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D i i n n s c h i c h t - C h r o m a t o g r a p h i e  a u f  L i n i e n g l a s  

Von allen chromatograph i schen  Tremamethoden  ha t  in 
der  le tz ten Zeit  besonders die Df innschicht -Chromato-  
graphie  die gr6sste Bearbe i tung  gefunden und eine rapide 
Auswei tung  erfahren.  STAHL ~ k o m m t  vor  al lem das Ver- 
dienst  zu, die Bedeu tung  und die M6glichkei ten der  Diinn- 
sch ich t -Chromatographie  r ieht ig  e rkannt  und in ~Veiter- 
f t ihrung der  ersten AnsAtze'-' dieses Trennver fahren  durch  
eine sorgf/tltige Ausarbe i tung  von  technischen Detai ls  so 
s tandardis ie r t  zu haben,  dass es a l lgemein anwendbar  ist  
und mi t  re la t iv  ger inger  Anlernzei t  yon den Labora tor ien  
der  verschiedens ten  Forschnngsr ich tungen  m i t  Erfolg  
f ibernommen werden konnte .  - Eine  der  wicht igs ten  Vor- 
ausse tzungen zur  Erz ie lung yon b rauehbaren  und auch 
reproduzierbaren  Ergebnissen bei der  Di innschicht-  
Chromatograph ie  ist  die Gewinnung  yon dfinnen und vor  
al lem gleichmAssigen Adsorbens-Schichten .  Naehdem 
S'rAHL einen einfachen und sehr gu t  funkt ion ierenden  
S t re iehappara t  beschr ieben ha t t e  a,3, sind eine ganze Reihe  
von E in r i ch tungen  zur Erz ie lung von  diinnen, gleich- 
m/tssigen Schichten im Hande l  erschienen,  die zum Tell  
auch ges ta t ten ,  die Schichtd icke  zu vari ieren.  

Im  folgenden m6ch ten  wir  fiber eine technische Modifi- 
ka t ion  der  Di innsch ich t -Chromatograph ie  ber ichten,  bei 
der  die Schichtdicke  der  TrXgermasse nicht  durch einen 
St re ichappara t ,  sondern durch die OberflRchenbeschaffen- 
heir der  Glaspla t te  selbst  b e s t i m m t  wird. i m  Glashandel  
l~sst sich n~mlieh sogenanntes  Linienglas leicht  beschaI- 
fen, das versehiedene Ril lent iefe  aufweist .  Wir  haben  ein 
solches, aus Belgien s t ammendes  Glas fiir diese modif iz ier te  
Df innsch ich t -Chromatographie  mi t  Erfolg  eingesetzt ,  das 
wir  uns en t sprechend  der in F igur  1 angegebenen Spezifi- 
ka t ionen  haben  zuschneiden lassen. 

n6t ig :  die P l a t t en  sind lu f t t rocken  di rekt  verwendbar.  
Vor  Gebrauch  werden die Rgnde r  der  P la t t en  mi t  Dau- 
men  und Zeigefinger v o m  anhaf t enden  Kieselgel beffeit. 
Es  empf iehl t  sich, die beiden ~iussersten der  12 bzw. 6 
Bahnen  jeweils unbenu tz t  zu lassen, da  dor t  ~Rand- 
effekte~ eine gr6ssere oder  kleinere Wanderungsgesehwin-  
digkei t  bewirken.  

