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(57)  Beschrieben werden ein Raman-Spektrometer
und ein Ramanspektroskopisches Analyseverfahren
zum Ermitteln des Vorhandenseins und/oder der Kon-
zentration eines Analyten in einer Probe (2), umfassend
die folgenden Schritte: Bestrahlen der Probe (2) mit
schmalbandigem Primérlicht (3) des nahen infraroten,
sichtbaren oder ultravioletten Spektralbereichs, Detek-
tieren von Sekundarlicht (5), das durch Wechselwirkung
des Primarlichts (3) mit der Probe (2) entsteht, Aufzeich-
nen und Auswerten von mindestens einem spektralen
Teilbereich des Sekundarlichts, der mindestens eine Ra-

Raman-spektroskopisches Analyseverfahren sowie Vorrichtung dafiir

man-Linie enthalt, zum Ermitteln des Vorhandenseins
und/oder der Konzentration eines Analyten in der Probe
(2). Erfindungsgemal ist vorgesehen, daf} die Probe (2)
mit Pumplicht (9) zum Anregen von Vibrations- und/oder
Rotationszusténden des in der Probe (2) enthaltenen
Analyten mit Pumplicht (9) des mittleren oder fernen in-
fraroten Spektralbereichs bestrahlt wird, so daf} bei
Wechelwirkung des Primarlichts (3) mit der Probe (2) fir
mindestens einen Vibrations- oder Rotationszustand des
in der Probe (2) enthaltenen Analyten eine gegenulber
dem thermischen Gleichgewicht erhdhte Besetzungs-
zahl vorliegt.
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Raman-spektroskopi-
sches Analyseverfahren zum Ermitteln des Vorhanden-
seins und/oder der Konzentration eines Analyten in einer
Probe, umfassend die folgenden Schritte: Bestrahlen der
Probe mit schmalbandigem Priméarlicht des nahen infra-
roten, sichtbaren oder ultravioletten Spektralbereichs,
Detektieren von Sekundérlicht, das durch Wechselwir-
kung des Primarlichts mit der Probe entsteht, Aufzeich-
nen und Auswerten von mindestens einem spektralen
Teilbereich des Sekundarlichts, der mindestens eine Ra-
man-Linie enthalt, zum Ermitteln des Vorhandenseins
und/oder der Konzentration eines Analyten in der Probe.
Die Erfindung betrifft ferner ein Raman-Spektrometer zur
Durchfiihrung eines solchen Verfahrens.

[0002] Spektroskopische Verfahren haben fiir klini-
sche Untersuchungen den grof3en Vorteil, dald im Ideal-
fall auf Reagenzien verzichtet und eine einzige Probe
gleichzeitig auf verschiedene Analyten untersucht wer-
den kann. Trotz dieser Vorteile haben sich spektrosko-
pische Untersuchungs-verfahren zur Untersuchung von
Proben, die aus menschlichem oder tierischem Gewebe
oder Korperflissigkeiten gewonnen wurden, bislang ge-
geniiber herkdmmlichen Untersuchungsverfahren nicht
durchsetzen kdnnen.

[0003] Im klinischen Alltag werden deshalb weiterhin
fur analytische Untersuchungen Reagenzien benétigt.
Dabei werden durch Herstellung und Lagerung der Rea-
genzien grolie Kosten verursacht. Ein weiterer Nachteil
reagenzgebundener Nachweisverfahren liegt darin, dal
eine Probe in der Regel nur auf einen einzigen Analyten
untersucht werden kann, was bei Patienten die Entnah-
me verhaltnismanig groRer Probenvolumen erforderlich
macht und folglich eine starke Belastung der Patienten
mit sich bringt.

[0004] Im Stand der Technik sind verschiedene An-
satze zur spektroskopischen Untersuchung von
medizinischen Proben bekannt. Zum Nachweis orga-
nischer Molekile ist insbesondere die Spektroskopie
molekularer Schwingungen geeignet, da Vibrations-
zustande in Infrarot- und Raman-Spektren durch char-
akteristische Linien identifiziert und Analytmolekilen zu-
geordnet werden kdnnen. Eine Zusammenfassung ver-
schiedener Verfahren findet sich in dem Artikel von W.
Petrich, "Mid-infrared and Ramanspectroscopy for med-
ical diagnostics", Appl. Spectrosc. Rev. 36 (2001),
181-237.

