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SUMMARY

Standardisation of the direct spectrophotometvic quantitative analvsis of chromatogramns.
1. Simultancous transmittance and reflectance measureinents

An improved method for the direct spectrophotometric evaluation of thin-
layer chromatograms is described. The simultaneous transmittance and reflectance
measurement on the same track results in a constant baseline. The advantages of this
new method are as follows: increased sensitivity and reproducibility, a linear relation-
ship between the recorded peaks and the amounts present. The possibilities of further
technical development and its significance for the research are discussed.

EINFUHRUNG

Die verschiedenen chromatographischen Trennverfaliren stellen heute die
methodischen Voraussetzungen der chemischen und biochemischen Mikroanalyse,
sowohl bei der routinemissigen als auch der wissenschaftlichen Arbeit dar. Das Ziel
der chromatographischen Aufarbeitung ist gewhnlich die qualitative und meistens
auch die quantitative Erfassung der Komponenten.

Die Auswall der geeigneten Technik hingt immer von den physikochemischen
Eigenschaften der zu analysierenden Substanzen ab. So bezweifelt heutzutage nie-
mand, dass fiir Substanzen, die selbst fliichtig und bestéindig sind, oder sich mit gut
kontrollierbaren Reaktionen in temperaturstabile, fliichtige und fiir die Verbindung
charakteristische Derivate iiberfithren lassen, eine universale Standardmethode zur
Verfiigung steht: die Gaschromatographie. Sie ermdéglicht — analog zur automati-
sierten Siulenchromatographie — die quantitative Messung der einzelnen TIrak-
tionen wihrend der Auftrennung. Man kann wohl behaupten, dass die ’’direkte
Auswertung’’ von Gas- und Sdulenchromatogrammen eine gut ausgearbeitete und
in der Praxis hervorragend bewilhrte Arbeitsmethode ist. Viel umstrittener ist die
analoge Arbeitsweise fiir die Papier- und Diinnschichtchromatographie. Dass Densito-

* Gegenwiirtige Adresse: Astra AB, AI'C, Abteilung fiir Analytische Chemic, 15 185 Séder-
tidlze, Schweden.,
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meter nicht ausreichend quantitativ arbeiten!, ist in vielen Fillen darauf zuriick-
zufithren, dass die Anfidrbungsreaktion — die wohl im Reagenzglas brauchbare Re-
sultate zu liefern vermag — auf dem entwickelten Chromatogramm unkontrollierbar
ablduft. Mit Verdnderungen des Adsorbents muss bei Anwendung von Sprayreagenzien
ebenfalls immer gerechnet werden. Die letztgenannte IFehlerquelle konnte durch die
wihrend der letzten Jahre entwickelten Zweistrahlgerite (Chromoscan, IFa. Joyce,
Loebl & Co., Ltd., Princesway, Team Valley, Gateshead rx, Great Britain; Schoeffel
SD 3000, Schoeffel Instrument Co., Westwood, N.J., U.S.A.) einigermassen ausge-
glichen werden. Trotz mathematischer Schwierigkeiten und einer Reproduzierbarkeit,
die schlechter ist, als diejenige der herkémmlichen Photometrie, zeigt die Densito-
metrie* eine stark zunehmende Tendenz. Hohe Empfindlichkeit und grosser Zeitgewinn
kennzeichnen diese Messmethode. Ihre Zuverlidssigkeit wurde stets verbessert und
besitzt in vielen Tillen ausreichende Sicherheit, da die gewéhnliche Photometrie
durch die Aufarbeitung von Chromatogrammen ebenfalls mit Fehlerquellen (Elutions-
verluste, Zerstérungsprozesse u.s.w.) behaftet ist.

APPARATUR UND MATERIAL

Die Untersuchungen wurden mit einem Vitatron-Densitometer (Modell VFD
500, Vitatron, Dieren, Die Niederlande), Schoeffel-Densitometer (Modell SD 3000,
Schoeffel Instrument Co., Westwood, N.J., V.S.A.) und Zeiss-Chromatogrammspelk-
tralphotometer (Carl Zeiss, Oberkochen/Wiirtt.,, D.R.D.) durchgefiihrt.