Als T r e n n k a m m e r n  benfi tzen wir die im Hande l  fiberall 
leicht  erhgl t l ichen Steril isierglgser (Einmachglgser) ,  deren 
Innenwand  v o m  Boden bis zur Ver j f ingung des Glases mit 
e inem Fi l t r ie rpapiers t re i fen  ausgekleidet  und durch  das 
E lu t ionsmi t t e l  adh~tsiv f ixier t  wird. Eine  rasehe Kammer -  
s~ittigung lgsst sieh vor  dem Einbr ingen  der  Glasplat ten 
leicht durch kurzes Schi i t te ln  der  verschlossenen und mit  
den fibtichen Gummir ingen  gedich te ten  Sterilisiergt~iser 
erzielen. Das Auf t ragen  der  Subs tanzproben  geschieht 
wie fiblich. In  jeder  K a m m e r  lassen sieh gleichzeit ig zwei 
P la t t en  unterbr ingen  (siehe F igur  3). 
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Vorbere i tung  der P l a t t e n :  Auf 4 P la t t en  (yon je  80 m m  
Breite) bzw. 8 halben P la t t en  (von je 40 m m  Breite) ,  die 
- gut  gereinigt  und nament l i ch  en t f e t t e t  - Schmalsei te  
gegen Schmalsei te  ats Band auf  Zei tungspapier  ausgelegt  
sind, wird die Suspension yon 20 g Kieselgel (z. B. Kiesel-  
gel G (,Merck,)) und 40 ml VVasser, die in verschlossenem 
Er l e n meye r  30 sec kr/iftig gescht i t te l t  worden war  ~-, in 
Schlangenlinie  aufgegossen und mi t  einer geeigneten 
St re icheinr ich tung (siehe F igur  2) gleichm~issig ver te i l t .  
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Nach e twa 1-2 rain ha t  die Tr~germasse  etwas ((angezo- 
gen,), das heisst sie ist heller geworden,  worauf  mi t  Hilfe 
eines bre i ten  Metal lspachtels  das auf  den Ril len des 
Linienglases haf tende  iiberschiissige Adsorbens  grfindlich 
abgeschabt  wird. Dies wiederhol t  man,  nachdem die 
PIa t ten  w/ihrend 15 bis 20 h zum Trocknen  an der  Luf t  
gelegen haben.  Eine  anschliessende Akt iv ie rung  ist nicht 

Fig. 3 

lfie Vorteile der  hier beschr iebenen Modif ikat ion der 
l ) i innsch ich t -Chromatographie  sind die folgenden:  (1)Die 
Grundausr i i s tung  l~isst sich mi t  ausserordent l ich  ger ingem 
Kos tenaufwand  beschaffen.  Es  kann sich jeder  an seinem 
Arbei tsp la tz  e inen Satz  von  3-4 K a m m e r n  mi t  verschie-  
denen L6sungsmi t t e l sys temen  s te ts  gr iffberei t  vorr/ i t ig 
hal ten.  (2) Die als K a m m e r n  beni i tz ten  Steri l isierglgser 
schliessen dank  ihrer Gummir inge  absotut  dicht .  Ein  her- 
met i scher  Verschluss ist erfahrungsgem~tss nur  mi t  HiKe 
solcher Dich tungen  zu erzielen. (3) Die Ril len verh indern  
ein seitliches Ausbrechen der wande rnden  Substanzen.  
(4) Die einzelnen Subs tanzproben  k6nnen sehr  nahe 
nebene inander  aufget ragen werden und sind naeh dem 
En twicke ln  der  P l a t t en  nur  e twa  2 m m  (durch die Glas- 
rillen) vone inander  ge t rennt ,  wodurch  ein Vergleich der  
\Vanderungss t recken  der  einzelnen Subs tanzen  wesentl ich 
er le ichter t  wird. 

Die l ) f innsch ich t -Chromatographie  auf  Linienglas  lgsst 
sich nat i i r l ich nicht  zweidimensional  handhaben .  Auch 
sind die erziel ten Rf -Wer te  nicht  immer  reproduzierbar .  
Dies ist aber  bei gleichzei t igem Auf t ragen  yon Vergleichs- 

1 E. STAIIL, Chemikcr-Z. ,~2, 3'23 (1958); Angew. Chemic 73, 646 
(Lg01). 
Diesbezfigliche Literaturangaben siehe bei M. BRENNER und A. 
N~EDERWIESER, Exper. 16, 378 (1960). 

a Herstellung und Vertrieb dcs Streiehgerlitcs erfolgt durch C. Desaga 
GmbH, Hcidclberg. 
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subs tanzen  o h n e  B e d e u t u n g .  Die l ) i i n n s c h i c h t - C h r o m a t o -  
graphic au f  L in ieng las  is t  unseres  E r a c h t e n s  in e r s t e r  
Linie wegen ih re r  E i n f a c h h e i t  und  BilI igkei t  geeignet ,  
mit  Vor te i l  t iberal l  d o r t  e ingese t z t  zu werden,  we es 
wi inschenswer t  ist, s ich t iber  die Re inhe i t  und  E inhe i t -  
l ichkeit  e iner  S u b s t a n z  rasch  zu informieren~.  

