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Ein Vierteljahrhundert Diinnschicht-Chromatographie - 
eine Zwischenbilanz 

Von Egon Stahl" 

Seit 1958 wird die Diinnschicht-Chromatographie (DC, TLC) allgemein angewendet. Vor- 
aussetzungen dafiir waren die Verwendung eines sehr feinkomigen Materials zur Schicht- 
herstellung und der Nachweis, daB nicht nur die Trennung lipophiler Stoffgemische, son- 
dern auch von Herzglycosiden, Alkaloiden, Zuckern, Aminosauren etc. auf diinnen Silica- 
gelschichten schnell und einfach moglich ist. Beeindruckt von den Trennleistungen der Me- 
thode versuchte man spater, Sorptionsmittel mit geringer und eng fraktionierter KorngroBe 
auch in der Saulen-Chromatographie zu benutzen. Urn geniigend DurchfluB zu erreichen, 
brauchte man hahere Driicke: Die Hochdruck- oder Hochleistungs-Fliissigkeitschromato- 
graphie (HPLC) war somit aus der Taufe gehoben. In apparativer Hinsicht stand ihr die 
Gaschromatographie (GC) Pate. - Die chromatographischen Verfahren werden heute nach 
der Transportphase eingeteilt : Fliissigkeits-, Gas- und ,,Elektro"-Chromatographie. Oft er- 
fordert die Probenvorbereitung mehr Zeit als die eigentliche Chromatographie. Fur die 
DC-Methode haben thermische Schnellabtrenn- und Auftrageverfahren wesentliche Vor- 
teile erbracht. Die Kunst des Chromatographierens besteht nach wie vor darin, die 
stationiire Phase auf die mobile Phase und beide auf die Trenntechnik abzustimmen. Neue 
Mbglichkeiten bietet die Gradient-DC, z. B. lassen sich mit Gradientschichten selektiv In- 
formationen iiber einzelne Komponenten eines Gemisches erhalten und auch beachtliche 
Fokussierungseffekte erzielen. Die Sequenz-DC und die Zentrifugal-DC haben weitere 
Fortschritte angebahnt. Es stellt sich die Frage, ob die vor 25 Jahren formulierten Standard- 
bedingungen der DC noch gelten und wie die Variationen zu beurteilen sind. Neben den 
universellen werden gruppen- oder substanzspezifische Detektionsrndglichkeiten disku- 
tiert. Die quantitative Auswertung wird kritisch untersucht, wobei sich im Vergleich fur die 
HPLC-Methoden bessere Zukunftschancen abzeichnen. Kornbinations- und Kopplungsver- 
fahren erleichtern eine sichere Substanzidentifizierng. In einem Ausblick werden die 
Griinde untersucht, warum DC das einfachste, vielseitigste, unter dem Kosten-Nutzen- 
Aspekt giinstigste und am meisten angewendete chromatographische Trennverfahren ist 
und auf lange Sicht bleiben wird. 

1. Historische Einleitung schon nahezu 100 Jahre bekannt (vgl. Tabelle 1). Man fragt 
sich, warum weder die Pionieruntersuchung von Bey- 

allgemeinen Anwendung der Methode fOhrten. Auch 
meine erste Arbeit iiber dieses physikalisch-chemische 
Stofftrennungsverfahren aus dem Jahre 1956r61 mit dem da- 
rnals neuen Titel ,,Diinnschicht-Chromatographie" blieb 

DaS PrinziP der DilMschicht-Chromatographie, nam- ein&['l no& die danach veriiffentlichten Beitrage zu einer 
lich eine diinne Trennschicht auf einer Glasplatte, ist nun 
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ebenso unbeachtet wie ihre Vorlhfer. Der Durchbruch ge- 
lang erst, als die Firma Merck zur Herstellung eines spe- 
ziellen Silicagels (Kieselgels) fiir die Diinnschicht-Chro- 
matographie (DC, TLC) und die Firma Desaga zur Her- 
stellung einer sogenannten Grundausriistung mit Zubehor 
bewogen werden konnten. Beides wurde erstmals 1958 auf 
der Internationalen Chemie-Ausstellung (ACHEMA) in 

Saulenchromatog raphie Diinnschicht - Chromato- 

auf A1203 grephie auf Kieselgel 

Ein weiterer Fortschritt auf dem Gebiet der DC besteht 
darin, daB die Methode nicht auf TerpeneL4I beschrankt 
blieb, sondern auch eine Art Verteilungschromatographie, 
z. B. von Herzglycosiden, Saponinen, Alkaloiden, Amino- 
siluren und Zuckern auf dunnen Silicagelschichten mog- 
lich ist. So konnte der Anwendungsbereich auf zahlreiche 
Stofftrennungsproblerne der Chemie, der Biologie und der 
Medizin erweitert werden. 1962 erschien das erste Labora- 
toriumshandbuch der Diinnschicht-Chromatographie, ein 
Gemeinschaftswerk von Spezialisten, das zur weiteren Ver- 
breitung der DC wesentlich beitrug[']. 

Nahezu parallel mit der Weiterentwicklung der Diinn- 
schicht-Chromatographie ging die instrumentelle Entwick- 
lung der Gaschromatographie (GC) vor sich. Es brauchte 
seine Zeit, bis man erkannte, daB die GC keine Universal- 
Trennmethode ist und es auch noch die klassische Tswett- 
sche Ssulenchromatographie gibt. Stimuliert von der 
Trennleistung der feinkornigen Trennschichten der DC 
blieben Versuche nicht aus, mit diesem Material auch SHu- 
len zu fiillen. Da durch derartig enggepackte SSLulen nattir- 
lich fast nichts mehr hindurchlbft, muate man das Lb- 
sungsmittel mit Druck hindurchpressen: Die Hochdruck- 
Fliissigkeitschrornatographie war also eine zwangslaufige 
Folge der feinkornigen Sorptionsmittel. Ohne Zweifel hat 
die Diinnschicht-Chromatographie auf diese Weise die 
Weiterentwicklung der Chrornatographietechniken we- 
sentlich beeinfluat. Ein Karikaturist sieht vielleicht die 
Entwicklung, wie sie in Figur 2 veranschaulicht ist. 

Fig 1. GrODenvergleiche zwischen Sorptionsmitteln der klassischen SBulen- 
chromatographie, der Papierchromatographie und der Dilnnschicht-Chro- 
matographie auf Kieselgel (rechts oben) und Cellulose (rechts unten). 