[0005] Raman-spektroskopische Untersuchungen
machen sich zunutze, dal} Licht des nahen infraroten,
sichtbaren oder ultravioletten Spektralbereichs an Mole-
kilen zu einem kleinen Teil inelastisch gestreut wird. Ty-
pischerweise macht dieser inelastisch gestreute Teil nur
etwa ein Millionstel der einfallenden Lichtintensitat aus.
[0006] Beieinem inelastischen Streuprozel® wird zwi-
schen streuenden Molekiilen und einfallendem Primar-
licht Energie ausgetauscht. Das streuende Molekul kann
dabei Energie aufnehmen und in einen angeregten Vi-
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brationszustand ubergehen oder bei dem Streuprozefly
Vibrationsenergie abgeben und in einen tieferen Vibra-
tionszustand (in der Regel in den Grundzustand) Uber-
gehen. Bei diesem als Raman-Streuung bezeichneten
Prozel3 andert sich die Wellenzahl des gestreuten Se-
kundarlichts gegentiber dem einfallenden Primarlicht um
Werte, die der Differenz der Energie von Vibrationszu-
standen des streuenden Molekiils entsprechen. Bei or-
ganischen Molekiilen, beispielsweise Glucose, betragt
der Energieabstand zwischen benachbarten Vibrations-
zustanden typischerweise etwa 0,12 eV, was bei spek-
troskopischen Untersuchungen einer Wellenzahl von et-
wa 1.000 cm-! entspricht. Ein Beispiel ist die C-O-H-Bie-
geschwingung des Glukosemolekiils mit einer Wellen-
zahl von 1077cm-1.

[0007] In dem Raman-Spektrum des Sekundarlichts,
das durch Wechselwirkung des Priméarlichts mit der Pro-
be entsteht, finden sich deshalb neben der Linie des ein-
fallenden Primarlichts sogenannte Raman-Linien, deren
Wellenzahlen sich von der Wellenzahl des einfallenden
Primarlichts in Abhangigkeit von den Energieabstéanden
benachbarter Vibrationszustande der streuenden Mole-
kiile unterscheiden. In einem Raman-Spektrum werden
gegenuber dem Primérlicht rotverschobene Raman-Li-
nien als Stokes-Linien und gegeniiber dem Primarlicht
blauverschobene Raman-Linien als Anti-Stokes-Linien
bezeichnet.

[0008] Bei der Untersuchung von Proben, die aus
menschlichem oder tierischem Gewebe, Korperfllssig-
keiten oder Atemgasen gewonnen wurden, haben die
Raman-Linien typischerweise Wellenzahlen, die um et-
wa 1.000 cm™! von der Wellenzahl des Priméarlichts ab-
weichen, wobei das Verhaltnis der Lichtintensitat der Ra-
man-Linien viele Gréenordnungen unter der Lichtinten-
sitat des einfallenden Primarlichts liegt.

[0009] Anhand der Abstande und Intensitaten der Ra-
man-Linien von der Linie des einfallenden Primarlichts
kdnnen Analyten in einer Probe identifiziert werden. Die
Intensitat der Raman-Linien ist dabei proportional zu der
Analytkonzentration, so dafl mit Raman-Spektroskopie
auch eine Bestimmung von Analytkonzentrationen mog-
lich ist.

[0010] Allerdings lassen sich mit bekannten
spektroskopischen  Untersuchungsverfahren  Ana-
lytkonzentrationen 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 quanti-
tative analysis of serum", J. Biomed. Opt. 10 (Ausg.
3/2005, im Druck) fir den Fall von Humanserum be-
schrieben. Diese begrenzte Nachweisempfindlichkeit ist
ein wesentlicher Grund, warum sich spektroskopische
Verfahren in der klinischen Labordiagnostik bislang nicht
durchsetzen konnten.

