i g i d i t y ,  t h e r e  w e r e  no  u n i f o r m  
g r o s s  c h a n g e s ,  a l t h o u g h  r e s p i r a t o r y  d i s t r e s s ,  s u b c u t a n e o u s  
h e m o r r h a g e ,  a n d  s u b c u t a n e o u s  p a t h o l o g i c a l  t i s s u e  g r o w t h s  
w e r e  oom m on.
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B .  M i o r o a c o p l Q  e x a m i n â t  i o n

W i t h  t h e  a a s i s t a n o e  o f  t h e  h i s t o l o g y  o l a s s  o f  t h e  j / i n t e r  
Q u a r t e r  1 9 3 0 ,  r e p r e s e n t a t i v e  t i s s u e s  w e r e  s e o t i o n e d  and  
m o u n t e d  p e r m a n e n t l y  i n  h a l s a m .  l a b l e  7 s h o w s  t h e  t i s s u e s  
e x a m i n e d .

T a b l e  7

T i s s u e s  e x a m i n e d  m i c r o s o o o i o a l l y

R ab bj . t  and  c a u s e  o f  d e a t h

Or Ran Gr u d e  e x t r a c t

S i l v e r  n i t r a t e -  
s o d i u m  c h l o r i d e  

f i l t r a t e s

B a s i c  l e a d  a c e t a t e -  
s o d l u m  s u l p h a t e  

f i l t r a t e s

s p l e e n 1 6 ,  1 7 9 ,  1 8 1 2 ,  2 1
l i v e r 1 6 ,  1 7 9 ,  1 8 1 2 ,  21
l u n g 1 6 9 ,  18 1 2
k i d n e y 1 6 9 ,  1 8 1 2 ,  21
h e a r t 7 9 1 2 ,  1 3

I n  t h e  s p l e e n ,  P o r d  f o u n d  
e r a b l e  e x t r a v a s a ^ e d  b l o o d  and  
m e n t .  T h e  l a t t e r  v/as a b s e n t  i n

, w i t h  t h e  h e m o l y s i n ,  o o n s i d -  
a g r e a t  i n a r e a s e  i n  b l o o d  p i g -  

p o i s o n i n g  b y  t h e  t o x i n .

T h e  c r u d e  e x t r a o t  o r o d u o e d  i n  t h e  s p l e e n  o f  r a b b i t a  16  
a n d  1 7  m o r e  t h a n  t h e  n o r m a l  a m oun t  o f  e x t r a v a s a t e d  b l o o d ,  
a n d  a s m a l l ,  o u t  b y  no  m e a n s  p r o m i n e n t ,  araount o f  b l o o d
o i ^ m e n t . J h i s
n o t  h e m o l y t i o

w i  t h  
R a b b i t s  9 ,

a g r e e  s

e x t r a v a s a t e d  b l o o d , b u t  no

t h e  f a c t  t h a t  t h e  e x t r a o t  waa 
1 8 ,  1 2 ,  and 2 1 ,  a l s o  sh o w e d  
e x c e s s  b l o o d p i g m e n t .

T h e  l i v e r  
c h a n g e .  T h e r e  
c e l l s  and  
a n d  t h e  
c h a n g e s

i n  a l l  r a b b i t s  p r e s e n t e d  t h e  : a o s t  
w a s  a

s t r i n i n g
d e c i d e d  f a t t y  i n f i l t r a t i o n  o f  t h e  l i v e r  

f a t t y  d e g e n e r a t i o n .  P h k n o t i c  n u c l e i  w e r e  f r e q u e n t ,  
n u c l e i  o f  t h e  h e p a t i c  c e l l s  s h o w e d  d e g e n e r a t i v e

Llany b l o o d  c o r p u s c l e s  l a y  f r e e  i n
l a r i  e s , o f t e n  c o m o l e t e l y  
t h e  l i v e r  i s  e s s e n t i a l l y

o
h e  b i l e  c a p i l -
Q o n d i t i o n  o ff i l l i n g  th e m .  T h i s  

t h e  sam e a s  t h a t  f o u n d  by P o r d .

and 1 8  w e r eT he  l u n g s  o f  1 6 ,  9 ,
R a b b i t  1 2  d i d  n o t  p r e s e n t  a d e f i n i t e  
1 8  t h e r e  w a s  n o t i c e a b l e  a t  t i m e s

c o n g e s t e d  ' . / i t h  b l o o d , 
e x c e s s  o f  b l o o d .  I n  

. / h a t  a o o e a r e d  t o  b e  a p a t h -
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o l o g i o a l  fa t  o o n t e n t  i n  t h e  ttmlQa adventitia of the small 
a r t e r i e s  and in the muoosa of the branohioles. Rabbit 12 
appeared to have the same excess fat in the adventitia of the 
small a r te r ies ,  but not in the large arteries or in the 
brinchioles. Blood pigment was in no case prominent. Rord 
observed in the lungs many free blood oorousoles and an 
•xoess of blood oigment, in poisonings b̂  the v/hole eo.tract.