Frankfurt am Main prisentiert und erregte groBes Interes- 
se. Die Diinnschicht-Chromatographie wurde bald unter 
den vorgeschlagenen Standardbedingungen allgemein be- 
nutztpl. Der eigentliche wissenschaftliche Fortschritt be- 
steht aber nicht etwa in der M6glichkeit zur Herstellung 
dunner Schichten, sondern vielmehr darin, dal3 aufgrund 
unserer jahrelangen Versuche ein sehr vie1 feinkornigeres 
Material als je zuvor in der Chromatographie als statio- 
nare Phase verwendet wurde (vgl. Fig. 1). Die ersten han- 
delsiiblichen Sorptionsmittel fur die DC entsprachen aller- 
dings noch nicht allen Wiinschen; hinderlich waren insbe- 
sondere die sdhwierigen Herstellungstechniken fur fein- 
kdrnige und enge Fraktionen. 

Tabelle 1. Entwicklung der Dllnnschicht-Chromatographie. 

Jahr Autoren Versuch/Methode/Fortschritt Lit. 

1889 
1938 
1949 
1951 

1954 
1956 
1958 

1962 

Beyerinck 
Izmailov. Schraiber 
Meinhard, Hall 
Kirchner, Miller, 
Keller 
Reitsema 
Stahl 
Stahl 

Stahl (Hrsg.), Bolliger, 
Brenner, Ganshirt, Man- 
gold, Seiler, Waldi 

Einfacher Diffusionsversuch 
Tropfenchromatographie 
Surface-Chromatographie 
Chromatostrip-Technik 

Chromatoplate-Technik 
Dllnnschicht-Chromatographie 
DC-Standardisierung, Grund- 
ausrilstung, Kieselgel G Merck 
DC-Laboratoriums- 
handbuch W 

Fig. 2. Eine gliickliche Familie. 

516 Angew. Chem. 95 (1983) 515-524 



2. Chromatographische Verfahren heute 

\ 4 

* CHROMATOGRAPH I E 
/ I 

Fur einen aktuellen uberblick uber die chromatographi- 
schen Verfahren ist es zweckmiiBig, sie nach der ,,Trans- 
port"-Phase in drei groi3e Gruppen einzuteilen, namlich 
die Fliissig-, Gas- und Elektro-Chromatographie (Fig. 3). 
Zur Gruppe der Flussigkeitschromatographie oder Flussig- 
chromatographie gehoren so die klassische Saulenchroma- 
tographie, die Papierchromatographie, die Diinnschicht- 
Chromatographie und die Hochdruck-Fliissigkeitschroma- 
tographie sowie die AusschluBchromatographie. 

FLlhSlG - CHROMATOGRAPHIE 

oder Injektionslosung mehr Zeit beanspruchen als die ei- 
gentliche Chromatographie. Dies ist auch der Grund, wes- 
halb wir uns seit 1968 mit Methoden beschaftigten, die 
ohne Lijsungsmittel die Substanzen von der Probe direkt 
(on line) auf die DC-Schicht transportieren. Unter ande- 
rem kommen hierfiir thermische Verfahren und die Mikro- 
extraktion mit uberkritischen Gasen in Frage. Mit dem 
Thermo-Mikro-Abtrennverfahren (TAS) kann man neben 
den atherischen Olen aus Drogen auch zahlreiche andere 
Substanzen in 1-2 min direkt auf die DC-Schicht iibertra- 
gen['. ''I. Die weitere Entwicklung fiihrte zur Thermofrak- 

GAS-CHROMATOGRAPHIE ELEKTRO-CHROMATOGRAPHIE 

PROBENAUFGABE TRENNPROZESS 

Klossische Saulenchromotogrophie r"---"-------'-'-- 7 Elektrophorese - lonophorese 
Popier- Chromotogrophie I Fluid-Chromotogrophie = I Tragedreie Elektrophorese 
Dunnrchicht - Chromotogrophie Hochdruck- GorchromotogrophieI lroelektrixhe Fokussierung 
Hochdruck- Chromotographie 
AurschluB- Chromotographie 

L--- ----- -- - - - - -- -- --J 

GO, - Fast-Chromotogrophie 
Gas- Flussig - Chromotogrophie 
Kopillor - Goschromotogrophie 

Fig. 3. Einteilung der chromatographischen Verfahren nach der verwendeten mobilen Phase. 

NACHWEIS 

Will man die Fortschritte in der Chromatographie ob- 
jektiv vergleichen, so mu13 man diese an sich komplexe 
Methode zuniichst in ihre drei Teile zerlegen und jeden 
Teii fur sich analysieren. Figur 4 zeigt die drei Hauptbe- 
standteile jeder Chromatographie und die dazugehorenden 
Schritte davor und danach. In allen funf Abschnitten wur- 
den in den letzten Jahrzehnten unterschiedlich grol3e Fort- 
schritte erzielt. 

Auswertung 

t 

Fig. 4. D i e  Chromatographie is t  ein aus drei Teilen bestehendes Verfahren: 
hinzu kommen die Robenvorbereitung und die quantitative Auswertung. 

Die Erfahrung lehrt, da13 oftmals die Probenvorberei- 
tung, die Reinigung und die Herstellung der Auftrage- 

tographie (TFG)'"', einem Verfahren, das bisher relativ 
wenig angewendet worden ist. 

3. Die Parameter der Chromatographie 

Die Probenaufgabe (vgl. Fig. 4) ist fur das Gelingen der 
Chromatographie wichtig und der erste Schritt. Sie mu13 
sich nach den speziellen Problemen und nach der Emp- 
findlichkeit des Nachweises richten. Man kann zwar die 
Probemenge mehr und mehr verringern, mu13 sich jedoch 
dann im klaren sein, dai3 Nebenkomponenten zumeist 
nicht mehr entdeckt werden konnen, da die Empfindlich- 
keit des Nachweises dafiir nicht ausreicht. Es ist eine 
Faustregel: Wenn die Reinheit einer Substanz zu priifen 
ist, so sollte man relativ vie1 auftragen, um Nebenkompo- 
nenten zu erkennen; liegen jedoch Substanzgemische vor, 
so reduziert man die Auftragemenge, urn eine bessere 
Ubersicht zu erhalten. Die Auftragegeriite sollen in einer 
angemessenen Kostenrelation zum gewunschten Erfolg 
stehen. Bemerkenswert ist, da13 das manuelle strichformige 
Auftragen, wie es das Europaische Anneibuch (Ph. Eur.) 
in den meisten Fallen vorsieht, zu verbesserten Chromato- 
grammen und zu klareren qualitativen Auswertungen 
fuhrt. 