[0011] Aufgabe der Erfindung ist es deshalb, einen
Weg aufzuzeigen, wie die Nachweisempfindlichkeit
spektroskopischer Untersuchungen von Proben aus
menschlichem oder tierischem Gewebe, Korperflissig-
keiten oder Gasen erhdht werden kann.
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[0012] Diese Aufgabe wird mit einem Verfahren der
eingangs genannten Art erfindungsgemal dadurch ge-
I6st, dal die Probe zum Anregen von Vibrations- und/
oder Rotationszusténden , des in der Probe enthaltenen
Analyten mit Pumplicht des mittleren oder fernen infra-
roten Spektralbereichs bestrahlt wird, so dall bei Wech-
selwirkung des Primarlichts mit der Probe fliir mindestens
einen Vibrations-und/oder Rotationszustand des in der
Probe enthaltenen Anlayten eine gegeniiber dem ther-
mischen Gleichgewicht erhdhte Besetzungszahl vor-
liegt.

[0013] Diese Aufgabe wird ferner durch ein Spektro-
meter geldst, das eine Pumplichtquelle zum Bestrahlen
der Probe mit. Pumplicht des mittleren oder ferner infra-
roten Spektralbereichs umfafit.

[0014] Durch diese verbliiffend einfache MaRnahme
18Rt sich das Signal-Rausch- bzw. Signal-Untergrund-
Verhéltnis bei der Auswertung von Anti-Stokes-Linien
um mehr als eine Gré3enordnung steigern, so dall Ana-
lyten in Proben, die aus menschlichem oder tierischem
Gewebe oder Kdrperfliissigkeiten gewonnen wurden, mit
einer Nachweisempfindlichkeit nachgewiesen werden
kénnen, die sich bisher mit spektroskopischen Untersu-
chungsverfahren nicht einmal anndhernd erreichen liel3.
Beispielsweise kdnnen ohne die Verwendung von Rea-
genzien Kohlenhydrat-, Lipid- (sowohl high density HD
als auch low density LD) und Proteinkonzentrationen
ebenso wie Glucose-, Cholesterin- oder Triglyzeridkon-
zentrationen in medizinischen Proben bestimmt werden.
[0015] Das erfindungsgemafie Verfahren ist nicht auf
Raman-spektroskopische Untersuchungen beschrankt,
sodaR anstelle von Raman-Linien auch andere spektrale
Eigenschaften des Sekundarlichts, beispielsweise Fluo-
reszenzlicht, ausgewertet werden kdnnen. Wichtig ist je-
doch, dal} durch die Einstrahlung des Pumplichts Rota-
tions- und/oder Vibrationszustande des in der Probe ent-
haltenen Analyten angeregt werden. Dies bedeutet, dal
die Energieabstande zwischen den Rotations- und/oder
Vibrationszustanden, anhand derer der Analyt nachge-
wiesen werden soll, ausreichend grof sind, so daf} der
jeweilige Grundzustand eine deutlich hdhere Beset-
zungszahl aufweist als ein daruber liegender erster an-
geregter Zustand.

[0016] Sind namlich sowohl der Grundzustand als
auch der betreffende erste angeregte Rotations- oder
Vibrationszustand in gleichem Maf3e besetzt, so 18Rt sich
durch Einstrahlen von Pumplicht keine Anderung der Be-
setzung und folglich keine Anderung des Signal-Rausch
bzw. Signal-Untergrund-Verhaltnisses erreichen.
[0017] Ausreichend Energieabstande liegen zwischen
Rotations-und Vibrationszustanden vor, die mit Infrarot-
strahlung des mittleren oder fernen infraroten Spektral-
bereichs angeregt werden. Aus diesem Grund wird bei
dem erfindungsgemafen Verfahren Pumplicht des mitt-
leren oder fernen infraroten Spektralbereichs verwendet.
Im Rahmen der Anmeldung ist unter dem mittleren infra-
roten Spektralbereich (MIR) der Spektralbereich von 2
pm bis 25 wm und unter dem fernen infraroten Spektral-
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bereich (FIR) der Spektralbereich von 25 um bis 1000
pm zu verstehen, wobei sich die Wellenldngenangaben
jeweils auf Luft beziehen.

[0018] Insbesondere bei Verwendung von Pumplicht
des fernen infraroten Spektralbereichs kann die Probe
gekuhlt werden, so daf sich im thermischen Gleichge-
wicht gréRere Unterschiede zwischen den Besetzungs-
zahlen des ersten angeregten Vibrations- oder Rotati-
onszustandes und des dazugehdérenden Grundzustands
ergeben. Bei Einstrahlen von Pumplicht ergibt sich dann
eine gegeniiber dem thermischen Gleichgewicht noch
deutlicher erhdhte Besetzungszahl des ersten angereg-
ten Zustands.