Weitere Hilfsausriistung: Elektronischer Integrator (Hewlett-Packard, Modell
3370 A), registrierender Spektralphotometer Zeiss DMR 21. Verwendet wurden selbst-
beschichtete Diinnschichtplatten aus aktiviertem Kieselgel G (Fa. E. Merck AG,,
Darmstadt). Als Modellsubstanzen dienten: 178-Hydroxy-4-androsten-3-on-2,4-di-
nitrophenylhydrazon (Testosteron-2,4-dinitrophenylhydrazon = ‘“Testo-2,4-DNPH"’;
Amax. = 385 nm), 38-Hydroxy-5-androsten-17-on-2,4-dinitrophenylhydrazon (Dehyd-
roepiandrosteron-z,4-dinitrophenylhydrazon = "DHEA-2,4-DNPH"”; Amax. = 305
nm) und Sudanrot fiir die Chromatographie (C.I. 26100; Amax. = 515 nm). Vor der
Verwendung wurden alle Substanzen auf chromatographische und spektrophoto-
metrische Reinheit gepriift.

EXPERIMENTELLER TEIL

Zur Untersuchung des Messverfahrens wurden solche Modellsubstanzen ausge-
wihlt, die bei einer bestimmten Wellenlinge innerhalb des Spektralbereiches der
Gerite ein Absorptionsmaximum haben. Die Diinnschichtplatten wurden aus Kiesel-
gel G mit Hilfe einer Quickfit Beschichtungsausriistung hergestellt. Schichtdicke:
0.25 mm. Die Experimente wurden mit maximaler Spaltléinge von 14 mm vorgenom-
men. Dementsprechend teilte man die Platten mit diinnen Linien in 17 mm breite
Spuren auf. Darnit war bezweckt die zu chromatographierenden Substanzen, welche
punktférmig aus einer Standardlésung auf die Diinnschichtplatte aufgetragen wurden,
innerhalb der durch die Spaltlinge bestimmten Grenzen zu halten. Durch Ermittlung
der Basislinie? vor der chromatographischer Trennung konnte man selbst Substanz-

* Die Bezeichnung “‘Densitometrie” wird fir die Direktauswertung von Chromatogrammen
allgemein benutzt. '
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Tig. 1. Transmissionsmessung mit Einstrahlprinzip. Densitogramm von 30 ng Testosteron (als
Testo-2,4-DNPH) mit der zugehsdrigen Basislinic, Die Aufnahme erfolgte mit dem Vitatron-Densito-
meter.

Fig. 2. Transmissionsmessung mit Einstrahlprinzip. Unten die entsprechende Basislinie, A = 2,4~
Dinitrophenylhydrazin-Uberschuss; B = 50 ng Testosteron (als Testo-2,4-DNPH). Dic Aufnahme
crfolgte mit dem Schoeftcl-Densitometer.
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Fig. 3. Dieselbe Probe, wie Fig. 2. Die Aufnahme erfolgte mit Doppelstrahlprinzip mit Schoeffel-
Densitometer. Unten: die entsprechende Basislinie.
Fig. 4. Transmissionsmessung mit Einstrahlprinzip. Unten: cie entsprechende Basislinie. A = song

Testosteron (als Testo-2,4-DNPH); I3 = unpolares Reaktionsnebenprodukt. Die Anfnahme er-
folgte mit dem Zeiss-Chromatogrammspektralphotometer.
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Fig. 5. Dieselbe Probe wie Fig, 4. mit Remissionsmessung.

Fig. 6. Basislinien der Trans- (unten) und Remissionsmessung (oben)., Vgl.: Fig. 4 und 5.
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Fig. 7. Schaltschema zur Messung mit getrennter Erfassung und Verstidrkung der Signale von
Trans- und Remission. 1 = Lichtquelle; 2 = Messobjckt; 3 = Photomultiplikator von Remission;
4 == Photomultiplikator von Transmission; 5 = Verstiirker der Remissionsseite; 6 = Verstidrker
der Transmissionsseite; 7 = Spreizungszusatz zur Kompensierung der Ausgangsspannung: 8 ==
Schreiber.