Das eigentliche Herz der Chromatographie ist der 
TrennprozeJ (Fig. 4). In Figur 5 ist schematisch die Vielfalt 
seiner Variablen in der Diinnschicht-Chromatographie an- 
gegeben. Die Kunst des Chromatographierens besteht be- 
kanntlich darin, die zahlreichen Miiglichkeiten so aufein- 
ander abzustimmen, dai3 eine optimale Trennung erreicht 
wird. 
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I t I I 
MOBILE PHASE 

uniform, Gernisch oder Gradient 

STATIONARE PHASE 

anorganische, organische, 
uniforme, irnpragnierte, Urnkehr- 
oder Gradientschicht 

LIx I l  TRENNTECHNIKEN 

ART DER ENTWICKLUNG: 
eindirnensionole. zweidirnensionale, 
zirkulor, zentrifugal, stufenweise. 
rnehrfach, durchlaufend. rnit Uber- 
druck oder Sequenr- DC 
KAMMER: Art, GroCe und Sattigung 
TEMPERATUR: uniform oder gradient 

Fig. 5. Die zahlreichen variablen Parameter der Diinnschicht-Chromatographie, die zur Erzielung optimaler Bedin- 
gungen aufeinander abgestimmt werden miissen. 

Das Schema zeigt, daD zuniichst drei Parameter zu be- 
achten sind, namlich die Wahl der stationaren und der mo- 
bilen Phase sowie die Auffindung der am besten geeigne- 
ten Trenntechnik. Der besondere Vorteil der Diinnschicht- 
Chromatographie ist, daB man in einfacher Weise diese 
Parameter aufeinander abstimmen und am Trennerfolg 
schnell kontrollieren kann. Die Einfiihrung der vorfabri- 
zierten Trennschichten Anfang der sechziger Jahre ist si- 
cherlich ein Fortschritt im Hinblick auf die Weiterverbrei- 
tung der Methode. Es bleibt zu wiinschen, da8 noch mehr 
und andersartige Schichten mit anderen Trenneigen- 
schaften auf den Markt kommen. Ein Fortschritt in diese 
Richtung ist die industrielle Herstellung von derivatisier- 
tem Silicagel (RP-Phasen), das eine Phasen-Umkehr-Chro- 
matographie ohne Imprlgnierung der Schicht ermaglicht. 
Derartigen Sorptionsmitteln und Fertigschichten kann 
man eine gute Zukunft voraussagen. Erwiinscht ist auch, 
daD Gradientschichten industriell herstellbar wlren. Ein 
Schritt in diese Richtung sind die Schichten mit einer soge- 
nannten Konzentrierungszone. Die Einfiihrung von Gra- 

dientschichten war ein Meilenstein in der Weiterentwick- 
lung der Diinnschicht-Chromatographie"2-141. Welche 
neuen Moglichkeiten dadurch erschlossen wurden, sei an 
wenigen Beispielen im folgenden demonstriert. 

Auf einer Gradientschicht stehen bekanntlich drei Lauf- 
richtungen zur Verfiigung: Man kann quer zum Gradient- 
verlauf oder in zwei Richtungen im Verlauf des Gradients 
chromatographieren. Besonders interessant sind die pH- 
Gradientschichten. Chromatographiert man hierauf z. B. 
ein Gemisch aus sieben Sulfonamiden, so ist am Verlauf 
der Kurven zu erkennen, daB es sich bis auf das Sulfanil- 
amid und das Sulfaguanidin um amphotere Substanzen 
handelt. Das pH-T-Chromatogramm (Fig. 6) zeigt ferner, 
daD es keinen pH-Bereich gibt, in dem alle sieben Substan- 
Zen voneinander getrennt werden kbnnen. 

Interessant ist auch die Trennung der sieben meist ver- 
wendeten Benzodiazepine auf einer pH-T-Gradient- 
~ch ich t~ '~ ] .  Im entwickelten Chromatogramm (Fig. 7) wird 
der basische Charakter der Substanzen deutlich, die Tren- 
nung erfolgt in der Reihenfolge der pK,-Werte. 

hRf 

100 

50 

0 

1 
2 
3 1 

pH 0.5 1 2 4 6 8 8.8 9 

Fig. 6. pH-T-Gradient-DC von sieben Sulfonamiden: 1 Sulfaphenazol, 2 
Sultisoxazol, 3 Sulfacetamid, 4 Sulfanilamid, 5 Sulfathiazol* 6 Sulfisornidin, 
7 Sulfaguanidin. Fliehittel: Benzol-2-F'ropanol (80+ 20), 2 x 12 cm, KS. 
Nachweis: Fluorescamin, UV,,,. 

hRI 

100 

50 

0 

1 

2 
3 

; 
E 
7 

r n I I I I  I I I 

pH 0.5 1 2 4 6 8 8.8 9 

Fig. 7. pH-T-Gradient-DC von sieben Benzodiazepinen nach Bespriihen rnit 
SchwefelsBure im langwelligen UV-Licht: 1 Medazepam, 2 Diazepam, 3 Flu- 
nitrazepam, 4 Clonazepam, 5 Nitrazepam, 6 Flurazepam, 7 Chlordiazepoxid. 
FlieBmittel: Chloroform-Aceton (90+ 10). 2 x 10 cm, KS. Nachweis: 8~ 
Schwefelshre, UV365. 
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Sehr gut eignet sich diese pH-T-Gradienttechnik auch 
zum Studium von Zersetzungserscheinungen, von Metabo- 
lisierungen und zum Nachweis von Verunreinigungen aus 
der Synthese. Keine andere Technik der Chromatographie 
lBBt solche Feinheiten erkennen. Als weitere MBglichkeit 
kommt noch die Entwicklung im Verlauf des Gradients 
hinzu. Wir haben hierbei einen Fokussierungseffekt ent- 
deckt"" ''I: Wlhrend normalenveise mit zunehmender 
Laufstrecke die Zonen breiter werden, tritt bei der DC-Fo- 
kussierung analog zur isoelektrischen Fokussierung eine 
zum Teil ausgeprlgte Vemngerung der Zonenbreite auf. 
Wie Figur 8 zeigt, lassen sich z. B. fur das gleiche Substanz- 
gemisch im Gradienten (von sauer nach basisch entwik- 
kelt) iiber 20 Zonen erkennen, hingegen nur 9 Zonen im 
konventionellen Chromatogramm auf einer Schicht ohne 
Gradient. Das Problem, Gradientschichten industriell her- 
zustellen, ist sicherlich Idsbar. 

i 

Fig. 8. Fokussierung eines Fluoreszenzfarbstoffgemisches bei der Dllnn- 
schicht-Chromatographie in einem Gradienten von sauer nach basisch 
(rechts): zum Vergleich (links) DC auf einer normalen Silicagelschicht. 