[0019] Das erfindungsgeméRe Verfahren ist nicht nur
zur Untersuchung von Proben geeignet, die aus mensch-
lichem oder tierischem Gewebe oder Kérperflissigkeiten
gewonnen wurden, sondern kann auch zur Untersu-
chung von sonstigen Proben verwendet werden. Beson-
ders gut geeignet ist das erfindungsgemafie Verfahren
insbesondere auch zur Untersuchung von gasférmigen
Proben, beispielsweise zur Analyse von Verbrennungs-
gasen oder dem ausgestoRenen Atem von Menschen
oder Tieren. Ein Vorteil des erfindungsgemafen Verfah-
rens liegt insbesondere auch darin, daf} eine Untersu-
chung ohne Zerstérung der Probe, insbesondere ohne
Zerstoérung der Analytmolokile, mdglich ist.

[0020] Weitere Einzelheitenund Vorteile der Erfindung
werden im folgenden anhand eines Ausfihrungsbei-
spiels eines erfindungsgemalen Raman-Spektrometers
unter Bezugnahme auf die beigefligten Figuren erlautert.
Die darin dargestellten Besonderheiten kénnen einzeln
oder in Kombination verwendet werden, um bevorzugte
Ausgestaltungen der Erfindung zu schaffen. Es zeigen:
Fig. 1  eine prinzipielle Darstellung des Raman-Pro-
zesses anhand eines Termschemas von Vibra-
tionszustédnden eines Analytmolekiils bei ther-
mischer Vibrationsanregung.

Fig. 2  eine Darstellung gemaR Fig. 1 bei erfindungs-
gemaRer Anregung der Vibrationszustande
durch Einstrahlen von Pumplicht des mittleren
infraroten Spektralbereichs.

Fig. 3  eine schematische Darstellung der Intensitats-
verhéltnisse von Raman-Linien bei thermischer
Anregung der Vibrationszustdnde und zum
Vergleich bei erfindungsgemaRer Anregung
durch Einstrahlen von Pumplicht.

Fig. 4 eine schematische Darstellung eines erfin-
dungsgemafien Raman-Spektrometers,

Fig. 5 ein weiteres Ausfiihrungsbeispiel eines erfin-
dungsgemalien Raman-Spektrometers.

[0021] InFigur 1 ist ein stark vereinfachtes Termsche-
ma von Vibrationszustidnden eines elektronischen
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Grundzustands eines organischen Molekiils dargestellt.
Die einzelnen Vibrationszustédnde v sind dabei durch
waagrecht Linien dargestellt und mit Zahlen 1 bis 4 be-
zeichnet. Der Vibrationsgrundzustand ist mit v = 1 be-
zeichnet, angeregte Vibrationszustdnde mit entspre-
chend héheren Zahlen.

[0022] JegroRerdie Energie eines Vibrationszustands
ist, desto weiter obenistin Fig. 1 die entsprechende Linie
dargestellt. Zur Vereinfachung sind in Fig. 1 keine Rota-
tionszustande dargestellt. Rotationszustande k&nnen
prinzipiell in analoger Weise wie Vibrationszustande zur
spektroskopischen Ermittlung des Vorhandenseins und/
oder der Konzentration eines Analyten genutzt und durch
Einstrahlen von Pumplicht angeregt werden.

[0023] Quantenmechanisch 14Rt sich die Raman-
Streuung so verstehen, daR ein einfallendes Photon des
Priméarlichts von dem streuenden Molekil zunachst ab-
sorbiert wird. Dadurch wird das Molekul aus seinem mo-
mentanen Vibrationszustand (z.B. v = 1) in einen virtu-
ellen Zustand angeregt, der in Fig. 1 durch eine punktierte
waagrechte Linie dargestellt ist. Der mit der Absorption
eines Photons verbundene Anregungsprozef} ist in Fig.
1 durch einen nach oben zeigenden Pfeil dargestellt. Bei
elastischer Streuung geht das Molekdl aus diesem virtu-
ellen Zustand durch Aussendung eines Photons wieder
in seinen ursprunglichen Vibrationszustand uber (nicht
dargestellt). Bei dem in Fig. 1 durch einen nach unten
zeigenden Pfeil dargestellten Fall der Raman-Streuung
geht das Molekdil nichtin seinen urspriinglichen, sondern
einen anderen Vibrationszustand Uber, so daf sich die
Wellenzahl des emittierten Sekundéarlichtphotons von
der Wellenzahl des absorbierten Primarlichtphotons um
die Differenz der Vibrationsenergie der beteiligten Vibra-
tionszustande unterscheidet.

