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(54) Bezeichnung: RAMAN-SPEKTROSKOPISCHES ANALYSEVERFAHREN SOWIE VORRICHTUNG DAFUR

(57) Abstract: The invention relates
to a Raman spectrometer and to a
Raman spectroscopy analysis method
for determining the presence and/or
concentration of an analyte in a sample (2),
comprising the following steps: irradiating
the sample (2) with narrow-band primary
light (3) of the near infrared, visible
or ultraviolet spectral range, detecting
secondary light (5) which results from
interaction of the primary light (3) with
the sample (2), recording and evaluating at
least one spectral portion of the secondary
light which contains at least one Raman
line, for determining the presence and/or
concentration of an analyte in a sample
(2). According to the invention, the
sample (2) is irradiated with pumped light
(9) of the middle or far infrared spectral
range in order to generate vibrational
and/or rotational states of the analyte contained in the sample (2) so that, upon interaction between the primary light (3) and the
sample (2), the occupation number is increased in relation to the thermal equilibrium for at least one vibrational or rotational state
of the analyte contained in the sample (2).
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O (57) Zusammenfassung: Beschrieben werden ein Raman-Spektrometer und ein Raman- spektroskopisches Analyseverfahren zum
¢ Ermitteln des Vorhandenseins und/oder der Konzentration eines Analyten in einer Probe (2) , umfassend die folgenden Schritte:
w={ Bestrahlen der Probe (2) mit schmalbandigem Primirlicht (3) des nahen infraroten, sichtbaren oder ultravioletten Spektralbereichs,
B Detektieren von Sekundirlicht (5), das durch Wechselwirkung des Primérlichts (3) mit der Probe (2) entsteht, Aufzeichnen und Aus-
& werten von mindestens einem spektralen Teilbereich des Sekundérlichts, der mindestens eine Raman-Linie enthélt, zum Ermitteln
& des Vorhandenseins und/oder der Konzentration eines Analyten in der Probe (2) . Erfindungsgema8 ist vorgesehen, dass die Probe
o (2) mit Pumplicht (9) zum Anregen von Vibrations- und/oder Rotations zustdnden des in der Probe (2) enthaltenen Analyten mit
Pumplicht (9) des mittleren oder fernen infraroten Spektralbereichs bestrahlt wird, so dass bei Wechelwirkung des Primérlichts (3)
mit der Probe (2) fiir mindestens einen Vibrations- oder Rotationszustand des in der Probe (2) enthaltenen Analyten eine gegeniiber
dem thermischen Gleichgewicht erhdhte Besetzungszahl vorliegt.
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RAMAN-SPEKTROSKOPISCHES ANALYSEVERFAHREN SOWIE
VORRICHTUNG DAFUR

Die Erfindung betrifft ein Raman-spektroskopisches Analy-
severfahren zum Ermitteln des Vorhandenseins und/oder der
Konzentration eines Analyten in einer Probe, umfassend
die folgenden Schritte: Bestrahlen der Probe mit schmal-
bandigem Primarlicht des nahen infraroten, sichtbaren
oder ultravioletten Spektralbereichs, Detektieren von
Sekundarlicht, das durch Wechselwirkung des Prim&rlichts
mit der Probe entsteht, Aufzeichnen und Auswerten von
mindestens einem spektralen Teilbereich des Sekundir-
lichts, der mindestens eine Raman-Linie enthdlt, zum
Ermitteln des Vorhandenseins und/oder der Konzentration
eines Analyten in der Probe. Die Erfindung betrifft fer-
ner ein Raman-Spektrometer zur Durchfiihrung eines solchen

Verfahrens.

Spektroskopische Verfahren haben fiur klinische Untersu-
chungen den grofien Vorteil, dass im Idealfall auf Reagen-
zien verzichtet und eine einzige Probe gleichzeitig auf
verschiedene Analyten untersucht werden kann. Trotz die-
ser Vorteile haben sich reagenzfreie spektroskopische
Untersuchungsverfahren zur Untersuchung von Proben, die
aus menschlichem oder tierischem Gewebe oder

Kérperflissigkeiten gewonnen wurden, bislang gegenlber



WO 2006/136281 PCT/EP2006/005366

10

15

20

25

30

35

herkémmlichen Untersuchungsverfahren nicht durchsetzen

kénnen.

Im klinischen Alltag werden deshalb weiterhin fir analy-
tische Untersuchungen Reagenzien bendtigt. Dabei werden
durch Herstellung und Lagerung der Reagenzien grofe
Kosten verursacht. Ein weiterer Nachteil reagenzgebunde-
ner Nachweisverfahren liegt darin, dass eine Probe in der
Regel nur auf einen einzigen Analyten untersucht werden
kann, was bei Patienten die Entnahme verh&ltnismaflig gro-
Rer Probenvolumen erforderlich macht und folglich eine

starke Belastung der Patienten mit sich bringt.

Im Stand der Technik sind verschiedene Ansédtze zur spek-
troskopischen Untersuchung von medizinischen Proben be-
kannt. Zum Nachweis organischer Molekile ist insbesondere
die Spektroskopie molekularer Schwingungen geeignet, da
Vibrationszustdnde in Infrarot- und Raman-Spektren durch
charakteristische Linien identifiziert und Analytmoleki-
len zugeordnet werden kénnen. Eine Zusammenfassung ver-
schiedener Verfahren findet sich in dem Artikel von W.
Petrich, "Mid-infrared and Ramanspectroscopy for medical
diagnostics", Appl. Spectrosc. Rev. 36 (2001), 181-237.

Raman-spektroskopische Untersuchungen machen sich zunut-

ze, dass Licht des nahen infraroten, sichtbaren oder ul-

travioletten Spektralbereichs an Molekillen zu einem klei-
nen Teil inelastisch gestreut wird. Typischerweise macht

dieser inelastisch gestreute Teil weniger als ein Mil-

lionstel des einfallenden Prim&rlichts aus.

Bei einem inelastischen Streuprozeff wird zwischen streu-
enden Molekiilen und einfallendem Primdrlicht Energie aus-
getauscht. Das streuende Molekill kann dabei Energie auf-

nehmen und in einen angeregten Vibrationszustand Uberge-
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hen oder bei dem Streuprozef Vibrationsenergie abgeben
und in einen tieferen Vibrationszustand (in der Regel in
den Grundzustand) Ubergehen. Bei diesem als Raman-Streu-
ung bezeichneten Prozef &ndert sich die Wellenzahl des
gestreuten Sekundarlichts gegeniber dem einfallenden Pri-
marlicht um Werte, die der Differenz der Energie von
Vibrationszust&nden des streuenden Molekils entsprechen.
Bei organischen Molekillen, beispielsweise Glucose, be-
tragt der Energieabstand zwischen benachbarten Vibrati-
onszustinden typischerweise etwa 0,12 eV, was bei spek-
troskopischen Untersuchungen einer Wellenzahl von etwa
1.000 cm? entspricht. Ein Beispiel ist die C-O-H-Biege-
schwingung des Glukosemoleklls mit einer Wellenzahl von
1077cm™?.

In dem Raman-Spektrum des Sekundarlichts, das durch Wech-
selwirkung des Primdrlichts mit der Probe entsteht, fin-
den sich deshalb neben der Linie des einfallenden Primar-
lichts sogenannte Raman-Linien, deren Wellenzahlen sich
von der Wellenzahl des einfallenden Primérlichts in Ab-
hingigkeit von den Energieabstédnden zwischen den Vibra-
tionszustanden der streuenden Molekile unterscheiden. In
einem Raman-Spektrum werden gegeniber dem Primédrlicht
rotverschobene Raman-Linien als Stokes-Linien und gegen-
Uber dem Primirlicht blauverschobene Raman-Linien als
Anti-Stokes-Linien bezeichnet.

Bei der Untersuchung von Proben, die aus menschlichem
oder tierischem Gewebe, Korperflissigkeiten oder Atemga-
sen gewonnen wurden, haben die Raman-Linien typischer-
weise Wellenzahlen, die um etwa 1.000 cm™? von der Wel-
lenzahl des Primidrlichts abweichen, wobei das Verhdltnis
der Lichtintensit&t der Raman-Linien viele Groflenordnun-
gen unter der Lichtintensitat des einfallenden Primar-
lichts liegt.
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Anhand der Abstinde und Intensitéten der Raman-Linien von
der Linie des einfallenden Primdrlichts koénnen Analyten
in einer Probe identifiziert werden. Die Intensitdt der
Raman-Linien ist dabei proportional zu der Analytkonzen-
tration, so dass mit Raman-Spektroskopie auch eine

Bestimmung von Analytkonzentrationen mdglich ist.