Summary. A modi f i ca t ion  of t he  t h i n  layer  c h r o m a t o -  
g raphy  on  g rooved  c h r o m a t o p l a t e  is descr ibed,  which  

re . tuces the  usual  e q u i p m e n t  t() a ve ry  s imple  an d  inex-  
pens ive  ex t en t .  

A. (;aMP, I'. STt'I)I:R, 11. l.INl)l,; und  I,~UNO MI,:VEI¢. 

Pkarmazeutisckes luslilut der l'uiversiliit llasel (S'cka,ei:), 
11. April 1962. 

a I)cm Schweizerischen Nati~malflmds danken wit flit die ('nter- 
~tutzung dieser .%rl,.il. 

Class i f i ca t ion  of  M i c r o c o c c u s  (Staphylococcus 
aureus) by M e a n s  of D i f f erences  in E l e c t r o -  

p h o r e t i c a l  Mobi l i t y  of  E x t r a c t a b l e  P r o t e i n s  

I t  is poss ible  to  c lass i fy  Slaphylococcus aureus b y  m e a n s  
of d i f f e ren t  biological  a n d  i m m u n e - c h e m i c a l  r eac t i ons :  
phage - typ ing ,  a g g l u t i n a t i o n  a n d  ge l -p rec ip i t a t ion  h a v e  
been used  1. Cor re spond ing  to e v e r y  i nd iv idua l  i m m u n e -  
chemica l  reac t ion ,  wh ich  is used specif ical ly to  the  t ypes  
of t he  bac te r i a ,  t h e r e  m u s t  be  a series of specific compo-  
n e n t s  in  t he  mic ro -o rgan i sm  wh ich  p r o b a b l y  possess 
differences  in phys i co -chemica l  p roper t i e s  as well  as 
differences  in  i m m u n o l o g i c a l  p roper t i es .  Af te r  t h e  de-  
v e l o p m e n t  of t he  e l ec t rophore t i ca l  t e c h n i q u e  for micro  
scale p rocedures  (agar-gel -micro-e lec t rophores is )=,  i t  was  
therefore  a d j a c e n t  to  t r y  to  d e m o n s t r a t e  w h e t h e r  s t a p h y -  
lococci c o n t a i n i n g  non - iden t i ca l  i m m u n o l o g i c a l  compo-  
nen t s  revea led  di f ferences  in  t he  e l ec t rophore t i ca l  mobi -  
lities. 

Material and Methods. The  ob jec t s  of the  i n v e s t i g a t i o n  
were t he  t h r ee  types ,  Cowan  I, I I ,  a n d  I l l  (phage -g roup  
I, I I ,  a n d  I I I ) .  The  b a c t e r i a  were c u l t i v a t e d  in aga r  
m e d i u m  for 24 h. The  cu l t u r e  was  sc raped  off a n d  washed  
th r ee  t i m e s  w i th  sa l ine  ( the  b a c t e r i a  be ing  i so la ted  each  
t ime  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  10000 rpm) .  The  cu l t u r e  f rom 
one p l a t e  was  f ina l ly  s u s p e n d e d  in to  10 ml  buffer  (9 ml 
1 /153I  K H 2 P O  * + 1 ml 1 / 1 5 M  Na2HPO4).  Af te r  14 d a y ' s  
s t a n d i n g  a t  r oom t e m p e r a t u r e ,  t he  suspens ion  was cen t r i -  
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Agar-gcl-micro-electrophoresis of s(>luble pr<)teins from Staphyh~- 
cocci from Cowan group I, II, and III. A: Cowan group [l. This 
group of Staphylococci possesses the slowest llioving ~-fraction. 
B: Cowan group I. This group of Staphykmocci contains a ~,-globulin- 
traction with slow ~-'2-mobility. C: Cowan group I I I. This group of 
Staphylococci contains a distinct fraction with /J-l-mobility. 1): 
Cowan group I, 1 l, aml I l l  pooled. All three fraetion~ in the fi-?,-arca 

are visible. 

fuged an d  the  s u p e r n a t a n t  was sub jec t ed  to an  e lect ro-  
phore t i ca l  i nves t iga t ion  a f t e r  c o n c e n t r a t i o n  by  w m u u m  
dialysis.  