Sowohl bei den Gradientschichten als auch bei den nor- 
malen Schichten ist die Haft- und Abriebfestigkeit sehr 
wichtig. Sie sollte nicht zu hoch und nicht zu niedrig sein. 
Ein spezielles Gerat zur quantitativen Ermittlung der Ab- 
riebfestigkeit von Schichten["I hat sich auch zur Priifung 
von Bindemitteln bewlhrt[l7I. Optimal erscheinen uns ,,Ab- 
riebgewichte" von 200 g. Nach wie vor sind im Handel ge- 
eignete organische Kunststoff,,binder" fur die Selbsther- 
steller von DC-Schichten nicht erhaltlich. 

Bei den mobilen Phasen gab es eigentlich keine besonde- 
ren Uberraschungen. In der Adsorptions-DC hat sich die 
eluotrope Reihe bewahrt und der Hinweis, daB eine Ord- 
nung der Elutionsmittel nach der Polaritat und naherungs- 
weise nach der Dielektrizitatskonstante vorteilhaft sein 
kann. Man sollte auf Benzol aufgrund seiner inzwischen 
erkannten Toxizitat als Losungsmittel verzichten und statt 
dessen Toluol oder das etwas starker polare Dichlorme- 
than verwenden. Der Versuch, Lbsungsmittelgemische mit 
steigenden DK-Werten in den Handel zu bringen, hatte 
keine Resonanz. Die seit langem bekannte Gradient-Elu- 
tionstechnik hat sich in der Diinnschicht-Chromatographie 
ebenfalls nicht durchsetzen k6nnen. 

Die meisten Freiheitsgrade in der Diinnschicht-Chroma- 
tographie hat man bei der Wahl der Trenntechniken. Ne- 
ben den Moglichkeiten der aufsteigenden und der abstei- 
genden Entwicklung gibt es bekanntlich die der horizonta- 
len Entwicklung in speziellen Kammern. Weitere MBglich- 

keiten sind neben der eindimensionalen die zweidimensio- 
nale, die Zentrifugal- und die Zirkular-Entwicklung. Als 
recht nutzlich hat sich auch die stufenweise Entwicklung 
erwiesen, ebenso die Mehrfachentwicklung. Um Liisungs- 
mittel zu sparen, findet in letzter Zeit die horizontale Ent- 
wicklung in sogenannten Minikammern wieder Interesse. 
Neu sind eine DC-Kammer mit Uberdruck (Chrompres 
1 O)['*] und die ideenreiche Seq~enz-DC~'']. Alle diese 
Techniken bieten besondere Vorteile, und man mu13 sie ge- 
nau kennen, um sie richtig zu nutzen. 

Die klassischen DC-Trogkammern haben sich wenig ge- 
andert. Hinzugekommen sind sehr schmale Kammern, die 
als Tauchkammern venvendet werdeniz0I. Neben der seit 
langem bekannten Tieftemperatur-DCL2'] wurde die An- 
wendung eines Temperatur-Gradienten[221 wahrend der 
Entwicklung untersucht. Der Temperaturgradient fiihrt 
unter zunehmendem Abdampfen von Losungsmittel zu ei- 
ner Fokussierung der Z ~ n e n ' ~ ~ , ~ ~ ] .  Fur Trennungen von 
Substanzen, die bei Raumtemperatur nahezu unl6slich 
sind, wie z. B. viele organische Pigmente und Farben, emp- 
fiehlt sich die DC bei 150 "C auf Silicagelschichten mit ge- 
eigneten mobilen Phasen, die man auch nach der Elutions- 
wirkung ordnen kannt2'I. Die Zentrifugal-DC hat in den 
letzten Jahren ein groI3eres Interesse gefunden. In USA 
wurde hierzu das ,,Chromatotron" entwickelt, in dem das 
Gemisch auf einer rotierenden runden Scheibe (0 = 24 
cm) getrennt wird. Die Scheibe tragt eine 1 bis 4 mm 
diinne Trennschicht. Der Vorteil der Zentrifugal-DC be- 
steht darin, daB man im praparativen MaBstab Substanz- 
gemische von etwa 0.1 bis 1 g schnell trennen kann (Fig. 9). 
Auch wit haben uns mit dieser Trenntechnik beschPftigt[261, 
um die Vor- und Nachteile kennenzulernen. 

Fig. 9. Zentrifugal-DC mit dem Chromatotron zur pldparativen Trennung 
von Substanzgemischen. 

4. Standardbedingungen und Variationen 

Nach unserer Diskussion der drei Parameter der Diinn- 
schicht-Chromatographie und ihres Entwicklungspotenti- 
als stellt sich die Frage, ob die vor 25 Jahren formulierten 
Standardbedingungen noch heute ihre Giiltigkeit haben. 
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Das Schema in Figur 10 zeigt die inzwischen bekannt 
gewordenen Variationen. Bei der damaligen Auswahl der 
Standardbedingungen strebten wir ein moglichst handli- 
ches, quadratisches Plattenformat an, das alle Moglichkei- 
ten offen laiat. Als Ma13 schlugen wir 20x20 cm vor, als 
Schichtdicke 0.25 mm und als Trennstrecke 10 cm. Die 
friihzeitige Einfiihrung dieser DC-Standardbedingungen 
vereinfachte allen Gertiteherstellern die Produktion von 
Zubehbr bis hin zum teuren Scanner. 

T / 

FORMAT: 20 x 20 cm 

SCHICHTDICKE: 0 . 2 5  mm 

LAUFSTRECKE: 10 cm 

AUFTRAGEMENGE: 1-20 pL 
c I \ 

da13 ich vor 33 Jahren eine Chromatographie auf Magne- 
siasttibchen und -rinnen betrieb und dab dies letztlich zur 
DC fiihrte. 