Allerdings lassen sich mit bekannten spektroskopischen
Untersuchungsverfahren Analytkonzentrationen unterhalb
von etwa 0,1 mmol pro Liter nicht nachweisen, wie in D.
Rohleder et al., "Comparison of mid-infrared and Raman
spectroscopy in the quantitative analysis of serum", J.
Biomed. Opt. 10 (2005) 031108 flir den Fall von Humanserum
beschrieben. Diese begrenzte Nachweisempfindlichkeit ist
ein wesentlicher Grund, warum sich spektroskopische
Verfahren in der klinischen Labordiagnostik bislang nicht

durchsetzen konnten.

Aufgabe der Erfindung ist es deshalb, einen Weg aufzuzei-
gen, wie die Nachweisempfindlichkeit spektroskopischer
Untersuchungen von Proben aus menschlichem oder tieri-
schem Gewebe, Korperfliissigkeiten oder Gasen erhdht wer-

den kann.

Diese Aufgabe wird mit einem Verfahren der eingangs ge-
nannten Art erfindungsgemidf dadurch geldst, dass die
Probe zum Anregen von Vibrations- und/oder Rotationszu-
stinden des in der Probe enthaltenen Analyten mit Pump-
licht des mittleren oder fernen infraroten Spektralbe-
reichs bestrahlt wird, so dass bei Wechselwirkung des
Primirlichts mit der Probe fir mindestens einen Vibra-
tions- und/oder Rotationszustand des in der Probe enthal-
tenen Analyten eine gegeniber dem thermischen Gleichge-

wicht erhdhte Besetzungszahl vorliegt.



WO 2006/136281 PCT/EP2006/005366

10

15

20

25

30

35

Diese Aufgabe wird ferner durch ein Spektrometer geldst,
das eine Pumplichtquelle zum Bestrahlen der Probe mit
Pumplicht des mittleren oder ferner infraroten Spektral-

bereichs umfafit.

Durch diese verbluffend einfache Mafnahme laRt sich das
Signal-Rausch- bzw. Signal-Untergrund-Verhdltnis bei der
Auswertung von Anti-Stokes-Linien um mehr als eine Gro-
Renordnung steigern, so dass Analyten in Proben, die aus
menschlichem oder tierischem Gewebe oder Kérperflissig-
keiten (oder Gasen) gewonnen wurden, mit einer Nachweis-
empfindlichkeit nachgewiesen werden koénnen, die sich
bisher mit spektroskopischen Untersuchungsverfahren nicht
einmal annidhernd erreichen lieR. Beispielsweise kdnnen
ohne die Verwendung von Reagenzien Kohlenhydrat-, Lipid-,
Lipoprotein (sowohl high density HD als auch low density
LD) und Proteinkonzentrationen, also beispielsweise
Glucose-, Cholesterin- oder Triglyzeridkonzentrationen,

in medizinischen Proben bestimmt werden.

Das erfindungsgemdfe Verfahren ist nicht auf Raman-spek-
troskopische Untersuchungen beschrénkt, so dass anstelle
von Raman-Linien auch andere spektrale Eigenschaften des
Sekundirlichts, beispielsweise Fluoreszenzlicht, ausge-
wertet werden kénnen. Wichtig ist jedoch, dass durch die
Einstrahlung des Pumplichts Rotations- und/oder Vibrati-
onszustiande des in der Probe enthaltenen Analyten ange-
regt werden. Dies bedeutet, dass die Energieabstédnde zwi-
schen den Rotations- und/oder Vibrationszusténden, anhand
derer der Analyt nachgewiesen werden soll, ausreichend
grof sind, so dass der jeweilige Grundzustand eine deut-
lich hdhere Besetzungszahl aufweist als ein dariber lie-

gender angeregter Zustand.
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Sind namlich sowohl der Grundzustand als auch der betref-
fende angeregte Rotations- oder Vibrationszustand in
gleichem MaRe besetzt, so laft sich durch Einstrahlen von
Pumplicht keine merkliche Anderung der Besetzung und
folglich keine Anderung des Signal-Rausch bzw. Signal-

Untergrund-Verhdltnisses erreichen.

Ausreichend Energieabstinde liegen zwischen Rotations-
und Vibrationszustdnden vor, die mit Infrarotstrahlung
des mittleren oder fernen infraroten Spektralbereichs
angeregt werden. Aus diesem Grund wird bei dem erfin-
dungsgemdfen Verfahren Pumplicht des mittleren oder fer-
nen infraroten Spektralbereichs verwendet. Im Rahmen der
Anmeldung ist unter dem mittleren infraroten Spektralbe-
reich (MIR) der Spektralbereich von 2 pm bis 25 um und
unter dem fernen infraroten Spektralbereich (FIR) der
Spektralbereich von 25 um bis 1000 pm zu verstehen, wobeil

sich die Wellenlangenangaben jeweils auf Luft beziehen.

Insbesondere bei Verwendung von Pumplicht des fernen
infraroten Spektralbereichs kann die Probe gekihlt wer-
den, so dass sich im thermischen Gleichgewicht groRere
Unterschiede zwischen den Besetzungszahlen des ersten
angeregten Vibrations- oder Rotationszustandes und des
dazugehdrenden Grundzustands ergeben. Bei Einstrahlen von
Pumplicht ergibt sich dann eine gegeniber dem thermischen
Gleichgewicht noch deutlicher erhohte Besetzungszahl des

ersten angeregten Zustands.

Die Anregung der Analytmolekile durch das Pumplicht kann
indirekt oder direkt erfolgen. Bei indirekter Anregung
wird das Pumplicht nicht von Analytmolekilen, sondern von
anderen in der Probe enthaltenen Molekiilen absorbiert und
die Anregungsenergie durch StdRBe auf die Analytmolekile
ibertragen. Bei direkter Anregung wird das Pumplicht von
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Analytmolekiilen absorbiert, die dadurch in angeregte
Rotations- oder Vibrationszustéinde Ubergehen. Bevorzugt
wird fur das erfindungsgemife Verfahren eine direkte
Anregung der Analytmolekiile durch Pumplicht verwendet.
Besonders gunstig ist es, dabei schmalbandiges Pumplicht
zu verwenden, dessen Wellenldnge und Linienbreite so
gewahlt sind, dass gezielt einzeln ausgewdhlt Vibrations-
iberginge angeregt werden kénnen. Vorzugsweise wird des-
halb die Frequenz des Pumplichts derart gewdhlt, dass
Analytmolekiile durch direkte Absorption von Pumplicht in
den angeregten Vibrations- oder Rotationszustand gebracht
werden, dessen Besetzungszahl auf diese Weise gegeniber

dem thermischen Gleichgewicht erhéht ist.

Das erfindungsgemdfe Verfahren ist nicht nur zur Unter-
suchung von Proben geeignet, die aus menschlichem oder
tierischem Gewebe oder Kdérperflissigkeiten gewonnen wur-
den, sondern kann auch zur Untersuchung von sonstigen
Proben verwendet werden. Besonders gut geeignet ist das
erfindungsgemée Verfahren insbesondere auch zur Unter-
suchung von gasfdrmigen Proben, beispielsweise zur Ana-
lyse von Verbrennungsgasen oder dem ausgestoffienen Atem
von Menschen oder Tieren. Ein Vorteil des erfindungsgema-
Ren Verfahrens liegt insbesondere auch darin, dass eine
Untersuchung ohne Zerstdrung der Probe, insbesondere ohne

Zerstdrung der Analytmolekile, méglich ist.

Weitere Einzelheiten und Vorteile der Erfindung werden im
folgenden anhand eines Ausfithrungsbeispiels eines erfin-
dungsgemiaRen Raman-Spektrometers unter Bezugnahme auf die
beigefiigten Figuren erl&utert. Die darin dargestellten
Besonderheiten koénnen einzeln oder in Kombination verwen-
det werden, um bevorzugte Ausgestaltungen der Erfindung

zu schaffen. Es zeigen:
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Fig. 1 eine prinzipielle Darstellung des Raman-Prozes-
ses anhand eines Termschemas von Vibrationszu-
stinden eines Analytmolekiils bei thermischer

Vibrationsanregung.

Fig. 2 eine Darstellung gemdR® Fig. 1 bei erfindungsge-
maRer Anregung der Vibrationszustdnde durch
Einstrahlen von Pumplicht des mittleren infra-

roten Spektralbereichs.

