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he ine  are to  be  separa ted ,  h e m e  can  be e x t r a c t e d  f rom t h e  
e thy l  ace ta te -g lac ia l  acet ic  ac id  (3:1) phase  b y  15% HC1. 
The  p r o t o p o r p h y r i n - f r e e  h e m e  can  be  c rys ta l l ized  f rom 
th i s  so lu t ion  in t he  m a n n e r  descr ibed  above  a f t e r  neu t r a l -  
i za t ion  a n d  s h a k i n g  i n to  an  e t h y l  ace ta te -g lac ia l  acet ic  
acid (3:1) phase .  

I n  conclusion,  t he  p rocedure  descr ibed  above  is su i t ab le  
for t he  i so la t ion  of t he  f inal  p r o d u c t  of b o t h  h e m e  an d  
p r o t o p o r p h y r i n  syn thes i s  5. 

Zusammen/assung. Neues  V e r f a h r e n  fiir H / im- I so l i e rung  
d u r c h  Ace ton-F / i l l ung :  L 6 s u n g  in Ae thy l ace t a t -E i se s s ig  
u n d  Auskr i s ta l l i s i e ren  m i t  Wasse rzugabe .  
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Membrana testaeea: A Support for Organ Cultures 

Organ -cu l t u r e  m e t h o d  is a powerfu l  tool  for biological  
i nves t i ga t i ons  a n d  so i t  has  been  ex t ens ive ly  used in 
severa l  f ields (e.g. embryo logy ,  genet ics ,  cancer  research)  1. 
The  usefulness  of th i s  m e t h o d o l o g y  is l a rge ly  d e p e n d e n t  
upon  m a n y  fac tors  such  as compos i t i on  of n u t r i t i o n a l  
media ,  n a t u r e  of suppor t s .  As concerns  t he  suppor t ,  t h e  
v i te l l ine  membrane . (VM)  is t he  m o s t  f r e q u e n t l y  emp loyed  
one, since i t  favors  adhes iv i ty ,  f l a t t e n i n g  a n d  n u t r i t i o n  
of t he  e x p l a n t s  ~. On t he  o the r  hand ,  i t s  p r e p a r a t i o n  is 
d i f f icul t  a n d  t i m e  consuming .  The  research  for suppor t s  
is the re fo re  adv isab le .  

W e  h a v e  obse rved  t h a t  t h e  m e m b r a n a  t e s t acea  (MT), a 
p ro t e inaceous  f r a m e w o r k  p laced  inside t h e  egg-shell  a, 
p rov ides  a n a t u r a l  s u p p o r t  as well  and  easier  to  h a n d l e  
t h a n  the  VM. 

MT is r e m o v e d  u n d e r  s ter i le  cond i t ions  f rom un-  
i n c u b a t e d  eggs, r insed  in Tyrode ' s ,  cu t  in  sma l l  pieces an d  
t h e n  p laced  u p o n  t h e  solid media .  N u t r i e n t  m e d i u m  
cons is ted  of : 6 d rops  gelose 1% in Gey fluid, 3 d rops  ch ick  
e m b r y o  e x t r a c t  (Difco; 50% in Tyrode ' s ) ,  3 d rops  ch icken  
se rum (Difco), a n d  T y r o d e ' s  c o u t a i n i n g  penic i l l in  1 d rop  4. 
Lung,  l iver  s tomach ,  in tes t iue ,  hea r t ,  skin,  k idney,  l imb  
b u d  r u d i m e n t s  r e m o v e d  f rom 6 -7 -day-o ld  chi~k e m b r y o s  
h a v e  been  e x a m i n e d  b o t h  upon  MT a n d  VM. Cul tures  
were i n c u b a t e d  a t  37 ~ f ixed in Bou in  f lu id ;  ser ia l  sec- 
t ions  were cu t  a t  8 + 10 ~m an d  s t a ined  w i t h  h e m a t o -  
xyl in-eos in .  

The  d i f fe ren t  anlages  undergo  a fa i r ly  good m o r p h o -  
genesis an d  d i f f e r en t i a t i on  over  t h e  MT (Figures  1-4).  
As shown  in  F igures  i a n d  2, a d h e s i v i t y  to  the  MT is v e r y  
good. Morpho logy  of those  p a r t s  which  d i rec t ly  res t  upon  
th i s  s u p p o r t  is m u c h  b e t t e r  wheu  c o m p a r e d  w i t h  t h e  VM. 
One can  the re fore  conc lude  t h a n  n u t r i t i o n  of exp l an t s  is 
poss ible  t h r o u g h  the  MT a n d  occurs  a t  a v e r y  good r a t e  5. 