Fig. 8. Dicselbe Probe wie Fig. 4 und 5. Die Aufname erfolgte mit Simultanmessung von Trans-
und Remission. Aufnahme 1: A = 2,4-Dinitrophenylhydrazin-Uberschuss; 13 == 50 ng Testosteron
(als Testo-2,4-DNPH); C = unpolarcs Reaktionsnebenprodukt. Die Schwanzbildung kommt
deutlich zum Vorschein. Aufnahme 2: Basislinie der Simultanmessung, Aufnahme 3: Ligenstabi-
litdt des gesamten Systems,
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mengen ermitteln, deren Absorption sich in der Griossenordnung der unspezifischen
Basislinienschwankungen bewegten. Wie aus den Fig. 1-5 zu ersehen ist, erméglicht
die Substraktion der vorher registrierten Basislinie eine sichere Erkennung der sub-
stanzspezifischen Absorption, unabhingig vom Messprinzip und Gerit. Dadurch
wird die Nachweisgrenze betrichtlich herabgesetzt. Eingehende Untersuchungen
wurden dann mit dem Zeiss-Chromatogrammspektralphotometer vorgenommen,
welches die grosste Vielseitigkeit aufwies. Vergleichende Untersuchungen in Trans-
und Remission haben gezeigt, dass die Basislinien einer strengen Gesetzmissigkeit
unterworfen sind. Bei entsprechender Einstellung der Verstirkungsverhiltnisse ver-
halten sie sich wie Spiegelbilder zueinander (Fig. 6); gleichzeitig sind Signale, die
durch Absorption einer Substanz erzeugt werden, gleichgerichtet (Fig. 4 und s5).
Diese Erkenntnis war Anlass zur Durchfithrung von Simultanmessungen in Trans-
und Remission. Bei entsprechender Einstellung der Empfindlichkeiten der Empfinger
—die von Fall zu Fall etwas variieren kann — erreichte man, dass bei getrennter
Erfassung beider Signale durch Serienschaltung die Basislinienschwankungen elimi-
niert wurden. Tig. 7 zeigt die Schaltung schematisch. In der Tat iiberschreiten die

Schwankungen kaum die durch Eigenstabilitiit des gesamten Systems gestellten
Grenzen (Tig. S).

y |

Fig. 9. Schaltschema zur Zusammenfithrung der Signale vor der Verstirkercinheit. 1 = Gemein-
same Hochspannungsversorgung; 2 = Schalter zur Einstellung des optimalen Transmissions- und
Remissionsverhéltnisses; 3 = Lichtquelle; 4 = Messobjekt; 5 = Photomultiplikator der Remis-
sionsseite; 6 = Photomultiplikator der Transmissionsseite; 7 = Der gemeinsame Arbeitswider-

stand; 8 = Verstiirker; 9 = Spreizungszusatz zur Kompensiecrung der Ausgangsspannung;
10 = Schreiber.

Es bedeutet keine prinzipielle Anderung die Signale vor der Verstirkereinheit
zusammenzufithren (Fig. g). Das R/T-Verhiiltnis kann mit einem Spannungsteiler
optimiert werden. Da die Untergrundschwankungen eliminiert wurden, konnten bei
den Modellsubstanzen ohne Schwierigkeiten Messungen bis zu 1o ng durchgefiihrt
werden. An einigen Beispielen wurde die Funktion des modifizierten Systems gepriift.
Aus einer Testo-2,4-DNPH Standardlésung wurden bekannte Mengen zwecks
Ermittlung der Kalibrationskurve auf eine Diinnschichtplatte aufgetragen. Nach
Entwicklung des Chromatogramms bestimmte man die Ortskurven. Die direkte
Integrierung erfolgte mit dem elektronischen Integrator. Die ndherungsweise Integ-
rierung filhrte man manuell durch, indem die registrierten Ortskurven in Sequenzen
von T mm aufgeteilt wurden. Fiir jede Sequenz rechnete man den mV-Wert an
Hand der aktuellen Formel um und summierte sie (siehe spiiter).

J- Chromatogy., 63 (1971) 211—-221
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ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Bei der Auswahl der Modellsubstanzen wurden Eigenschaften wie Eigenab-
sorption, chemische Stabilitit und Kontrollierbarkeit wihrend des Experimentes
besonders beriicksichtigt. Dieses Prinzip erwies sich bereits frither als sehr brauch-
bar®?, Man musste ihm auch diesmal den Vorzug gegeniiber derartigen Farbreak-
tionen, wie die Bildung von ‘“Chromogenen’” nur mit grossten Schwierigkeiten zu
kontrollieren ist, geben. Mechanische Verinderungen der Adsorbentschicht wurden
ebenfalls vermieden. Der elektronische Integrator und der registrierende Spektral-
photometer sorgten fiir eine Genauigkeit von 4- 5 % wihrend der gesamten Unter-
suchung. .