Fig. 3 eine schematische Darstellung der Intensitats-
verhdltnisse von Raman-Linien bei thermischer
Anregung der Vibrationszusténde und zum Ver-
gleich bei erfindungsgemafer Anregung durch

Einstrahlen von Pumplicht.

Fig. 4 eine schematische Darstellung eines erfindungs-

gemafen Raman-Spektrometers,

Fig. 5 ein weiteres Ausfihrungsbeispiel eines erfin-

dungsgemafen Raman-Spektrometers.

In Figur 1 ist ein stark vereinfachtes Termschema von Vi-
brationszustanden eines elektronischen Grundzustands
eines organischen Molekiils dargestellt. Die einzelnen
Vibrationszusténde v sind dabei durch waagrecht Linien
dargestellt und mit Zahlen 1 bis 4 bezeichnet. Der Vibra-
tionsgrundzustand ist mit v = 1 bezeichnet, angeregte

Vibrationszustinde mit entsprechend hoheren Zahlen.

Je grdRer die Energie eines Vibrationszustands ist, desto
weiter oben ist in Fig. 1 die entsprechende Linie darge-
stellt. Zur Vereinfachung sind in Fig. 1 keine Rotations-
zustande dargestellt. Rotationszusténde kdénnen prinzipi-
ell in analoger Weise wie Vibrationszusténde zur spektro-
skopischen Ermittlung des Vorhandenseins und/oder der
Konzentration eines Analyten genutzt und durch Einstrah-

len von Pumplicht angeregt werden.



WO 2006/136281 PCT/EP2006/005366

10

15

20

25

30

35

Quantenmechanisch 1aRt sich die Raman-Streuung so verste-
hen, dass ein einfallendes Photon des Primdrlichts von
dem streuenden Molekiil absorbiert und wieder emittiert
wird. Bei der Absorption wird das Molekil aus seinem
momentanen Vibrationszustand (z.B. v = 1) in einen
virtuellen Zustand angeregt, der in Fig. 1 durch eine
punktierte waagrechte Linie dargestellt ist. Der mit der
Absorption eines Photons verbundene Anregungsprozefs ist
in Fig. 1 durch einen nach oben zeigenden Pfeil
dargestellt. Bei elastischer Streuung geht das Molekul
aus diesem virtuellen Zustand durch Aussendung eines
Photons wieder in seinen urspriinglichen Vibrationszustand
iber (nicht dargestellt). Bei dem in Fig. 1 durch einen
nach unten zeigenden Pfeil dargestellten Fall der Raman-
Streuung geht das Molekll nicht in seinen urspringlichen,
sondern einen anderen Vibrationszustand Uber, so dass
sich die Wellenzahl des emittierten Sekundarlichtphotons
von der Wellenzahl des absorbierten Primdrlichtphotons um
die Differenz der Vibrationsenergie der beteiligten

Vibrationszustidnde unterscheidet.

Ganz links in Fig. 1 ist der Fall dargestellt, dass sich
das Molekiil urspriinglich in seinem Vibrationsgrundzustand
(v = 1) befindet, durch Absorption eines Primdrlichtpho-
tons in einen virtuellen Zustand gelangt und anschliefend
in einen angeregten Vibrationszustand (v = 2) iubergeht.
Bei diesem Prozef ist die Energie des ausgesandten Sekun-
darlichtphotons um die Differenz der Vibrationsenergie
der beiden Vibrationszusténden v = 1 und v = 2 kleiner
als die Energie des absorbierten Primdrlichtphotons. Das
Sekundarlichtphoton ist also gegeniber dem Primarlicht
rotverschoben und der dargestellte Streuprozef gehdrt zu
einer Stokes-Linie, weshalb der betreffende Pfeil mit dem

Buchstaben S bezeichnet ist.
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Befindet sich das Moleklil bei Absorption des Primérlicht-
photons in einem angeregten Vibrationszustand (z.B. v = 2
oder v = 3, siehe Fig. 1 Mitte und rechts), so kann es
aus einem virtuellen Zustand durch Emission eines Sekun-
diarlichtphotons entweder in einen energetisch hdher lie-
genden Vibrationszustand (v = 3 bzw. v = 4) oder einen
energetisch tiefer liegenden Vibrationszustand (v =1

bzw. v = 2) uUbergehen.

In Fig. 1 sind abwarts gerichtete Pfeile, die kurzer als
der dazugehdrende aufwidrts gerichtete Pfeil sind, mit dem
Buchstaben S und abwartsgerichtete Pfeile, die langer als
der dazugehdrende aufwirtsgerichtete Pfeil sind, mit AS
beschriftet, um kenntlich zu machen, dass die dargestell-
ten Streuprozesse zu einer Stokes-Linie (S) bzw. zu einer
Anti-Stokes-Linie (AS) gehdren.

Die Intensitit der verschiedenen Raman-Linien hangt mit
der Anzahl der verflugbaren Molekiile in den jeweiligen
Vibrationszustanden zusammen. Bei Raumtemperatur befinden
sich die meisten Molekille in ihrem Vibrationsgrundzustand
v = 1. Nur bei einem kleinen Teil der Molekiile sind
Vibrationszustande thermisch angeregt. In Fig. 1 ist die
relativ starke Besetzung des Vibrationsgrundzustands

v = 1 durch einen grofen Kreis und die deutlich kleinere
Besetzung des angeregten Vibrationszustands v = 2 durch
einen wesentlich kleineren Kreis angedeutet. Die wiederum
viel schwichere Besetzung des Vibrationszustans v = 3 ist

ohne Kreis dargestellt.

Aus thermodynamischen Griinden wird die Besetzung der
Vibrationszustande durch den Boltzmann-Faktor bestimmt.
Das Verhaltnis zwischen der Intensitdt einer Anti-Stokes-

Linie Ins und der Intensitdt einer dazugehdrenden Stokes-
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Linie Is ist proportional zu dem Faktor exp (-AEv/kT).
Dabei gibt AE,i,» die Energiedifferenz zwischen den betei-
ligten Vibrationszustanden, k die Boltzmannkonstante und
T die Temperatur an. Fur typische Werte von AEwp =

0,12 eV ergibt sich daraus, dass bei Raumtemperatur die
Intensitadt der Anti-Stokes-Linie nur etwa 0,8 % der In-
tensitédt der dazugehdrenden Stokes-Linie betragt. Wegen
ihrer wesentlich grdferen Intensitdt werden im Stand der
Technik deshalb Stokes-Linien gegeniber Anti-Stokes-
Linien zur Untersuchung von Proben bevorzugt.

Raman-spektroskopische Untersuchungen von Proben, die aus
menschlichem oder tierischem Gewebe oder Korperflussig-
keiten (oder Gasen) gewonnen wurden, werden durch das
Auftreten von Fluoreszenzlicht erschwert. Biologische
Proben zeigen namlich bei Bestrahlung mit Prim&rlicht
hiufig eine starke Fluoreszenz. Im Rahmen der Erfindung
wurde erkannt, dass die Auswertung der Anti-Stokes-Linien
durch Fluoreszenslicht nur unwesentlich beeintréchtigt
wird, da Fluoreszenlicht gegeniiber dem eingestrahlten
Primarlicht rot verschoben ist. Dennoch resultiert aus
der wesentlich schwicheren Intensitdt von Anti-Stokes-
Linien bei thermischer Vibrationsanregung insgesamt ein
schlechteres Signal-Rausch-Verhdltnis und damit eine
schlechtere Nachweisempfindlichkeit als bei einer Aus-

wertung von Stokes-Linien nach dem Stand der Technik.

Bei der Erfindung wurde in diesem Zusammenhang erkannt,
dass durch Bestrahlen der Probe mit Pumplicht des mittle-
ren infraroten Spektralbereichs Analytmolekile aus dem
Vibrationsgrundzustand in den ersten angeregten Vibrati-
onszustand gebracht werden kénnen. Die Besetzung der
Vibrationszustdnde wird dann nicht mehr von dem Boltz-
mann-Faktor, sondern durch die Wechselwirkung der Analyt-

molekiile mit dem eingestrahlten Pumplicht bestimmt.
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Auf diese Weise 1aRt sich die Intensitét der Anti-Stokes-
Linien signifikant erhdhen, da diese der Anzahl der Mole-
kiile in angeregten Vibrationszustanden proportional ist.
Hat das Pumplicht eine ausreichende Intensitét, so kann
im Idealfall erreicht werden, dass sich in dem ersten an-
geregten Vibrationszustand v = 2 fast ebenso viele Ana-
lytmolekiile befinden, wie in dem Vibrationsgrundzustand
v = 1. Durch Methoden des Populationstransfers 1l&8t sich
prinzipiell sogar eine Besetzungsinversion und folglich
eine noch deutlichere Erhdhung der Intensitdt von Anti-
Stokes-Linien erreichen. Geeignete Methoden des Populati-
onstransfers sind OARP (Optical Adiabatic Rapid Passage) -
Verfahren, insbesondere STIRAP (Stimulated Raman Adiaba-
tic Passage)-Verfahren, die beispielsweise in J. Chem.
Phys 92 (1990), 5363-5376, beschrieben sind.