Zur DC auf Scheiben ist anzumerken, da13 schon vor der 
,,Rundfilter-Papierchromatographie" eine Zirkular-DC 
von Isrnailou und Schraiber'21 verwenhet wurde. Den 
Versuchen von zahlreichen anderen Autoren - und auch 
von uns -, dieser Technik zum Durchbruch zu verhelfen, 
blieb der Erfolg bisher versagt. 

7 

Die Veranderungen der Bedingungen gingen in fiinf 
Richtungen (vgl. Fig. 10). Fur praparative Zwecke wurde 
2.B. das Plattenformat auf 100 cm Breite vergr6Dert und 
die Schichtdicke auf 1-2 mm; man gab dem Verfahren den 
Namen ,,prtiparative DC" oder ,,Schichtchromatogra- 
phie"[271. Heute neigt man mehr dam, die Normalplatten 
(20x20 cm) auch fiir praparative Zwecke zu venven- 
denfzs1. 

Eine andere Entwicklung ging dahin, das Format zu ver- 
kleinern bis zu Objekttrtiger- oder DiagrbDe (5x5 cm). 
Dies wirft die Frage auf, ob die Trennstrecke noch aus- 
reicht. Bei dieser ,,Mikro-DC" oder ,,Thin-Film Chroma- 
t ~ g r a p h y " ' ~ ~ ~ ,  die letzthin in die ,,HPDC" oder ,,Nano- 
DC"[301 miindete, mu13 man die Vor- und Nachteile auch 
unter Kostengesichtspunkten betrachten. So wird zum Bei- 
spiel manchmal nicht bedacht, da13 htiufig bei Kopplungs- 
verfahren pg-Substanzmengen benbtigt werden, die eine 
Nano-DC nicht liefern kann. Die Zukunft wird entschei- 
den, ob die Zeit fur ein kleineres Format reif ist. Sollte dies 
der Fall sein, so wird man sich an Szekely["] erinnern, der 
darauf hinwies, da13 dies kostengiinstig dadurch zu errei- 
chen ist, daB man ktiufliche 20 x 20cm-Platten vierteilt und 
so zu dem durchaus noch handlichen l o x  10cm-Format 
kommt. Entsprechend kleine, lbsungsmittelsparende Trog- 
kammern aus Glas sind handelsiiblich. 

Auch DC in Rohren wurde eine Zeitlang propagiert, in- 
zwischen ist allerdings diese Variante nahezu wieder ver- 
gessen. Die DC auf Glasstuben wird ebenfalls kaum noch 
angewendet. Aus historischen Griinden sei eingeflochten, 

5. Detektion in der Diinnschicht-Chromatographie 

Fur jede Chromatographie ist die Erkennung der ge- 
trennten Substanzen unabdingbar. Man kann zwar heute 
chromatographisch ein Molekiil A von einern Molekiil B 
oder einem Molekiil C trennen, es gelingt aber nicht, diese 
Trennung nachzuweisen, da die Detektoren zu unempfind- 
lich sind. 

Die Detektionsprobleme sind bei den verschiedenen 
chromatographischen Verfahren recht unterschiedlich: Bei 
der Gaschromatographie und bei der Hochdruck-Fliissig- 
keitschromatographie mu13 man mit relativ hohem Kosten- 
aufwand die getrennten Substanzen in einem flieBenden 
System erfassen. Man benbtigt hierzu DurchfluDdetekto- 
ren und mV-Schreiber. Die Zahl der Moglichkeiten bei 
diesen beiden Verfahren ist hierdurch stark eingeschdnkt. 
Anders ist es dagegen bei der Diinnschicht-Chromatogra- 
phie. Hier erfolgt der Nachweis nach der Trennung, d. h. 
stationtir. Die Mbglichkeiten sind hier zahlreich, und dies 
ist ein aul3erordentlicher Vorteil der Methode. 

Grundsatzlich stehen bei der DC sowohl zahlreiche zer- 
stbrungsfreie als auch die sogenannten zerstorenden Nach- 
weise mit aggressiven Reagentien zur Verfugung. Als Regel 
hat sich herausgebildet, dal3 man zunachst mit einer oder 
mehreren nicht zersti5renden Detektionen beginnt, z. B. 
Auswertung des Chromatogramms mit verschiedenwelli- 
gem UV-Licht, eventuell auf Fluoreszenzschichten, und 
danach erst eine oder mehrere zerstorende Reaktionen an- 
wendet, die z. B. zu einer Farbbildung fiihren. 

5 20 Angew. Chern. 95 (1983) 515-524 



Zur objektiven Bewertung kann man nun die zahlrei- 
chen Nachweisreaktionen in drei grol3e Gruppen einteilen 
(Fig. 11). Je nach der Problemstellung wird man die eine 
oder andere Moglichkeit vorziehen oder sie nacheinander 
anwenden. Bei unbekannten Gemischen sind zunachst 
Verfahren wunschenswert, um moglichst alle getrennten 
Stoffe zu erfassen ; man benbtigt einen Universaldetektor. 
Dieses Ziel kann man in der DC nur teilweise erreichen, 
z. B. durch UV-Absorption auf Fluoreszenzschichten, 
durch Oxidationsreaktionen, die zu Farbbildung fiihren 
und letztendlich durch Verkohlung allen organischen Ma- 
terials. 

rn NACHWEIS 

UNIVERSAL- 

NACHWEIS 

Verkohlung 
UV- Absorption 
Oxidationsreoktion I Anfarberaoktion I 

-- 
I SUBSTANZSPEZIFI - I I  SCHER NACHWEIS 

GRUPPENSPEZIFI- 
SCHER NACHWEIS I 

wei5 fiir Gruppen und 
Einzelrubrlonren 

Chemische 
Gruppen Gruppen 

ANFORDERUNGEN: Sperifitot Empfindlichkeit Reproduriarbarkeit Hondlichkeit 

Fig. I 1. Einteilung und Gliederung der zahlreichen Nachweismbglichkeiten 
(Detektoren!) in der DC. 