Riassunto. ~ s t a to  d i m o s t r a t o  c h e l a  m e m b r a n a  t e s t a -  
cea cost i tu isce  u n  s u b s t r a t o  idoneo e di agevole  p repa ra -  
zione pe r  cu l tu re  organot ip iche .  
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Fig. 1.6-day lung rudiment after 5 days of incubation. Note the ad- 
hesivityofthemesenchymeover tbemembranatestacea(MT). • 1,500. 
Fig. 2. 7-day stomach rudiment after 4 days in culture. • 1,500. 
Fig. 3.6-day intestine rudiment after 4 days of incubation. • 1,500. 
Fig. 4. 6-day liver rudiment maintained in culture for 5 days. Note the 
well preserved structure of epithelial cords. • 1,500. 
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Zur Best irnmung der Katalaseaktivitiit in Bodenproben 

Die B e s t i m m u n g  der  A k t i v i t ~ t  mikrob ie l l  geb i lde te r  
E n z y m e  im B o d e n  is1" ein h/ iufig a n g e w e n d e t e s  V e r f a h r e n  
zur  Cha rak t e r i s i e rung  der  b io logischen  Ak t iv i tA t  des Bo- 
dens  1, 2. Es  muss  j e d o c h  fes tges te l l t  werdeu,  dass  ftir viele 
in te ress ie rende  E n z y m e  ke ine  gee igne ten  M e t h o d e n  be- 
sch r i eben  s ind,  die ih re  A k t i v i t ~ t s b e s f i m m u n g  im B o d e n  
erm6gl ichen .  

Die Kata lase ,  ein we l t  ve rb re i t e t e s  E n z y m ,  das  die 
S p a l t u n g  y o n  Wasse r s to f fpe roxyd  in Wasse r  u n d  Sauer-  
s toff  ka ta lys ie r t ,  k a n n  zwar  r ech t  g u t  t iber  die spek t ra l -  
p h o t o m e t r i s c h e  u n d  t i t r i m e t r i s c h e  B e s t i m m u n g  des Sub-  
s t r a t v e r b r a u c h e s  u n t e r s u c h t  werden  3, doeh  s ind  be ide  
M e t h o d e n  n i c h t  a n w e n d b a r ,  w e n n  die Akt ivi t~t t  des E n -  
zymes  ill B o d e n p r o b e n  gemessen  werden  soll, da  in  d iesem 
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Fa l l  die B o d e n f i r b u n g  in der  Reak t i ons l 6 s ung  s t6r t .  Es  
b l e i b t  die B e s t i m m u n g  des sich b i l d e n d e n  Sauerstoffes.  
Dieses is t  e inma l  m6gl ich  im s o g e n a n n t e n  r 
in  d e m  der  Sauers to f f  v o l u m e t r i s c h  gemessen  wird  3,4, 
oder  aber  mi t t e l s  e iner  Sauers tof fe lek t rode .  

Beide  M e t h o d e n  w u r d e n  zungchs t  auf  ihre  B r a u c h b a r -  
ke i t  h in  un t e r such t ,  i n d e m  die Saue r s to f fb i ldung  in Ab-  
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Fig. 1. Abh~ingigkeit der Sauerstoffbildung yon der Menge zugegebe- 
net Katalase. 0 - - 0 ,  gemessen mi tde r  Sauerstoffelektrode; �9 
gemessen im Katalaser (ml O~/min • 10-mg Katalase • 10). 
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Fig. 2. Zeit-Umsatz-Kurven katalasehaRiger Bodenproben. 0 - -0 ,  
2 g Boden; �9169 3 g Boden. 

hgng igke i t  v o n  der  vorge leg ten  E n z y m m e n g e  b e s t i m m t  
wurde.  Zur  v o l u m e t r i s c h e n  Messung  wurde  dabe i  zu 
30 inl  Versuchs l6sung,  die das  E n z y m  in Tris-Puffer 
(pH 7,2) en th ie l t ,  1 ml  e iner  30%igen  H 2 0 , - L 6 s u n g  gege- 
ben.  Der  en twe ichende  Sauers tof f  wi rd  n u n  1 ra in  in  e iner  
g r adu i e r t en  S~iule aufgefangen.  F igu r  1 zeigt, dass  die 
F o r d e r u n g  n a c h  l ineare r  Abh~tngigkei t  des geb i lde ten  
Sauers toffes  yon  der  E n z y m m e n g e  in d e m  Bere ich  bis  
2,0 m g  K a t a l a s e  (Merck - D a r m s t a d t ,  Nr.  : 5183) pro  An-  
sa tz  gegeben  ist. 