In Fig. 2 sind die Verh&ltnisse bei Anwendung des erfin-
dungsgemifen Verfahrens schematisch dargestellt. Einge-
strahltes Pumplicht des mittleren infraroten Spektralbe-
reichs MIR wird von den Analytmolekllen absorbiert und
fihrt dazu, dass sich die Anzahl der Analytmolekile in
dem Vibrationsgrundzustand v = 1 gegeniber der in Fig. 1
dargestellten Besetzungsverteilung erniedrigt, wéhrend
sich die Zahl der Analytmolekiile in dem ersten angeregten
Vibrationszustand v = 2 erhdht. Zur Veranschaulichung ist
deshalb in Fig. 2 auf der Linie des Vibrationsgrundzu-
stands v = 1 ein wesentlich kleinerer Kreis als in Fig. 1
dargestellt. In entsprechender Weise ist der Kreis auf
der Linie des ersten angeregten Vibrationszustands v = 2

entsprechend grofRer als in Fig. 1 dargestellt.

Um zu verdeutlichen, wie sich die Intensitatsverhadltnisse
von Stokes- und Anti-Stokes-Linien bei Anwendung des er-

findungsgemdRen Verfahrens &ndern, sind in Fig. 3 die In-
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tensititen einer Stokes-Linie S und einer dazugehdrenden
Anti-Stokes-Linie AS in relativen Einheiten Uber der Dif-
ferenz Ak zwischen der Wellenzahl des Primarlichts und
der Wellenzahl der jeweiligen Raman-Linie S bzw. AS auf-
getragen. Dabei sind die im Stand der Technik beobachte-
ten Linienintensitidten bei thermischer Besetzung der
Vibrationszusténde gemdf Fig. 1 durchgezogen dargestellt.
Gestrichelt dargestellt sind die Intensitdtsverhdltnisse
der Stokes- und Anti-Stokes-Linien bei erfindungsgemafer
Einstrahlung von Pumplicht des mittleren Infrarotbereichs

gemaf Fig. 2.

Fig. 3 macht deutlich, dass sich die Intensitdt der Anti-
Stokes-Linie durch das erfindungsgemafe Verfahren dra-
stisch erhdhen 1aRt. Typischerweise &ndert sich bei Ein-
strahlung von Pumplicht des mittleren infraroten Spekt-
ralbereichs der Anteil der Analytmolekiile in dem ersten
angeregten Vibrationszustand v = 2 von etwa 0,8 % auf
fast 50 %$. Dies bedingt in diesem Beispiel eine Intensi-

tdtserhdhung der Anti-Stokes-Linie um einen Faktor 62.

Da Anti-Stokes-Linien nicht durch Fluoreszenzlicht beein-
trachtigt werden, ist mit dem erfindungsgemifen Verfahren
eine spektroskopische Untersuchung von Proben, die aus
menschlichem oder tierischem Gewebe, Kbérperflissigkeiten
oder Gasen gewonnen wurden, mit einer Nachweisempfind-
lichkeit méglich, die sich bisher mit Raman-spektro-
skopischen Untersuchungsverfahren nicht einmal anndhernd

erreichen lief.

Die mit dem Einstrahlen von Pumplicht verbundenen Vor-
teile lassen sich nicht fir die "klassische" Raman-Spek-
troskopie, sondern selbstverstdndlich auch flir spezielle

Raman-spektroskopische Verfahren, wie beispielsweise CARS
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(Coherent Anti-Stokes Raman Spektroscopy) oder SERS (Sur-

face enhanced Raman Spectroscopy) nutzen.

Zur weiteren Erhdéhung der Nachweisempfindlichkeit dient
bevorzugt das mit Einstrahlen von Pumplicht erhaltene
Raman-Spektrum als Vergleichs-Raman-Spektrum, das mit
einem Basis-Raman-Spektrum verglichen wird, das an der
Probe ohne Einstrahlen von Pumplicht gemessen wird. Auf
diese Weise lassen sich Stdéreinfllisse auf die auszuwer-
tende Anti-Stokes-Linie weitestgehend eliminieren. Stor-
einfllisse, wie beispielsweise Umgebungslicht, &ndern sich
namlich bei Einstrahlen von Pumplicht nicht. Durch eine
einfache Subtraktion und/oder Division lassen sich des-
halb mit dem Basis-Raman-Spektrum Stéreinfllisse auf das
Vergleichs-Raman-Spektrum rechnerisch kompensieren. Wird
das Pumplicht mehrfach ein- und ausgeschaltet und werden
hintereinander mehrere Vergleichs- und Basis-Raman-Spek-
tren gemessen, so lassen sich Stéreinflisse durch Anwen-

dung statistischer Verfahren noch besser kompensieren.

Das Ein- und Ausschalten des Pumplichts stellt eine be-
sondere Form einer Modulation der Intensitat des Pump-
lichts dar. Allgemein gesprochen ist es bevorzugt, die
Intensitit des Pumplichts zu modulieren, um Raman-Linien
anhand von damit verbundenen Anderungen ihrer Intensitat
besser identifizieren zu kénnen. Besonders bevorzugt wird
dabei die Intensitdt des Pumplichts mit einer Modula-
tionsfrequenz moduliert, die bei der Erfassung des Raman-
Spektrums in einem Lock-In-Verfahren verwendet wird, da
Lock-In-Verfahren in besonderem Mafe zur Elimination von

Stdéreinflussen geeignet sind.

Wird das Pumplicht abgeschaltet, kehren die Analyt-
molekile aus dem angeregten Vibrations- oder Rotations-

zustand, allerdings nicht instantan in den Grundzustand
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zuriick. Um Einflisse des Pumplichts auf das Basis-
Ramanspektrum zu minimieren, wird deshalb bevorzugt das
Basis-Ramanspektrum unmittelbar vor dem Einschalten des
Pumplichts oder einige Zeit nach dem Ausschalten des
Pumplichts gemessen. Da Analytmolekiile hdufig mit einer
charakteristischen Zeitkonstante nach dem Abschalten des
Pumplichts aus dem angeregten Vibrations- oder Rotations-
zustand in den Grundzustand zurickkehren, kann durch
Messen dieser charakteristischen Zeitkonstante eine
zusdtzliche Information Uber die Probe und/oder den

Analyten gewonnen werden.

Hierfiir wird eine als Folge des Abschaltens des Pump-
lichts auftretende zeitliche Anderung der Intensitédt der
mindenstens einen Raman-Linie ausgewertet. Aus dieser
Anderung der Intensitdt kann in einfacher Weise eine fur
die Relaxation des angeregten Vibrations- oder Rotations-
zustands in der Probe charakteristische Zeitkonstante
berechnet werden. Unter der Annahme einer exponentiellen
Verfalls des angeregten Vibrations- oder Rotations-
zustands genugt es prinzipiell, die Intensitét der
mindestens einen Raman-Linie zu zwei Zeitpunkten zu
ermitteln. Selbstverstindlich sind die Ergebnisse in der
Regel umso praziser, je dichter die Zeitpunkte aufein-
ander folgen, zu denen die Intensitat der mindestens

einen Raman-Linie gemessen wurden.

Ergianzend zu der Detektion von Anti-Stokes-Linien werden
bevorzugt auch Stokes-Linien des Raman-Spektrums erfaft
und ausgewertet. Insbesondere laft sich bei komplexen
Spektren mit einer grofen Zahl von Linien die Identifika-
tion von Spektrallinien und damit des entsprechenden Ana-
lyten erleichtern, indem Anti-Stokes-Linien der dazu ge-

hérenden Stokes-Linie zugeordnet werden.
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Bei den meisten organischen Analyten ist zur Anregung von
Vibrationszustidnden Pumplicht des mittleren infraroten
Spektralbereichs am besten geeignet. Insbesondere in Ga-
sen kénnen Molekiile hidufig besser anhand von charakteri-
stischen Rotationsbanden identifiziert werden. Zur Anre-
gung der entsprechenden Rotationszusténde ist in der
Regel Pumplicht des fernen Infrarotbereichs am besten ge-
eignet. Mit Pumplicht im Terahertzbereich (bevorzugt 1
Terahertz bis 100 Terahertz) lassen sich Schwingungszu-
stidnde mit kleinen Bindungskonstanten, wie sie beispiels-
weise bei der Verbindung zwischen den Einzelstréngen
einer DNA-Helix auftreten, anregen, so dass sich auch
derartig komplexe organische Molekiile mit dem
erfindungsgemédfen Verfahren quantitativ und qualitativ

nachweisen lassen.