ï'ord marked that, ,ith the whole extraot, the kidney 
showed ”a uniform oondition of oongestion and hemorrhage, the 
kidney ce ils  are shrunken from the basement membrane and are 
the seat of h^rali n e  degeneration. "

Rabbit 16 died from the inj act ion of the whole extract, 
but the kidney sections did not show a clear picture of the 
condition ftund b̂  Bord. rhere wis a l i t t l e  fat in the 
tubules, but not sufficient to be definitely abnormal. The 
kidney ce lls ,  in places, did apo ear to be somewhat s hr unie en 
from the basement membrane.

However, the kidneys of rabbi uS 9 and 18 were decidedly 
abnormal. Congestion of blood was noted in the enlarged 
Llalpighian oorpusclea and in the capillaries adjacent to 
the tubules^ both in the cortex and medulla. ^bcoesa fat waa 
found between the basement membrane and the epithelium l in 
ing the tubules, also in the lumen of the tubules. Pat waa 
sometimes present in the Halpighian corpuscle, lying between 
the simple squamous epithelium of Bovmian’s capsule and the 
glomeaüLus. Particularly near a large artery the fa t was ex
cessive in the lumen of the collecting tubules and in the 
ascending limb of Henle*s loop. In IS there seemed to be 
excess fat in the glomeruli, between the capillaries. Rabe 
found l i t t l e  change in the xidney, except enlarged Bowman's 
capsules. Ha seldom found fat in the rabbit in the collect
ing ducts and in Henle's loop. The kidney sections of rabbits 
12 and 21 were poor, but some fat could be seen in the tubules 
and in the llalpighian corpuscles.

In the heart, Rabe observed, wi th both heLiOlysin and 
"alkaloid*^, a rather rich fat content of the heart muscle, 
and sometimes small capillary bleeding be tween the muscle 
f ibers . Pord noted with the whole extract and 'with the toxin, 
and to a lesser extent with the hemolysin, "ĥ  aline degen
eration, nuclear vacuola t ion, and at times almost complete 
destruction leading to the appearance of small areas of focal
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n o o r o a i s . "  ( i n  t h e  maaoXa f i b a r a ) .

i^o p a r t l Q i i l a r  p a t h o l o g i o a l  l e s i o n s  o f  t h e  
wexQ f o u n d  i n  t h e  h e a r t  a e o t i o n a  o f  r a h h i t s  7 
1 3 .  T h e r e  w e r e  a f e w  s t r a y  r e d  b l o o d  
t e n s i v e ,  and  b y  no  m e a n s  w a s

a b o v e  n a t u r e  
, 9 ,  1 2 ,  and  

o e l l s ,  b u t  
p a t h o l o g i o a l  f a t  o r e s e n t .

no t h i n g e x -

1 Summary

O f  t h e  v a r i o u s  l e  
a s  p e c u l i a r  t o  a r v  o n e  
S s t r a v a s a t e d  b l o o d  w a s

n o n e  c o u l d  b e  d e s o r i b e di o n s  n o t e d
o f  t h e  t h r e e  t o z i o  s o l u t i o n s  e m p l o y e d ,  
n o t i c e a b l e  i n  t h e  l u n g s .  ? a t t y  d e g e n 

e r a t i o n  i n  t h e  l i v e r  and  k i d n e y s  c o n f i r m  t h e  o b s e r v a t i o n s  
o f  F o r d  a n d  B a b e . T he  l a c k  o f  e x c e s s  p i g m e n t a t i o n  i n  t h e  
s p l e e n  s u p p o r t s  B o r d ' s  v i e w  t h a t  t h i s  c h a n g e  i s  p e c u l i a r  t o  
t h e  h e m o l y s i n .  The  u n c h a n g e d  c o n d i t i o n  o f  t h e  h e a r t  m u s c l e
I S  c o n t r a r y  t o  b o t h  B o r d * s  
s e c t i o n s  o f  b o t h  v e n t r i c l e  
o i l  i m m e r s i o n ,  and  n o t h i n g

and B a b e ' s  o b s e r v â t  i o n s ,  H o w e v e r ,  
a nd  a u r i c l e  w e r e  e x a m i n e d  u n d e r  
u n u s u a l  c o u l d  b e  f o u n d .