E m p f i n d l i c h e r  is t  die Messung des Sauers toffes  m i t  e iner  
Sauers to f fe lek t rode  (WTW-OXI 39). I n  d iesem Fal l  wird 
n a c h  der  Zugabe  des Wasse r s to f fpe roxyds  zu den  30 ml  
Versuchs l6sung  die Zeit  e rmi t t e l t ,  die b e n 6 t i g t  wird, u m  5, 
10 oder  15 m g  02 zu b i lden,  Die o p t i m a l e  Ver suchsdaue r  
l iegt  h ie r  zwischen 10 u n d  20 sek. I n  F igur  1 s ind die Er -  
gebnisse auf  ml  O3 pro  ra in  u m g e r e c h n e t  worden.  Es  zeigt  
sich, dass  auch  ftir diese Me thode  die l ineare  A b h i n g i g -  
ke i t  zwischen p r o d u z i e r t e m  Sauers tof f  u n d  E n z y m m e n g e  
gilt. I n  d iesem Fal l  i s t  j edoch  die E m p f i n d l i c h k e i t  im 
Vergle ich  zum K a t a l a s e r  u m  das  10fache e rh6ht .  

Somi t  ergi inzen s ich be ide  M e t h o d e n  p r a k t i s c h  ideal.  
Wi rd  die S a u e r s t o f f k o n z e n t r a t i o n  au fg rund  h o h e r  K a t a -  
l a s e a k t i v i t g t  so hoch,  dass  der  gebi lde te  Sauers tof f  aus der  
Versuchs l6sung  en tweich t ,  is t  ans te l le  der  Messung mi t  
der  E l e k t r o d e  die B e s t i m m u n g  m i t  Hilfe  des Ka ta l a se r s  
m6glich.  

F igu r  2 zeigt  eine Z e i t - U m s a t z - K u r v e ,  gewonnen  n l i t  
Versuchs l6sungen ,  die ans te l le  des Enzympr~ ipa ra t e s  2 g 
bzw. 3 g f r i schen B o d e n  en th ie l t en .  Gemessen  wurde  die 
A k t i v i d i t  des in der  B o d e n p r o b e  e n t h a l t e n e n  E n z y m s  
a n h a n d  der  v o l u m e t r i s c h e n  S a u e r s t o f f b e s t i m m u n g .  Der  
K u r v e n v e r l a u f  zeigt  eine fo r t s eh re i t ende  R e a k t i o n s v e r -  
z6gerung,  wie es fiir eine IReaktion ers te r  O r d n u n g  t yp i s ch  
ist. Fi i r  die B e s t i m m u n g  der  Ka ta laseak t iv i t~ i t  in  Boden-  
p r o b e n  is t  die Me thode  der  v o l u m e t r i s c h e n  Messung des 
e n t w e i c h e n d e n  Sauers tof fes  der  B e s t i m m u n g  mi t t e l s  
Sauers to f fe lek t rode  vorzuz iehen ,  da  der  a p p a r a t i v e  Auf-  
w a n d  e rheb l i ch  ger inger  is t  u n d  t r o t z d e m  gu t  r ep rodu-  
z ierbare  Ergebn i s se  zu erzieten sind. Bei  n u t  ger ingen  Ka-  
ta laseakt iv i t~ i ten  r e i ch t  j edoch  die E m p f i n d l i c h k e i t  dieser  
Me thode  n i c h t  aus, so dass  der  E i n s a t z  der  Sauers toff-  
e lek t rode  n o t w e n d i g  wird. So is t  zum Beispie l  der  Ante i l  
der  Ka ta laseak t iv i t~ i t  e iner  Bodenprobe ,  der  n i c h t  an  
Bodenkol to ide  adso rb i e r t  ist, n u r  m i t d e r  empf ind l i chen  
Methode  zu messen,  da  er n u r  0 ,5 -1% der  in der  Boden-  
suspens ion  ge fundenen  Aktivi t~i t  a u s m a c h t .  

Summary. Two m e t h o d s  for t he  d e t e r m i n a t i o n  of 
ca ta lase  a c t i v i t y  in  soil samples  are  descr ibed.  
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