Fig. 4 zeigt eine schematische Darstellung eines Raman-
Spektrometers zur Durchfihrung des erfindungsgemafen Ver-
fahrens. Das dargestellte Raman-Spektrometer umfalt eine
Primarlichtquelle 1 zum Bestrahlen der Probe 2, die sich
in einer Kavette 11 befindet, mit schmalbandigem Primar-
licht 3 des nahen infraroten, sichtbaren oder ultravio-
letten Spektralbereichs, einen Detektor 4 zum Detektieren
von Sekunddrlicht 5, das durch Wechselwirkung des Primdr-
lichts 3 mit der Probe 2 entsteht, und eine Auswerteein-

heit 6 zum Auswerten eines gemessenen Raman-Spektrums.

Damit die Raman-Linien eines Raman-Spektrums zuverléssig
identifiziert und ausgewertet werden kénnen, muf schmal-
bandiges Primdrlicht 3 verwendet werden. Je breitbandiger
das Primarlicht 3 ist, desto grdRer ist die Linienbreite
der Raman-Linien und desto schlechter lassen sich die
Raman-Linien von dem Primdrlicht 3 trennen, insbesondere
wenn eine grofe Linienbreite zu Uberlagerungen fihrt. Be-

vorzugt betrigt deshalb die Linienbreite des eingestrahl-
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ten Primarlichts 3 hdochstens die Halfte des Abstandes zu
dem Zentrum der auszuwertenden Raman-Linie. Fir die Ubli-
cherweise zu bestimmenden Analyten (beispielsweise Glu-
cose oder Cholesterin) bedeutet dies, dass die Linien-
breite des Primérlichts 3 héchstens 500 cm! entsprechen
sollte. Typischerweise liegt die Linienbreite des Primar-
lichts in der Grdéfenordnung von 1 cm'. Unter der Linien-
breite einer Linie wird dabei die Differenz der Wellen-
zahlen verstanden, bei denen die spektrale Lichtintensi-
tat die Halfte eines im Zentrum der Linie erreichten

Maximalwerts betragt.

Bei dem gezeigten Ausfihrungsbeispiel handelt es sich bei
der Primdrlichtquelle 1 um einen Laser, mit dem Strahlung
einer Wellenladnge zwischen 2500 nm und 10 nm ausgestrahlt

werden kann.

Durch Wechselwirkung des Primdrlichts 3 mit der Probe 2
entstandenes Sekundarlicht 5 wird mit einer Mefoptik 12
erfait und uUber einen Lichtleiter 13 einem Spektralappa-
rat 7, bevorzugt einem Gitter, zugefuihrt. Nach einer
spektralen Zerlegung wird die spektrale Intensitatsver-
teilung des Sekunddrlichts 5 mit dem Detektor 4, bevor-
zugt einem CCD-Gerat, gemessen. Der Detektor 4 ist an die
Auswerteeinheit 6 angeschlossen, mit der das so gewonnene
Raman-Spektrum ausgewertet wird. Das dargestellte Raman-
Spektrometer entspricht hinsichtlich Primdrlichtquelle 1,
Spektralapparat 7 und Detektor 4 dem bekannten Stand der
Technik, so dass weitere Erlduterungen hierzu nicht
erforderlich sind. Auch andere Raman-Spektrometertypen,
insbesondere Fourier-Transform Raman-Spektrometer, lassen
sich fir das im vorhergehenden beschriebenen Verfahren

einsetzen.
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Als Besonderheit weist das in Fig. 4 dargestellte Raman-
Spektrometer eine Pumplichtquelle 8 zum Aussenden von
Pumplicht 9 des mittleren infraroten Spektralbereichs
auf. Indem die Probe 2 gleichzeitig mit Primdrlicht 3 und
Pumplicht 9 bestrahlt wird, werden Vibrationszustande des
in der Probe 2 enthaltenen Analyten angeregt, so dass
sich die Intensit&t der auszuwertenden Anti-Stokes-Linien

drastisch erhdéht.

Das Primarlicht 3 kann wie bei dem gezeigten Ausfihrungs-
beispiel liber einen Strahlteiler 14 mit dem Pumplicht 9
zusammengefithrt und in einem uberlagerten Strahl der

. Probe 2 zugeflilhrt werden. Das Primarlicht 3 und das Pump-

licht 9 kénnen jedoch auch unter einem beliebigen Winkel
zueinander auf die Probe 2 gestrahlt werden. Ebenso kann
das Sekunddrlicht 5 unter einem beliebigen Winkel und

insbesondere auch in Rickstreuung gemessen werden.

Als Pumplichtquelle 8 kdénnen im einfachsten Fall breit-
bandige Mittelinfrarotlichtquellen, beispielsweise ein
Globar, verwendet werden. Besonders vorteilhaft sind je-
doch schmalbandige Pumplichtquellen 8, insbesondere Mit-
telinfrarotlaser, da auf diese Weise gezielt Vibrations-
zustande der interessierenden Analytmolekile angeregt
werden koénnen. Auf diese Weise werden ausschlieflich
Anti-Stokes-Linien einer Schwingungsform in gegebenen-
falls auch nur einer Sorte von Analytmolekilen verstarkt.
Wird eine breitbandige Pumplichtquelle verwendet, so
erhdht sich die Intensitit der Anti-Stokes-Linien von
allen in der Probe enthaltenen Molekiilen, was zu einem
etwas hoheren Untergrund fihren kann. Schmalbandige Pump-
lichtquellen kénnen mit thermischen Mittelinfrarotlicht-
quellen durch entsprechende Filter oder, was bevorzugt
ist, durch Laser verwirklicht werden. Neben Bleisalzlaser

sind insbesondere Quantenkaskadenlaser geeignet.
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Bevorzugt wird der als Pumplichtquelle 8 verwendete MIR-
Laser durchgestimmt, so dass das schmalbandige Pumplicht
9 bei der Raman-spektroskopischen Untersuchung der Probe
2 einen vorgegebenen Frequenzbereich Uberstreicht. Auf
diese Weise werden nacheinander Vibrationszustédnde ver-
schiedener Moleklle in der Probe angeregt, so dass nach-
einander die Anti-Stokes-Linien verschiedener Analytmole-
kiille mit einer erhdhten Intensitdt und geringem Unter-
grund erfaft werden kénnen. Eine weitere Steigerung des
Signal-Rauschverhdltnisses laft sich erreichen, indem un-
terschiedlich polarisiertes Primdrlicht 3 und Pumplicht 9
verwendet werden. In Fig. 4 sind verschiedene Polarisa-
tionsrichtungen des Primdrlichts 3 und des Pumplichts 9

durch Doppelpfeile 15 angedeutet.

Fig. 5 zeigt ein weiteres Ausfihrungsbeispiel eines
Raman-Spektrometers zur Durchfihrung des erfindungsgema-
Ren Verfahrens. Gleiche und einander entsprechende Teile
sind dabei mit Ubereinstimmenden Bezugszahlen gekenn-

zeichnet.

Der wesentliche Unterschied zu dem anhand von Fig. 4 er-
lauterten Ausfuhrungsbeispiel besteht darin, dass das
Primarlicht 3 lUber einen Lichtleiter 17 einer gegenuber
der Probe 2 beweglichen Mefoptik 12 zugefihrt wird.
Rluckgestreutes Sekundadrlicht 5 wird von der Mefoptik 12
erfaft und, wie anhand von Fig. 4 erldautert, Uber einen

Lichtleiter 13 dem Spektralapparat 7 zugefihrt.

Auf diese Weise laft sich mit dem in Fig. 5 dargestellten
Aufbau die Probe 2 auch ortsaufgeldst untersuchen. Nur in
dem Teilbereich 16 der Probe 2, in dem sich der Primar-
lichtstrahl 3 und der fokussierte Pumplichtstrahl 9
schneiden, entsteht namlich Sekunddrlicht 5 mit intensi-
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tatserhdhten Anti-Stokes-Linien. Durch eine entsprechende
Verschiebung der MefRoptik 12 kdénnen deshalb schrittweise
verschiedene Teilbereiche der Probe 2 ortsaufgeldst un-
tersucht werden. Durch eine entsprechende Beweglichkeit
der Pumplichtquelle 8 kdénnen nacheinander samtliche Teil-

bereiche der Probe 2 untersucht werden.