Am haufigsten werden zur Zeit zum Nachweis der Tren- 
nung von Naturstoffgemischen Schwefelsiure-Aldehyd- 
Reagentien benutzt. Kiirzlich wurde gezeigt, daR die Reak- 
tion in Teilschritten ablauft und da13 von vielen untersuch- 
ten Aldehyden der Anisaldehyd am besten geeignet ist13*]. 
Ein erheblicher Fortschritt wurde auch auf dem Gebiet des 
Nachweises reaktionstrager Lipide, Kohlenwasserstoffe 
und Fette sowie Weichmacher durch Anwendung des so- 
genannten ANSA-Reagens (8-Anilino- l-naphthalinsulfon- 
saure) e r re i~ht l~~] .  Erst im letzten Jahr wurde fur dieses an 
sich schon empfindliche Reagens eine Weiterentwicklung 
beschrieben, das TNS-Reagen~[~~]  (6-p-Toluidino-2-naph- 
thalinsulfonsaure). Erwahnenswert in diesem Zusammen- 
hang ist auch das INPTC-Reagens, ein Tetrazoliumchlo- 
ridderivat, das mit Weichmachern, langkettigen Fettsau- 
ren, hoheren aliphatischen Aldehyden und anderem 
verschiedenfarbig reagie~%[~~]. 

Neben den ,,Universal"-Reagentien verdienen die grup- 
penspezifischen Detektionsmoglichkeiten Beachtung. Die 
eine Reihe reagiert auf bestimmte funktionelle chemische 
Gruppen, beispielsweise auf phenolische oder alkoholi- 
sche oder Carbonyl-Gruppen, die andere Reihe kann man 
unter dem Begriff ,,Biologische Nachweise" zusammenfas- 
sen. 

Unter den zahlreichen Reagentien, die auf chemische 
Gruppen ansprechen, erregte ohne Zweifel das Fluoresca- 
min (Fluram-Roche) das gr6Dte Aufsehen im letzten Jahr- 
zehnt. Es wurde von Weigele et al.t361 zum Nachweis pri- 

marer Aminogruppen beschrieben und verdrangt zum Teil 
die klassische Ninhydrin-Farbreaktion. Die Moglichkeiten 
seiner Anwendung (z. B. [37-401) sind keineswegs ausge- 
schdpft. Dies sei rnit dem folgenden Beispiel erlautert: In 
den vergangenen Jahren gab es in Spanien uber 300 Tote 
und mehr als Zehntausend Erkrankte infolge der Verwen- 
dung von Speiseol, das rnit Anilin (2 ppm) und rnit Anili- 
den (bis zu 2000 ppm) kontaminiert war. Man tat sich 
schwer rnit dem Nachweis von Anilin und insbesondere 
der Anilide. So hatte man eine umstandliche Probenvorbe- 
reitung und zog dann die GC-MS-Kopplung zur Analyse 
und zum Nachweis heran, oder man verwendete anderer- 
seits unspezifische DC-Nachweise, wie z. B. Kaliumper- 
manganat. Erst kiirzlich konnte gezeigt werden, daB es rnit 
nur 10 pL einer Olprobe m6glich ist, die Anilide innerhalb 
von 90s mit Natronkalk thermisch zu spalten (TAS-Ver- 
fahren), und das freigesetzte Anilin rnit dem Fluorescamin- 
Reagens in einer Konzentration bis 1 ppm sicher nachzu- 
~ e i s e n [ ~ ' ] .  Etwas weniger empfindlich ist die Fluoreszenz- 
reaktion von Anilin rnit o-Phthalaldehyd. Hltte man dieses 
Verfahren gleich nach Beginn der Katastrophe gehabt, so 
ware es mbglich gewesen, Hunderte von Proben pro Tag 
zu analysieren und groDe Mengen kontaminierten Speise- 
61s schnell sichemstellen. 

Recht interessant ist in diesem Zusammenhang ein wei- 
teres gruppenspezifisches Reagens, das schon lange be- 
kannte 4-Nitrobenzylpyridin (NBP). Mit ihm ist es mog- 
lich, alkylierende Verbindungen auf dem Chromatogramm 
zu e ~ k e n n e n [ ~ ~ - ~ ~ ] .  Bekanntlich gelten ,,Alkylantien", wie 
z. B. Epichlorhydrin, als stark cancerogene Verbindungen. 
Erst kiialich haben Bruun et al. mit diesem einfachen Test 
die alkylierende Wirkung der Valepotriate aus Baldrianar- 
ten nachgewiesentM1. 

Durch systematische Entwicklung von Reagentien, die 
mit funktionellen Gruppen unter Fluoreszenz- oder Farb- 
bildung reagieren, sind weitere wesentliche Fortschritte 
auf dem Gebiet der DC-Detektoren moglich. 

Die Anwendung sogenannter biologischer Detektions- 
moglichkeiten ist bei manchen Problemstellungen sehr 
niitzlich, da man mit entsprechenden Versuchsanordnun- 
gen bestimmte biologische Wirkungen noch im Mikro- 
gramm-MaDstab erfassen kann. Liegt beispielsweise das 
Gemisch aus einer Mikroorganismenkultur vor, so lal3t 
sich nach der DC feststellen, welche Substanzen des Ge- 
mischs eine antibiotische Wirkung haben und gegen wel- 
che Mikroorganismen die einzelnen Substanzen wirksam 
sind. In einem Parallelversuch kann man auch ermitteln, 
welche Substanzen auf dem Chromatogramm hamolytisch 
wirken (vgl. [471). 

Auf dem Gebiet derartiger biologischer Detektoren ist 
noch ein weites Arbeitsfeld. Die Verwendung von Kleinst- 
organismen als ,.Versuchskaninchen'' in ahnlicher Art wie 
etwa die Aedes-Larven zum Nachweis der Insektizidwir- 
kung von brethrinumwandlungsprodukten nach der DC 
(TRT-Te~hnik)'~~' ist nur ein Beispiel. 

Vie1 zu wenig beachtet wurden in der DC bislang die 
substanzspezifischen Detektionsmoglichkeiten. Zur Lii- 
sung mancher Probleme ist es vorteilhaft, eine Substanz 
aus einem Gemisch spezifisch nachweisen zu konnen, bei- 
spielsweise Glucose in einem Zuckergemisch. Hier kann 
man nun anhand einer Fermentreaktion mittels der Gluco- 
se-Oxidase dieses Ziel erreichen. Gerade die Mtiglichkeit 
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der substanzspezifischen Erkennung wird wohl auch in 
Zukunft enzymatischen Detektionssystemen vorbehalten 
bleiben. 