Unter diesen Versuchsbedingungen war es moglich die Eigenschaften der
einzelnen Geridteanordnungen unabhingig von chemisch-methodischen Fehlern zu
studieren. Die Experimente zeigten, dass die Stérung der von der Adsorbentstruktur
herrithrenden Schwankungen praktisch genommen vollstindig auszuschalten ist.
Wenn man die Vorginge in der Adsorbentschicht etwas niher betrachtet (Fig. 10),

Fig. 10. Schematische Darstellung zur theoretischen Betrachtung der Simultanmessung. ‘Weitere
Erlauterungen sind im Text enthalten,

so ist dies durchaus verstindlich und gleichzeitig Erklirung dafiir, warum es méglich
ist die wellenlingenunspezifischen Signale bei Simultanmessung zu eliminieren,
wobei wellenlingenspezifische Absorption relativ verstidrkt erscheint. I'olgende Ab-
schitzung moge dies verdeutlichen. Es gilt:

IR - IT - IS.ubs. = k'IL -_ Cl = Const.lo (1)
wobei

I = einfallende konstante Strahlung aus der Lichtquelle,

Ip = remittierte Strahlung,

Ip = transmittierte Strahlung,

Is abs. = durch die chromatographierte Substanz absorbierte Strahlung,

Ip abs. = durch die Platte absorbierte Strahlung (als konstant angenommen:
C,), und

k < 1, da die gestreute Strahlung innerhalb eines begrenzten Raumwinkels
erfasst wird.

Bei Fehlen einer Substanz (Is,ans., = 0) wird (1) :
Ip + Iy = Const. (2)

woraus ersichtlich ist, dass sich Ir und Ir gegensinnig #@ndern (Kompensation von
Schwankungen der Basislinie). Gelangt eine chromatographierte Substanz in den
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Strahlengang, so zeigt (1) die gleichsinnige Anderung von Ir und I7 (Is.abs. % O)
(Fig. 4 und 5).

Diese experimentelle Tatsache ist ausschlaggebend bei der mathematischen
Behandlung von Messproblemen. Wir haben gesehen, dass das Verhalten der reinen
Adsorbentschicht dem Gesetz des Energieerhaltes entspricht (2). Es ist auch leicht
einzusehen, dass die Gegenwart einer absorbierenden Substanz nur die Intensititder
remittierten (I/z) und durchgelassenen (f7) Strahlung zu veridndern vermag, da die
anderen Grossen konstant gehalten werden. Da unsere Informationen von Messungen
der remittierten und durchgelassenen Strahlung stammen, diirfen wir zunichst auf die
entsprechenden Gesetzmassigkeiten zuriickgreifen. Mit anderen Worten: die Gesetze
der Photometrie (Lambert—Beer) sowie die der Reflexionsspektroskopie (Kubelka-
Munk) fiir Chromatographie sollten fiir unser System gleichzeitig giiltig sein.

Zunidchst wollen wir den Fall untersuchen, bei dem die Voraussetzungen des
Lambert—Beerschen Gesetzes erfiillt werden:

KeC =1In 5—'@'—'— 3)

wobei KT Materialkonstanten zusammenfasst. Der Anteil der gesamten Lichtenergie,
welcher an den substanzfreien Stellen des Messobjektes durchdringt, sei K,-7r.
It ist die durch die absorbierende Substanz (Konzentration = C) geschwichte Licht-
intensitit. Die Lichtstirke erscheint an den Polen des Verstirkers als Spannung:

K1.1L= U.,
Iy = Ug — Ux.T

U,y ist die maximale Spannung (bel grosster Lichtstirke = ohne Absorption). Diese
Spannung wird durch Lichtabsorption geschwicht. Die U,, — Uz r verminderte
Spannung ist der It Lichtintensitat direkt proportional. U, r ist die aktuelle Span-
nung. In diesem Fall konnen wir (3) umschreiben:

Un
KT‘C =1In -f]:—_——t-j-;-;_ A (4)

Mit einer dihnlicher Uberlegung kénnen wir auch den Fall beschreiben, bei dem
die Voraussetzungen der Kubelka—-Munk Theorie erfiillt werden?!!:

23 _ (1 — Ry
s O R =R

K€ = 3R+ R) -1 5)

wobei R den relativen Remissionsgrad darstellt: R = @,/®p (P, = Remissionsver-
mogen, geschwiicht durch die Lichtabsorption einer Substanz und @, = Remissions-
vermogen der substanzfreien Stellen des Messobjektes) und K die Materialkonstanten
zusammenfasst.