Die Ortsaufldésung laRt sich weiter verbessern, indem auch
das Pumplicht 9 jeweils nur auf einen Teilbereich der
Probe 2 gerichtet wird. Hierzu ist die Pumplichtquelle 8

entsprechend beweglich.

Von besonderer Bedeutung ist in diesem Zusammenhang, dass
die Ortsaufldsung des mikrospektroskopischen Verfahrens
nur durch die Breite des Primarlichtstrahls 3 begrenzt
ist. Da sich der Primé&rlichtstrahl 3 prinzipiell auf eine
Fliche fokussieren laRt, die etwa dem Quadrat seiner Wel-
lenlidnge entspricht, ist auf diese Weise eine hervorra-
gende Ortsaufldsung mdglich. Wie bereits erwdhnt, handelt
es sich bei dem Pumplicht 3 um Licht des nahen infraro-
ten, sichtbaren oder ultravioletten Spektralbereichs, so
dass dessen Wellenlange kleiner als 2,5 um, bevorzugt

kleiner als 1 um ist.

Besonders glinstig ist es in diesem Zusammenhang, wenn das
Pumplicht 9 aufgefdchert wird, so dass jeweils ein ebener
Teilbereich der Probe 2 von dem Pumplicht 9 durchstrahlt
wird. Auf diese Weise lassen sich die fir eine Rasterung
der Probe erforderlichen Bewegungen der Pumplichtquelle 8
auf ein Minimum reduzieren. Beispielsweise kann die
Ebene, in der das Pumplicht 9 aufgeféchert ist, senkrecht
zur Ausbreitungsrichtung des Primdrlichts 3 stehen, so
dass die laterale Messposition (und laterale Aufldsung)
durch das Primdrlicht, die Messposition (und ggf. die

Auflésung) in Ausbreitungsrichtung des Primérlichts
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jedoch durch die Dicke des Lichtfdchers bestimmt wird.
Auf diese Weise kdé&nnen Proben in allen drei Dimensionen

mit hoher Ortsaufldsung untersucht werden.

Der anhand von Fig. 5 erlauterte Aufbau laBt sich nicht
nur zur Untersuchung von biologischen Proben, beispiels-
weise Gewebeproben, nutzen, sondern, mit entsprechenden
Abwandlungen, beispielsweise auch zur Vermessung von Spu-
renstoffen in der Luft. Eine eigentliche Probenaufnahme
ist fOr viele Anwendungen nicht nétig. Man kann bei-
spielsweise einen Pumplichtstrahl mit einem Primdrlicht-
strahl in einem Volumenelement der zu untersuchenden
Luft, beispielsweise Uber einem Schornstein, kreuzen und
das Raman-Spektrum von rlickgestreutem Sekunddrlicht aus-
werten, beispielsweise um Schadstoffe in Abgasen nachzu-
weisen. Das erfindungsgemdfie Verfahren laft sich auch als
LIDAR-Verfahren (Light Detection and Ranging) nutzen,
wobei dem fur LIDAR-Verfahren Ublichen Aufbau lediglich

eine Pumplichtquelle hinzugefigt werden mufs.

Mit dem beschriebenen Verfahren lafRt sich eine so hohe
Genauigkeit erzielen, dass sich beispielsweise in der von
einem Menschen ausgestofenen Atemluft Kohlendioxidmole-
kiile mit 3C Isotopen von Kohlendioxidmolekiilen mit
gewdbhnlichen !?C Isotopen unterscheiden lassen. Indem
einem Probanden mit !3C Isotopen markierte Substanzen
(beispielsweise Medikamente, Kohlenhydrate; Proteine
etc.) verabreicht werden, kann mit dem erfindungsgemidfen
Verfahren untersucht werden, wir schnell die betreffende

Substanzen im Kdérper abgebaut werden.



WO 2006/136281

10

15

20

25

22

RDG 141/0A/WO

= YW 0 g 6 1 b W D

MIR

Bezugszeichenliste

Primarlichtquelle

Probe

Primarlicht

Detektor

Sekundarlicht
Auswerteeinheit
Spektralapparat
Pumplichtquelle
Pumplicht

Kivette

MefRoptik

Lichtleiter
Strahlteiler
Polarisationsrichtungen
Teilbereich der Probe
Lichtleiter
Stokes-Linie
Anti-Stokes-Linie
Mittleres Infrarotlicht

PCT/EP2006/005366



WO 2006/136281 PCT/EP2006/005366

10

15

20

25

30

23

RDG 141/0A/WO

Patentanspriche

Raman-spektroskopisches Analyseverfahren zum Ermit-
teln des Vorhandenseins und/oder der Konzentration
eines Analyten in der Probe (2), umfassend die fol-

genden Schritte:

Bestrahlen der Probe (2) mit schmalbandigem Primar-
licht (3) des nahen infraroten, sichtbaren oder

ultravioletten Spektralbereichs,

Detektieren von Sekundarlicht (5), das durch Wechsel-
wirkung des Primérlichts (3) mit der Probe (2) ent-
steht,

Aufzeichnen und Auswerten von mindestens einem spek-
tralen Teilbereich des Sekunddrlichts, der mindestens
eine Raman-Linie enthdlt, zum Ermitteln des Vorhan-
denseins und/oder der Konzentration eines Analyten in
der Probe (2),

dadurch gekennzeichnet, dass

die Probe (2) zum Anregen von Vibrations- und/oder
Rotationszustinden des in der Probe (2) enthaltenen
Analyten mit Pumplicht (9) des mittleren oder fernen
infraroten Spektralbereichs bestrahlt wird, so dass
bei Wechselwirkung des Prim&rlichts (3) mit der Probe
(2) fur mindestens einen Vibrations- oder Rotations-
zustand des in der Probe (2) enthaltenen Analyten
eine gegeniiber dem thermischen Gleichgewicht erhdhte

Besetzungszahl vorliegt.
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Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass der mindestens eine aufgezeichnete und ausgewer-
tete spektrale Teilbereich des Sekundédrlichts (5)
eine Anti-Stokes-Linie enthéalt.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Probe (2) gleichzeitig mit Pump-
licht (9) und Primdrlicht (3) bestrahlt wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprilche,
dadurch gekennzeichnet, dass die Intensitat des Pump-
lichts (9) moduliert wird, um mindestens eine Linie
in dem Spektrum des Sekundédrlichts (15) anhand von
damit verbundenen Anderungen ihrer Intensitét besser

dem Analyten zuzuordnen.

Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet,
dass die Intensitadt des Pumplichts (9) mit einer
Modulationsfrequenz moduliert wird, die bei der
Erfassung des Sekundadrlicht-Spektrums in einem Lock-

In Verfahren verwendet wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche,
dadurch gekennzeichnet, dass das mit Einstrahlen von
Pumplicht (9) erhaltene Sekundarlicht-Spektrum als
Vergleichsspektrum dient, das mit einem Basis-Sekun-
darlicht-Spektrum verglichen wird, das an der Probe

(2) ohne Einstrahlen von Pumplicht (9) gemessen wird.

Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet,
dass das Pumplicht (9) mehrfach ein- und
ausgeschaltet wird und nacheinander mehrere
Vergleichs- und Basis-Sekundarlicht-Spektren gemessen

werden.
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8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet, dass eine als Folge des
Abschaltens des Pumplichts auftretende zeitliche
Anderung der Intensit&t der mindestens einen Raman-

5 Linie ausgewertet wird.

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche,
dadurch gekennzeichnet, dass als Primarlichtquelle

(1) ein Laser verwendet wird.

10
10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet, dass breitbandiges Pumplicht
(9) verwendet wird, das vorzugsweise von einem Globar
ausgestrahlt wird.
15

11. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 9, dadurch
gekennzeichnet, dass schmalbandiges Pumplicht (9)

verwendet wird.

20 12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet,
dass das Pumplicht (9) von einem IR-Laser, vorzugs-

weise einem MIR- oder FIR-Laser, ausgestrahlt wird.

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet,
25 dass der IR-Laser ein Quanten-Kaskadenlaser ist.

14. Verfahren nach Anspruch 11,12 oder 13, dadurch
gekennzeichnet, dass die Frequenz des schmalbandigen
Pumplichts (9) bei der spektroskopischen Untersuchung

30 der Probe (2) lber einen vorgegebenen Frequenzbereich

durchgestimmt wird.

15. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 13, dadurch
gekennzeichnet, dass die Frequenz des Pumplichts (9)
35 derart gewdhlt wird, dass Analytmolekiile durch direk-
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17.