T h e  agar -ge l -mic ro-e tec t rophores i s  was pe r fo rmed  as  
descr ibed  b y  VVIEMF. L T h e  p ro t e i n  p a t t e r n  was  s t a i n e d  b v  
a m i d o  black,  also as descr ibed  b y  \ \ ' n ' :ME  ~. 

Results and Discussion. T h e  Figure  d e m o n s t r a t e s  the  
agar -ge l -mic ro-e lec t rophores i s  of the  e x t r a c t a b l e  p ro t e in s  
f rom t h e  t h r ee  types  of Cowan.  Each  type  possesses, in the  
r -y -a rea ,  a p ro t e i n  f r ac t ion  specific of the  type ,  b u t  differ- 
en t  in mob i l i t y  f rom type  to type.  By  pool ing  the  th ree  
e x t r a c t s  f rom t h e  t h r ee  types ,  i t  is d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  
th ree  f rac t ions  h a v e  d i f fe ren t  mobi l i t ies .  

P r o b a b l y  i t  is poss ible  by  m e a n s  of d i f ferences  in mo-  
b i l i ty  of e x t r a c t a b l e  p ro te ins ,  r evea led  in agar-geI-micro-  
e lec t rophores is ,  to  use th i s  m e t h o d  for t y p i n g  the  bac te r ia .  
T h u s  th i s  m e t h o d  could be used a d d i t i o n a l l y  to  the  t y p i n g  
by  COWAN b y  m e a n s  of a g g l u t i n a t i o n  a n d  p r e c i p i t a t i o n  
r eac t ions  a,4, a m e t h o d  which  h a s  l a t e r  been  e x t e n d e d  b y  
modi f ied  i m m u n e - c h e m i c a l  r eac t ions  6 v,~. I t  is qu i t e  
r easonab le  t h a t  f u r t h e r  d i f ferences  b e t w een  the  d i f fe ren t  
t ypes  of s t aphy lococc i  can  be revea led  in agar -ge l -micro-  
e lec t rophores is ,  especia l ly  in t h e  f rac t ions  localized in t h e  
a-area ,  b u t  t h e  resu l t s  f rom th i s  a rea  seem to be  more  
d i f f icul t  to  i n t e r p r e t e  w i t h o u t  a n  exac t  d e t e r m i n a t i o n  of 
t h e  re la t ive  mobi l i t ies  of the  d i f f e ren t  f rac t ions  (as de-  
sc r ibed  b y  \VIEME 2). 

Zusammen/assung. Mit  Agar - ( ; e l -Mik roe l ek t rophorese  
war  es m6gl ich,  typeuspez i f i sche  U n t e r s c h i e d e  in Mobili-  
t~tten v o n  16slichen P r o t e i n e n  der  dre i  T y p e n ,  Staphylo- 
coccus auretts, ~Cowan~), z(l d emo n s t r i e r en ,  l ) iese M e t h o d e  
k a n n  wahr sche in l i ch  zur  T y p e n b e s t i m m u n g  w m  S t a p h y -  
lococci u n d  a n d e r e n  B a k t e r i e n  b e n i i i z t  werden .  

l', I{OSENKAST an d  J. (]LAUSI';N 

University Institute el l¢iochemistr3,, Copeuhag, en (Den- 
marh), .]anuarv t9, 1962. 

l K. ,lESSEN, "l'hc~is E. MeNKS(;AARO, COlwnha~-en (l~,~;d~). 
'~ J. WIEME, "l'hc~i~ Arscia, Bruxelh's (I:~.5',~). 
a S .T .  CowaN, J. Path. Baet. 4a, :~I (19"~x). 
4 S . T .  C()XVAN, J. Path. Bact. 4s, 16:1 (19:19). 
:' ]C (21]RIs1"n~ and V. Kv:(mu, ,I. Path, Baet. 51, I~I  (191o), 
~; ]L }-loB~s, J. Hyg. 4#, 222 (191~). 
7 |5. KRAG ANI)ERSF.N al ld  ]{, [II<II.ESI'N, Ac ta  d(.rlllat.-v~,iwF~ll. 3I, 

671 (1951}. 
8 P. ()|'.'I)|NG, A('ta path. m ie r -b i . l ,  s tand. 41, : { Io (Hl;;7h 