Das reflektierte Licht erscheint wiederum als Spannung und zwar @p = K, I,
= Um, entsprechend dem maximalen Anteil der Gesamtenergie. Zieht man die ak-
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tuelle Spannung (Ugz,z) von der maximalen Spannung ab, so erhiilt man eine dem
geschwiichten remittierten Lichtstrom proportionale Grosse:

D, =1Ip= Un — Ux.R

Den relativen Remissionsgrad konnen wir also mit Hilfe der gemessenen Spannungen
ausdriicken:

— Um — Ux.R
R = T

anschliessend in (5) einsetzen. Nach einer einfachen Ableitung erhiilt man:

. — l U,,, — Ux.k -
KpC = 2(U,,, —U.ax U, l) (6)

Vorangehende Uberlegungen haben sich experimentell trotz zahlreicher Ver-
nachlissigungen und Vereinfachungen als richtig erwiesen. Die Summe von (4) und
(6) erginzt mit einem konstanten IFaktor ergibt zwischen Konzentrationen und
Signalgrossen eine lineare Funktion (Fig. 1x). Der Faktor 1/3 wurde durch Messungen
ermittelt und entspricht dem Verstirkungsverhiltnis zwischen Trans- und Remissions-
signalen:

KT . ___1_ Ux.k
(_3—0-+KR)C_31 U —Ux’.r (U - “x.R U —1) (7)

bzw. fiir die praktische Anwendung die integrale Form:

£z+xn)fc-dz=éjln.u_fm__rdl+%j(v L= R—U;j'“—l)dl ()

wobei simtliche Verdnderlichen (C, Uz,7 und Ug r) jeweils eine Funktion des Ortes
(1) sind.
Unter optimalen Versuchsbedingungen sollte man die Lichtintensitit an

»

304

Integral { Kx € x mm)

Menge (ug)

Fig. 11. Standardkurven von Testosteron (als Testo-2,4-DNPH). Ermittelt durch niherungsweise
Integrierung mittels der Formel (4): O—0O (i{ = Kz) und (6): @—@ (K = Kp). Dic errech-
nete Standardkurve durch Addierung von 1/3 (4) und (6): O —0O (I = /3Ky 4+ Kg).

J. Chromatogr., 63 (1971) 211—221
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beiden Seiten des Messobjektes erfassen, mit Hilfe des jeweils entsprechenden Trans-
formators umwandeln und schliesslich addieren. Diese Versuchsanordnung konnte
durch Ergénzung des aus der Fig. 7 ersichtlichen Schaltschemas aufgebaut werden.
Da zur Zeit nur der Transmission—-Extinktions-Transformator kommerziell zu-
géinglich ist, miissen Serienuntersuchungen aufgeschoben werden. Die manuell
durchgefiihrte niherungsweise Integrierung bestitigte jedoch, dass die vorangehen-
den Uberlegungen richtig sind (Fig. 11).

Es ist von praktischem und wirtschaftlichem Interesse, das durch die Fig. g
dargestellte System mit einem Transformator auszustatten, welcher dann die Lineari-
sierung der Substanzmenge-Signalgrosse-IF'unktion erméglicht. Zur Herstellung eines
zuverldssigen Transformators benottigt man jedoch entweder die besagte mathe-
matische FFunktion, oder zumindest eine experimentell ermittelte Skala. Mit Bei-
behaltung der Grundformel (8) wurden empirische Funktionen ausprobiert. Es
konnte gezeigt werden, dass das Verhiltnis zwischen Trans- und Remissionskurven

2500 |
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E ’En-u- - N TR - T, 0.9%6‘
= 0.6 =%
==
500 - 0 g §
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Fig. 12. Standardkurve von Testosteron (als Testo-2,4-DNPH) bei Transmissionsmessung (@ —@),
Remissionsmessung (O —0) und der Quotient von Remissions- und Transmissionskurven,
RIT (O—0Q).