18.

19.

20.

21.

26

te Absorption von Pumplicht (9) in den angeregten
Vibrations- oder Rotationszustand gebracht werden,
dessen Besetzungszahl auf diese Weise gegeniiber dem

thermischen Gleichgewicht erhéht wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche,
dadurch gekennzeichnet, dass polarisiertes

Primarlicht (3) verwendet wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche,
dadurch gekennzeichnet, dass polarisiertes Pumplicht

(9) verwendet wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet, dass bei der Beobachtung des
Sekundarlichts ein polarisationsselektives Element

verwendet wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet, dass flur eine ortsaufgeldste
Untersuchung nur ein Teilbereich (16) der Probe (2)
sowohl mit Primdrlicht (3) als auch mit Pumplicht (9)
bestrahlt wird.

Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet,
dass in mehreren Schritten jeweils ein Teilbereich

(16) der Probe (2) untersucht wird, indem bei jedem
Untersuchungsschritt nur der jeweilige Teilbereich

(16) sowohl mit Primlrlicht (3) als auch mit Pump-

licht (9) bestrahlt wird.

Verfahren nach Anspruch 19 oder 20, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Primdrlicht (3) auf den jeweils zu

untersuchenden Teilbereich (16) fokussiert wird.



WO 2006/136281 PCT/EP2006/005366

10

15

20

25

30

22.

23.

24.

25.

26.
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Verfahren nach einem der Anspriche 19 bis 21, dadurch
gekennzeichnet, dass das Pumplicht (9) als ein in
einer Ebene aufgeweiteter Pumplichtstrahl auf die
Probe (2) gestrahlt wird, so dass das Primdrlicht (9)

auf einen ebenen Teilbereich der Probe (2) wirkt.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet, dass die Probe gasfdérmig ist,
insbesondere von einem Menschen oder Tier ausgestofe-

nes Atemgas enthalt.

Anwendung eines Verfahrens nach einem der vorherge-
henden Anspriche zur Untersuchung einer Probe (2),
die aus menschlichem oder tierischem Gewebe oder Koér-

perflissigkeiten gewonnen wurde.

Anwendung eines Verfahrens nach einem der Anspriiche 1
bis 23 zum Bestimmen einer Kohlenhydrat-, Lipid- oder

Proteinkonzentration.

Anwendung eines Verfahrens nach einem der Ansprtliche 1
bis 23 zum Bestimmen einer Glucose-, Gesamtcholeste-
rin-, Triglyzeridkonzentration, HD- oder LD-Lipopro-

teinkonzentration.

Raman-Spektrometer zur Durchfihrung eines Verfahrens

nach einem der vorhergehenden Anspriiche 1 bis 23 mit

einer Primdrlichtquelle (1) zum Bestrahlen der Probe
(2) mit schmalbandigem Primdrlicht (3) des nahen in-
fraroten, sichtbaren oder ultravioletten Spektralbe-

reichs,

einem Detektor (4) zum Detektieren von Sekundarlicht
(5), das durch Wechselwirkung des Primdrlichts (3)

mit der Probe (2) entsteht, und



WO 2006/136281 PCT/EP2006/005366

28

einer Auswerteeinheit (6) zum Auswerten aufgezeichne-

ter Raman-Linien des Sekundarlichts (5),
dadurch gekennzeichnet, dass

das Spektrometer eine Pumplichtquelle (8) zum Be-
5 strahlen der Probe (2) mit Pumplicht (9) des mittle-

ren oder fernen infraroten Spektralbereichs umfaft.



WO 2006/136281 PCT/EP2006/005366
1/2

AS

-‘NTA
4
<

€< <<
mpun

Fl'q' /[

<< <<
nuwun

JNT&
4
N
N
2o

0.4

0,24




WO 2006/136281 PCT/EP2006/005366

5 9 “ (4
8 __:(!:0::‘/5(::::::;%\4?’/}?"42/ 4
V7 S
15 ¢> 41j d <2 D
T4
1 ‘__::_::::// 17 ﬁJﬁ j
I .
F'3-9‘
T
§
: 4
CCO
| u
(
¥ é
13




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No

PCT/EP2006/005366

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER
TN STG0INZ1 6 GO1N33/497

A61B5/00 GO1N21/35

According to International Patent Classification (IPC) or to both nationat classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

GOLN A61B

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched

EPO-Internal, WPI Data, PAJ, INSPE

Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used)

C, BIOSIS

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category* | Citation of document, with indication, where approp!

riate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

X US 6 377 828 Bl (CHAIKEN
23 April 2002 (2002-04-23

column 1, line 63 - colum
cotumn 3, line 32 - 1ine
column 6, line 2 - 1ine 1
column 7, line 12 - 1ine
column 15, Tine 17 - Tine
column 9, line 65 — co'lum
Y column 3, line 46 - colum
column 8, line 50 - 1last

JOSEPH ET AL)
)

n 2, tine 31

40

4

20

61; figure 2
n 10, 1ine b
n4, line 19
line

-/

1-7,
9-14,16,
17,19-27

8,15,18

Further documents are listed in the continuation of Box C.

See patent family annex.

* Special categories of cited documents :

*A" document defining the general siate of the art which is not
considered to be of particular relevance

*E* earlier document but published on or afterthe international
filing date

*L* document which may throw doubts on priority claim(s) or
which is cited to establish the publication date of another
citation or other special reason (as specified)

*0O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or
other means

*P* document published prior to the international filing date but
later than the priority date claimed

*T* later document published after the international filing date
or ptiority date and not in conilict with the application but
cited to Understand the principle or theory underlying the

invention

*X* document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered novel or cannot be considered to
involve an inventive step when the document is taken alone

*Y* document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered to involve an inventive step when the
document is combined with one or more other such docu-
ments, such combination being obvious to a person skilled

inthe art.

*&* document member of the same patent family

Date of the aclual completion of the international search

26 July 2006

02/08/2006

Date of mailing of the international search report

Name and mailing address of the ISA/
European Patenl QOffice, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl,
Fax: (+31-70) 340-3016

Authorized officer

Consalvo, D

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (April 2005)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No

PCT/EP2006/005366

C(Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category*

Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

A

WO 01/91632 A (MUELLER-DETHLEFS, KLAUS)
6 December 2001 (2001-12-06)

page 3, line 5 - page 5, Tine 13

page 25, line 27 - page 26, line 29

page 17, line 31 - page 18, line 27;
figure 1

POTMA E O ET AL: “CARS microscopy for
biology and medicine”

OPTICS & PHOTONICS NEWS OPT. SOC. AMERICA
USA,

vol. 15, no. 11, November 2004 (2004-11),
pages 40-45, XP002357452

ISSN: 1047-6938

page 42, column 1, 1ine 17 - column 3,
line 7; figure 1

US 4 784 486 A (VAN WAGENEN ET AL)

15 November 1988 (1988-11-15)

column 1, line 14 - column 2, line 41
column 5, 1ine 64 - column 6, Tine 43
TANABE T ET AL: "Stimulated raman gain
spectroscopy of solutions by nanosecond
pulsed and cw probe TR laser”

INFRARED AND MILLIMETER WAVES, 2004 AND
12TH INTERNATIONAL CONFERENCE ON TERAHERTZ
ELECTRONICS, 2004. CONFERENCE DIGEST OF
THE 2004 JOINT 29TH INTERNATIONAL
CONFERENCE ON KARLSRUHE, GERMANY SEPT. 27
~ OCT. 1, 2004, PISCATAWAY, NJ, USA,IEEE,
27 September 2004 (2004-09-27), pages
423-424, XP010796886

ISBN: 0~7803-8490-3

page 423, column 2, Tline 1 - page 424,
column 1, last line ; figures 1-4

TANABE T ET AL: “Observing the Stimulated
Raman Gain Spectra of Solutions Using an
Infrared Pump Pulse with Narrow Linewidth
and a Low-Noise CW Probe Laser"
INTERNATIONAL JOURNAL OF INFRARED AND
MILLIMETER WAVES, [Online]

vol. 26, no. 6, 16 May 2005 (2005-05-16),
pages 881-892, XP001230194

Retrieved from the Internet:
URL:http://www.springeriink.com/(f1ji3345w
2bb4xmpbnfpcos5)/app/home/contribution.asp
?referrer=parent&backto=issue,9,12; journal
,8,273;1inkingpublicationresults,1:101850,
1> [retrieved on 2006-07-21]

page 884, paragraph 3. - page 889, line 2

1-7,
9-14,16,
17,19-27

9-14,16,
17,19-27

1-7,
9-14,16,
17,19-27

8,15,18

8,15,18

Form PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (April 2005)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Information on patent famiy members