VI Summary

1 .  T h e  d e l i c a c y  o f  v a r i o u s  p r o t e i n  t e s t s  i s  g i v e n ,  and  
i t  i s  p o i n t e d  o u t  t h a t  a n e g a t i v e  b i u r e t  o r  t i i l l o n ' a  t e s t  i s  
n o t  c o n c l u s i v e  o f  q u a n t i t a t i v e  p r o t e i n  e l i m i n a t i o n .

2 .  L l e t a p h o s p h o r i c  a c i d  i s  u n s u i t a b l e  f o r  q u a n t i t a t i v e  
p r o t e i n  p r e c i p i t a t i o n ,  t h e  u s e  o f  u r a n y l  a c e t a t e  i s  q u e s t l e n 
a b l e ,  a n d  t r i o h o l r o a o e t i o  a c i d ,  t u n g s t i c  a c i d ,  o r  p i c r i c  a c i d  
w o u l d  b e  p r e f e r a b l e .

3 .  A q u e o u s  e x t r a c t s  o f  d r i e d  s p e c i m e n s  o f  A m a n i t a  s o l -  
i t a r i a  o b t a i n e d  f r o m  t h e  v i c i n i t y  o f  A t h e n s ,  G e o r g i a ,  w e r e  
n e i t h e r  h e m o l y t i c  n o r  a g g l u t i n a t i v e  f o r  c a t  o r  human r e d  
c o r p u s c l e s .

4 .  A m a n i t a  s o l i t a r i a  i s  n o n - t o x i c  f o r  r a b b i t s  and  
g u i n e a  p i g s .

5 .  T h e  p r e s e n c e  o f  a g l u e  o s i  d e  i n  t h e  n o n - h e m o l y  t i c  
d r i e d  s p e c i m e n s  o f  . b n a n i t a  s o l i t a r i a  w a s  f o u n d  u n l i k e l y .

6 .  A q u e o u s  e x t r a c t s  o f  d r i e d  s p e c i m e n s  o f  :Aaianita 
p h a l l o i d e s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  v i c i n i t y  o f  A o h e n s ,  
w e r e  n o t  h e m o l y t i c  f o r  c a t  o r  human r e d  c o r  D u s c l e s .

G e o r g i a ,  
T h i s
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o o n f l r m s  t h e  f i n d i n g s  o f  p r e v i o u s  i n v e s t i g a t o r 3 t h a t  t h e  
h e m o l y s i n  i s  a  v a r i a b l e  o o n s t i t n e n t .

7 .  T h e  A m a n i t a - t o x i n  i s  n o t  an  a l k a l o i d  and o r o b a h l y  
Q o n t a i n s  a n  a m i n e  g r o u p ,  b u t  i n  t h i s  i n v e s t i g a t i o n *  ( a )  t h e  
t o x i o  a r a b s t a n o e  d i d  n o t  s u r v i v e  t h e  p h o a p h o t u n g s t i o  a o i d
r e a g e n t - b a r i n m  h y d r o x i d e  t r e a t m e n t ,  and (b )  i t  d i d  n o t  r e 
t a i n  i t s  t o x i c i t y  u p o n  s t a n d i n g  f o r  tw o  m o n t h s .  I t  t h e r e 
f o r e  a p p e a r s  t h a t  i n  s p e c i m e n s  o f  A m a n ita  p h a l l o i d e s  o b t a i n 
e d  f r o m  d i f f e r e n t  l o c a l i t i e s , t h a t  t h e  A m a n i t a - 1 o x i n  i s  n o t  
o f  u n i f o r m  n a t u r e ,  and  p r o b a b l y  v a r i e s  q u a n t i t a t i v e l y .

8 .  T he  A m a n i t a - t o x i n  i n d u c e d  i n  r a b b i t s  p o s t - m o r t e m  
r i g i d i t y ,  a n d  f a t t y  d e g e n e r a t i o n ,  e s p e c i a l l y  i n  t h e  l i v e r  
a n d  k i d n e y s .  T h e  h e a r t  was  f r e e  f r o m  f a t .  T he  l a c k  o f  
p i g m e n t â t  i o n  i n  t h e  s p l e e n  c o n f i r m s  t h e  o b s e r v a t i o n  o f  F o r d  
t h a t  t h i s  c o n d i t i o n  i s  c a u s e d  b y  t h e  h e m o l y s i n .
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