nahezu konstant und unabhingig von der Substanzmenge ist (Fig. 12). Tatsdchlich,
musste die FFormel (8) nur mit einem konstanten Faktor (f) ergdnzt werden, um eine
lineare Standardkurve zu erhalten:

1 Um 1 Um Ux.T.R )
dl =2 ~ = - —1)-ar (9
KT.RJ‘C dl Sj‘ln Um —f'Ux‘T‘R dl +2j(U,,,—Ux'T_R Um 1 d ( )

Die Grissen entsprechen denen der I'ormel (8). Diese wurden jedoch durch Simultan-
messung erhalten. Die ndherungsweise durchgefithrte Integrierung ergab eine lineare
Standardkurve bei f = 0.7. Dieser Wert wurde durch Ausprobung mehrerer Fak-
toren (Fig. 13) experimentell ermittelt und stimmt mit dem Verhiltnis zwischen
Trans- und Remissionskurven iiberein. Die Zuverldssigkeit der Formel (g) zeigt am
besten ein Vergleich zwischen zwei Standardkurven, die nach Chromatographie in
zwei verschiedenen Systemen erhalten wurden. Die direkte Integrierung der Orts-
kurven ergab erwartungsgemiss sehr unterschiedliche Standardkurven (Fig. 14), da
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die Form der Substanzflecke extrem unterschiedlich war. Durch nidherungsweise
Integrierung nach Umrechnung der einzelnen r mm breiten Sequenzen erhielt man

zwei nahezu gleiche lineare Standardkurven (Fig. 15). Experimente mit anderen hier . .~

nicht aufgefiihrten Substanzen ergaben dhnliche Resultate.

Es sind Untersuchungen mit automatischem Transformator in Vorbereitung,
wodurch Serienuntersuchungen schnell und zuverlissig vorgenommen werden kénnen.
Nur eine eingehende Priifung kann entscheiden; ob eine Konstruktion mit zwei oder
mit einem Transformator zum Ziele fiihrt. Es wiire ja sonst wegen des grossen mathe-
matischen Aufwandes unmoglich, die Vorteile des neuen Systems vollstindig auszu-

[
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Fig. 13- Standardkurven von Testosteron (als Testo-2,4-DNPH) berechnet durch néherungsweise
Integrierung der Formel (9). A—A., f= 0.3; @—@, f.= 0.7 ; O—O, f= 1.

Fig. 14. Standardkurven von Testosteron (als Testo-2,4-DNPH) nach Chromatographie im Sy-
stem Chloroform—Pioxan (93:7) (0—0), bzw. Benzol-Athylacetat (4:1) (@—@). Ermittelt
durch direkte Integrierung der Ortskurven.

Py

Integral (kp‘ 7 %Cwmm)
= N W e ua @ 9

(=]
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(2]
=
N

Fig. 15. Die Standardkurven der Fig. 14 wurden durch ndherungsweise Integriecrung der Formel
(o) ermittelt, wobei fiir f = 0.7 eingesetzt wurde.
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niitzen. Bei der endgililtigen techmischen Ausfiihrung werden folgende weitere Mog-
lichkeiten unter Ausprobung gezogen: Die integrale Erfassung des Lichtes an belidem
Seiten des Messobjektes mit Hilfe je ecimer Photometerkugel oder eimer fasemoptisclemn
Vorrichtung!?., Diese Modifikationen diirften der elektromischen Stabilitiit wnd da-
durch zur Erhthung der Empfindlichkeit des Instrumentes erheblich beftragen. Tlber
letztgenannte Untersuchungen wird an anderen Stellen berichtet wemdem.
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ZUSAMMENTFASSUNG

In vorliegender Arbeit wird eine verbesserte Methode fitr die direkte speltro-
photometrische Auswertung von Diimnschichtclhmomatogrammen besclmiebem. Die
simultanen Trans- und Remissionsmessungen aunf der selben Spur engeben eime kom-
stante Basislinie. Die Vorteile dieses menen Verfahrens sind : erhdlhte Empfmdichieedt
und Reproduzierbarkeit, lineare Funktion zwischen den registriertem Ortskorven wmd
den chromatographierten Substanzmengemn. Auch weitere techmische wmd wissem-
schaftliche Entwicklungsmoglichkeiten wurden dislutiert.
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