Erhebliche Fortschritte wurden auf dem Gebiet des 
Nachweises von Pflanzenschutzmitteln rnit Hilfe enzymati- 
scher Reaktionen insbesondere von Geike g e m a ~ h t [ ~ ~ * ” ~ .  Er 
konnte so z. B. rnit enzymatischen Reaktionen insektizide 
Carbamate nachweisen, Phosphatase-Hemmer erkennen 
oder Schwermetalle auffinden. Auch Amylase-Inhibitoren 
konnten auf diesem Weg erkannt werden. Eine Ubersicht 
hieriiber bis 1974 gab M e n d ~ z a [ ~ ’ ] .  

In diesem Zusammenhang ist noch eine neue Arbeit 
uber eine empfindliche enzymkatalysierte Farbreaktion fur 
Wasserstoffperoxid und andere Peroxide auf DC-Platten 
zu e r ~ a h n e n ~ ~ ~ ~ .  Auch die M6glichkeit der Umsetzung von 
Substraten rnit Enzymen am Startpunkt und der anschlie- 
Bende DC-Nachweis ist von Interesse. Mit gutem Erfolg 
werden hierzu die DC-Platten mit sogenannter Konzen- 
trierungszone verwendet. Auf diesem Wege gelang ein Bei- 
trag zur Strukturauflclarung h6hermolekularer Glycosphin- 
golipide auf DC-S~hichten~”~. 

AbschlieRend noch einige Anmerkungen zur Empfind- 
lichkeit der Detektion in der DC: Trotz an sich einfacher 
Tatbestande herrscht oft Unklarheit. Die Empfindlichkeit 
der verwendeten Nachweise fur eine Substanz kann um 
den Faktor 100, ja sogar 1000, verschieden sein. Ein einfa- 
ches Diagramm veranschaulicht diesen Sachverhalt (Fig. 
12). Ein aus nur vier Stoffen bestehendes Gemisch, das die 

. . .  i i !  ! i I I I  

DETE KTOR 

unempfindlich 

empfindlich 

hochernpfindlich 

I !  I I I I ”  ! !  ! !  j I 
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T LC 

Start Front 

Fig. 12. Schematische Darstellung der Empfindlichkeit einer Detektion am Beispiel von 
vier Suhstanzen eines Gemischs und unterschiedlich empfindlichen Nachweisreaktio- 
nen. 

Substanzen A, B, C und D in unterschiedlicher Konzentra- 
tion enthitlt, wurde getrennt und die Komponentcn mit 
drei verschieden empfindlichen Reagentien (1, 3 und 5 )  
nachgewiesen. Mit dem empfindlichen Reagens Nr. 3 las- 
sen sich - wie das Schema zeigt - drei Zonen erkennen, mit 
dem weniger empfindlichen Nr. 1 jedoch nur eine. Mit 
dem hochempfindlichen Reagens Nr. 5 erkennt man, daB 
Substanz A und B zusammenliegen, und man findet neben 
C noch die in kleinen Mengen und stark verdiinnt vorlie- 
gende Substanz D. Man kann also hier je nach Problem- 
stellung wahlen, was man sehen will. 

6. Quantitative DC-Auswertung 

Neben dem Abschaben der Zone und der Elution der 
Substanz rnit anschlieoender quantitativer Bestimmung 
wurden am Anfang der Dunnschicht-Chromatographie 
Photometer, wie sie zur Auswertung von Papierchromato- 
grammen und Elektrophoresestreifen dienten, verwendet. 
Danach hat man in den sechziger Jahren spezielle Photo- 
meter fur die DC hergestellt, die in den siebziger Jahren 
immet weiter ausgebaut wurden. Ein Spitzengerlt auf die- 
sem Gebiet war sicher das rechnergesteuerte DC-Spektral- 
photometer von Zeiss. Bei den Kosten fur derartig hochge- 
zuchtete Gerlte und der inzwischen erfolgten Weiterent- 
wicklung der HPLC drangt sich naturlich die Frage auf, 
welcher Methode man im Hinblick auf das Endergebnis 
im Routinebetrieb den Vorzug gibt. Ohne Zweifel hat man 
bei der DC-Auswertung den Vorteil, zahlreiche Proben ne- 
beneinander auf dem Chromatogramm zu haben, wlhrend 
bei der HPLC immer nur eine Probe vorliegt. Bei der 
HPLC sind aber die Probenaufgabe und die Vorrichtung 
zur quantitativen Auswertung ein integrierter Bestandteil 
des Gerltes, und es bedarf nicht der Emchtung eines ko- 
stenaufwendigen, speziellen MeRplatzes. Die besseren Ar- 
gumente im Hinblick auf die Effizienz liegen meines Er- 
achtens bei der HPLC. Dies wird durch die Moglichkeit ei- 
ner rund um die Uhr laufenden automatischen Probenauf- 
gabe begiinstigt. 

Bei Abwlgung aller Fakten mag man voraussagen, daB 
sich die aufwendigen computergesteuerten Auswertegerate 
fur die DC auf die Dauer nicht durchsetzen werden. Mei- 
nes Erachtens ist der einfache und kostengunstige visuelle 
Vergleich der ZonengrGRen dem Verfahren eher angemes- 
sen als teure Auftrage- und Auswerteverfahren. Diese Mei- 
nung wird zwar sicher zur Zeit bei einigen Spezialisten, die 
im Besitz derartiger GerBte sind, und bei den Herstellern 
auf Kritik stoRen, nicht jedoch beim Gros der Wissen- 
schaftler, die alle chromatographischen Methoden anwen- 
den und nicht auf ein Verfahren fixiert sind. Ich meine, 
daD sich die verschiedenartigen chromatographischen Ver- 
fahren in der Hand eines erfahrenen Analytikers sinnvoll 
erglnzen, der sie benutzt wie der Dirigent sein Orchester. 

7. Kombinations- und Kopplungsverfahren 

R,-Werte haben in der DC den Charakter von Richtwer- 
ten, nicht aber von physikalisch-chemischen Konstanten. 
Sie sind somit zur Identifizierung nicht oder nur sehr be- 
dingt geeignet. Aus diesem Grund verdient die Kombina- 
tion oder Kopplung der DC mit andersartigen und miig- 
lichst beweiskrlftigeren Verfahren besondere Beachtung. 