International application No

PCT/EP2006/005366
Patent document Publication Patent family Publication
cited in search report date member(s) date
US 6377828 B1 23-04-2002 US 6044285 A 28-03-2000
WO 0191632 A 06-12-2001 AU 7232701 A 11-12-2001
DE 10027100 Al 20-12-2001
EP 1292220 Al 19-03-2003
JP 3715241 B2 09-11-2005
JP 2003534087 T 18-11-2003
Us 2003176777 Al 18-09-2003
US 4784486 A 15-11-1988 AU 612732 B2 18-07-1991
AU 2607888 A 02-05-1989
CA 1323205 C 19-10-1993
DE 3885104 D1 25-11-1993
DE 3885104 T2 04-08-1994
EP 0380580 Al 08-08-1990
JP 7086462 B 20-09-1995
KR 9514941 Bl 18-12-1995
Wo 8903515 Al 20-04-1989

Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (Aprit 2005)




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Internationales Aktenzeichen

PCT/EP2006/005366

A. KLASSIFIZIERUNG
INV. GOIN21/65

ES ANMELDUNGSGEGENSTANDES

GOIN33/497 A61B5/00 GO1N21/35

Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPC) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPC

B. RECHERCHIERTE GEBIETE

Recherchierter Mindestpriifstofi (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole )

GOIN A61B

Recherchierte, aber nicht zum Mindestpriifstoff gehdrende Verdffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Geblete fallen

Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl, verwendete Suchbegriffe)

EPO-Internal, WPI Data, PAJ, INSPEC, BIOSIS

C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie* | Bezeichnung der Verdffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile Betr, Anspruch Nr.
X US 6 377 828 B1 (CHAIKEN JOSEPH ET AL) 1-7,
23. April 2002 (2002-04-23) 9-14,16,
17,19-27
Spalte 1, Zeile 63 - Spalte 2, Zeile 31
Spalte 3, Zeile 32 - Zeile 40
Spalte 6, Zeile 2 - Zeile 14
Spalte 7, Zeile 12 - Zeile 20
Spalte 15, Zeile 17 - Zeile 61; Abbildung
2
Spalte 9, Zeile 65 - Spalte 10, Zeile 5
Y Spalte 3, Zeile 46 - Spalte 4, Zeile 19 8,15,18

Spalte 8, Zeile 50 -~ letzte Zeile

_____ o

Weitere Veroifentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu entnehmen Siehe Anhang Patenttamilie

* Besondere Kategorien von angegebenen Versffentlichungen

"A* Verdfientlichung, die den aligemeinen Stand der Technik definiert,
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist

*E" &lteres Dokument, das jedoch erst am oder hach dem internationalen
Anmeldedatum verdffentlicht worden ist

scheinen zu lassen, oder durch die das Verdffentlichungsdatum einer

solt oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie
ausgefihrt)
*O" Verbifentlichung, die sich auf eine miindliche Offenbarung,
eine Benulzung, eine Aussteliung oder andere MaBnahmen bezieht
*P* Veréifentlichung, die vor dem inlernationalen Anmeldedatum, aber nach
dem beanspruchten Prioritatsdatum veréffentiicht worden ist

*L* Verdffentlichung, die geeignet ist, einen Pricritétsanspruch zwelfelhaft er—

*T* Spétere Verdffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum
oder dem Prioritétsdatum verdffentlicht worden ist und mit der
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden
Theorie angegeben ist

*X* Veréffenilichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
kann allein aufgrund dieser Verdifentlichung nicht als neu oder auf
etfinderischer Tétigkeit beruhend betrachtet werden

anderen Im Recherchenbericht genannten VerGifentlichung belegt werden ry Verbffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung

kann nicht als auf erfinderischer Tétigkeit beruhend betrachtet
werden, wenn die Verbffentlichung mit einer oder mehreren anderen
Verbdffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und
diese Verbindung fiir einen Fachmann naheliegend ist

*&" Verbdffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist

Datum des Abschlusses der internationalen Recherche

26. Juli 2006

Absendedatum des internationalen Recherchenberichts

02/08/2006

Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehdrde
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl,
Fax: (+31-70) 340-3016

Bevollmé&chtigter Bediensteter

Consalvo, D

Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 2) (April 2005)




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

/| Internationales Aktenzeichen

PCT/EP2006/005366

C. (Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie™

Bezelchnung der Verofientlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile Betr. Anspruch Nr.

A

WO 01/91632 A (MUELLER-DETHLEFS, KLAUS)
6. Dezember 2001 (2001-12-06)

Seite 3, Zeile & - Seite b, Zeile 13
Seite 25, Zeile 27 - Seite 26, Zeile 29
Seite 17, Zeile 31 - Seite 18, Zeile 27;
Abbildung 1

POTMA E O ET AL: "“CARS microscopy for
biology and medicine”

OPTICS & PHOTONICS NEWS OPT. SOC. AMERICA
USA,

Bd. 15, Nr. 11, November 2004 (2004-11),
Seiten 40-45, XP002357452

ISSN: 1047-6938

Seite 42, Spalte 1, Zeile 17 - Spalte 3,
Zeile 7; Abbildung 1

US 4 784 486 A (VAN WAGENEN ET AL)

15. November 1988 (1988-11-15)

Spalte 1, Zeile 14 - Spalte 2, Zeile 41
Spalte 5, Zeile 64 — Spalte 6, Zeile 43
TANABE T ET AL: "Stimulated raman gain
spectroscopy of solutions by nanosecond
pulsed and cw probe TR laser"

INFRARED AND MILLIMETER WAVES, 2004 AND
12TH INTERNATIONAL CONFERENCE ON TERAHERTZ
ELECTRONICS, 2004. CONFERENCE DIGEST OF
THE 2004 JOINT 29TH INTERNATIONAL
CONFERENCE ON KARLSRUHE, GERMANY SEPT. 27
- OCT. 1, 2004, PISCATAWAY, NJ, USA,IEEE,
27. September 2004 (2004-09-27), Seiten
423-424, XP010796886

ISBN: 0-7803-8490-3

Seite 423, Spalte 2, Zeile 1 - Seite 424,
Spalte 1, letzte Zeile ; Abbildungen 1-4
TANABE T ET AL: "Observing the Stimulated
Raman Gain Spectra of Solutions Using an
Infrared Pump Pulse with Narrow Linewidth
and a Low-Noise CW Probe Laser"”
INTERNATIONAL JOURNAL OF INFRARED AND
MILLIMETER WAVES, [Online]

Bd. 26, Nr. 6, 16. Mai 2005 (2005-05-16),
Seiten 881-892, XP001230194

Gefunden im Internet:
URL:http://www.springerlink.com/(f1ji3345w
2bba4xmpbnfpco55)/app/home/contribution.asp
?referrer=parent8backto=issue,9,12; journal
,8,273;1inkingpublicationresults,1:101850,
1> [gefunden am 2006-07-21]

Seite 884, Absatz 3. - Seite 889, Zeile 2

1-7,
9-14,16,
17,19-27

O
1
-~

7,

1-7,
9-14,16,
17,19-27

8,15,18

8,15,18

Formblatt PCT/ISA/210 {Fortsetzung von Blatt 2) (April 2005)




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Angaben zu Verdifentlichungen, die zur selben Patentfamilie gehéren

Intemationales Akienzeichen

PCT/EP2006/005366
Im Recherchenbericht Datum der Mitglied(er) der Datum der
angefihrtes Patentdokument Verdéffentlichung Patentfamilie Verdffentlichung
US 6377828 Bl 23-04-2002 US 6044285 A 28-03-2000
WO 0191632 A 06-12-2001 AU 7232701 A 11-12-2001
DE 10027100 Al 20-12-2001
EP 1292220 Al 19-03-2003
JP 3715241 B2 09-11-2005
JP 2003534087 T 18-11-2003
US 2003176777 Al 18-09-2003
US 4784486 A 15-11-1988 AU 612732 B2 18-07-1991
AU 2607888 A 02-05-1989
CA 1323205 C 19-10-1993
DE 3885104 D1 25-11-1993
DE 3885104 T2 04-08-1994
EP 0380580 Al 08-08-1990
JP 7086462 B 20-09-1995
KR 9514941 Bl 18-12-1995
WO 8903515 Al 20-04-1989

Formblatt PCT/ISA/210 (Anhang Patentiamille) (April 2005)




	Abstract
	Bibliographic
	Description
	Claims
	Drawings
	Search_Report