Im einfachsten Fall hat man zu bedenken, daR die 
Durchfuhrung und Beobachtung einer oder mehrerer 
Farbreaktionen, wie sie haufig zum Nachweis verwendet 
werden, schon ein weiteres Identitatskriterium ist. Dies 
s o h  aber zur Identifuierung nicht genugen. Zunachst 
bietet sich die Kombination rnit anderen chromatographi- 
schen Verfahren an. Man wlhlt solche aus, deren Tren- 
nung nach verschiedenartigen Prinzipien verlauft: So fuhrt 
man z. B. nach der Adsorptions-DC eine Verteilungs-DC 
oder eine Umkehr-Phasen-DC, gegebenenfalls auch eine 
DC auf silbernitratimpriignierten Schichten durch. Man 
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kann natiirlich auch je nach Problemstellung und Substanz 
eine DC-GC-Kopplung durchfuhren. 

Besonders erwunscht ist die Kopplung rnit spektroskopi- 
schen Methoden. Im einfachsten Fall bietet sich die Kopp- 
lung rnit der UV-VIS-Spektroskopie an und die Aufnahme 
eines Spektrums der fraglichen Zone. Sehr vie1 aussage- 
kraftiger ist jedoch nach einem Mikrotransfer die IR-Spek- 
troskopie der entsprechenden Substanzzone. Am bequem- 
sten in der Handhabung sind zum Transfer der Substanz 
vom Schichtmaterial die handelsiiblichen gepreDten Kali- 
umbromid-Pyramiden (,,Wick Stick", ,,Spectra-Tip"). 

Im Hinblick auf eine sichere Identifizierung ist die 
Kopplung rnit der Massenspektrometrie sehr aussagekraf- 
tig. Sie setzt allerdings einen manuellen Transfer voraus. 
Wichtig bei allen genannten Verfahren ist die Frage nach 
der zur Verfiigung stehenden Substanzmenge pro DC- 
Zone. Bei der normalen DC und ihrer Belastbarkeit im pg- 
Bereich sind alle genannten Kombinations- und Kopp- 
lungsverfahren durchfiihrbar. 

Die Bedeutung und Wertschatzung einer Methode laDt 
sich sowohl an der Zahl der Publikationen als auch an der 
Zahl der Biicher, die hieriiber erschienen sind, erkennen. 
In den sechziger Jahren war es noch einigermal3en mog- 
lich, die exponentiell steigende Zahl der Ver6ffentlichun- 
gen, in denen die DC angewendet wurde, zu verfolgen. 
Dann wurde die Methode zu einem allgemein gebrauchten 
Handwerkszeug, das man eventuell noch im experimentel- 
len Teil einer Arbeit enviihnt. Anders ist es mit den Bii- 
chern18.29*30*M4-851. Ich habe das erste Buch iiber die DC rnit 
dem Titel ,,Diinnschicht-Chromatographie" bewuDt als 
,,Laboratoriumshandbuch" bezeichnet. Gemeinsam mit 
sechs Kollegen, die ihre speziellen Erfahrungen einbrach- 
ten, wurde es zu einem Bestseller und in mehrere Welt- 
sprachen iibersetzt. Die eingangs angedeutete Entwicklung 
machte es notwendig, in einer zweiten Auflage 24 Mitauto- 
ren aufiunehmen, die das stark angewachsene Wissen auf 
den verschiedenen Gebieten zusammenfassend und kri- 
tisch darstellten! Inzwischen erscheinen in fiihrenden Zeit- 
schriften oder getrennt spezielle Literaturzusammenstel- 
lungen und jlhrliche Sonderhefte, die der Methode gewid- 
met sind. Mir schien es nach der 2. Auflage des Laborato- 
riumshandbuches, das an die loo0 Seiten umfaDt, nicht 
mehr notwendig, eine dritte Auflage herauszubringen. 

Fast ein Jahrzehnt widmete ich mich rnit meinen Mitar- 
beitern thermischen Mikroverfahren, die in Kopplung rnit 
der DC anwendbar sind. AnschlieDend arbeitete ich auf 
dem Gebiet der Extraktion von Naturstoffen rnit iiberkriti- 
schen Gasen, aber auch hier war die erste Arbeit eine 
Kopplung dieser Methode mit der Diinnschicht-Chroma- 
tographie. 

8. Ruckblick und Ausblick 

Es mag vermessen klingen, aber dennoch ist es wahr, 
daD die DC dem Naturwissenschaftler und Mediziner eine 
enorme Bereicherung gebracht hat. Sie kannen nun chemi- 
sche Reaktionen, Stoffanreicherungen und Isolierungen vi- 
suell verfolgen. Die Pharmakognosten erkannten, daD sie 
nicht nur die Analyse des ,,Verpackungsmaterials" mittels 
der Mikroskopie betreiben muBten, sondern die Wirkstoffe 
der Drogen schnell trennen und sichtbar machen konnen. 

Abschliebend sei noch die Frage nach der Zukunft der 
DC angesprochen. Die DC ist aus folgenden Griinden das 
meist verwendete Trennverfahren: 

1. Grobtmogliche Freiheit in bezug auf die einfache Wahl 

2. Auswahl zwischen zahlreichen Arbeitstechniken zur 

3. Gr6Dtmogliche Zahl an Detektionsmoglichkeiten. 
4. Moglichkeit der gleichzeitigen Trennung und Sichtbar- 

machung von zahlreichen Proben und Vergleichsgemi- 
schen. 

5. Moglichkeit der einfachen Kombination und Kopplung 
rnit Mikroextraktions- und Identifizierungsverfahren. 

6. Die Diinnschicht-Chromatographie ist das einfachste 
und preisgiinstigste Chromatographieverfahren zur 
schnellen Trennung und visuellen Auswertung. 

der stationaren und der mobilen Phase. 

Entwicklung. 

Diese und weitere Vorteile rechtfertigen die Aussage, 
daD die DC auch weiterhin ihren festen Platz in den Labo- 
ratorien der Welt behaupten wird und an Bedeutung zu- 
nimmt. Sie ist wenig spektakullr, aber auberordentlich 
niitzlich. Es bleibt festzustellen, daD uns die sturmische 
Entwicklung der chromatographischen und spektroskopi- 
schen Methoden in den letzten 25 Jahren so zahlreiche 
Moglichkeiten in die Hand gegeben hat, die bislang im 
Hinblick auf die Vielzahl der offenen Probleme nur zum 
kleinsten Teil genutzt werden konnten. Eine groDe Liicke 
klafft zwischen dem Arsenal an modernen Methoden und 
den damit gewonnenen neuen Erkenntnissen. Nutzen wir 
die gegebenen Moglichkeiten, die Erfolge werden nicht 
ausbleiben ! 
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