[0024] Ganz links in Fig. 1 ist der Fall dargestellt, da®
sich das Molekil urspriinglich in seinem Vibrations-
grundzustand (v = 1) befindet, durch Absorbtion eines
Primarlichtphotons in einen virtuellen Zustand gelangt
und anschlieBend in einen angeregten Vibrationszu-
stand (v = 2) Gbergeht. Bei diesem ProzeR ist die Energie
des ausgesandten Sekundéarlichtphotons um die Diffe-
renz der Vibrationsenergie der beiden Vibrationszustan-
den v =1 und v = 2 kleiner als die Energie des absor-
bierten Primarlichtphotons. Das Sekundéarlichtphoton ist
also gegenuber dem Primarlicht rotverschoben und der
dargestellte Streuprozel gehort zu einer Stokes-Linie,
weshalb der betreffende Pfeil mit dem Buchstaben S be-
zeichnet ist.

[0025] Befindet sich das Molekdl bei Absorbtion des
Priméarlichtphotons in einem angeregten Vibrationszu-
stand (z.B. v =2 oderv =3, siehe Fig. 1 Mitte und rechts),
so kann es aus einem virtuellen Zustand durch Emission
eines Sekundarlichtphotons entweder in einen energe-
tisch héherliegenden Vibrationszustand (v = 3 bzw. v =
4) oder einen energetisch tieferliegenden Vibrationszu-
stand (v = 1 bzw. v = 2) (ibergehen.

[0026] In Fig. 1 sind abwarts gerichtete Pfeile, die kir-
zer als der dazugehorende aufwarts gerichtete Pfeil sind,

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

mit dem Buchstaben S und abwértsgerichtete Pfeile, die
langer als der dazugehérende aufwartsgerichtete Pfeil
sind, mit AS beschriftet, um kenntlich zu machen, daf}
die dargestellten Streuprozesse zu einer Stokes-Linie
(S) bzw. zu einer Anti-Stokes-Linie (AS) gehéren.
[0027] Die Intensitatder verschiedenen Raman-Linien
hangt mit der Anzahl der verfligbaren Molekiile in den
jeweiligen Vibrationszustdnden zusammen. Bei Raum-
temperatur befinden sich die meisten Molekiile in ihrem
Vibrationsgrundzustand v = 1. Nur bei einem kleinen Teil
der Molekdle sind Vibrationszustéande thermisch ange-
regt. In Fig. 1 ist die relativ starke Besetzung des Vibra-
tionsgrundzustands v = 1 durch einen groRen Kreis und
die deutlich kleinere Besetzung des angeregten Vibrati-
onszustands v =2 durch einen wesentlich kleineren Kreis
angedeutet. Die wiederum viel schwéachere Besetzung
des Vibrationszustans v = 3 ist ohne Kreis dargestellt.
[0028] Austhermodynamischen Griinden wird die Be-
setzung der Vibrationszustande durch den Boltzmann-
Faktor bestimmt. Das Verhaltnis zwischen der Intensitat
einer Anti-Stokes-Linie |5 und der Intensitat einer dazu-
gehdérenden Stokes-Linie lg ist proportional zu dem Fak-
tor exp (-AE,;,/KT). Dabei gibt AE,;, die Energiedifferenz
zwischen den beteiligten Vibrationszustédnden, k die
Boltzmannkonstante und T die Temperatur an. Fur typi-
sche Werte von AE;, = 0,12 eV ergibt sich daraus, dal}
bei Raumtemperatur die Intensitat der Anti-Stokes-Linie
nur etwa 0,8 % der Intensitat der dazugehdrenden Sto-
kes-Linie betragt. Wegen ihrer wesentlich gréferen In-
tensitat werden im Stand der Technik deshalb Stokes-
Linien gegenuber Anti-Stokes-Linien zur Untersuchung
von Proben bevorzugt.

[0029] Raman-spektroskopische  Untersuchungen
von Proben, die aus menschlichem oder tierischem Ge-
webe oder Korperflissigkeiten gewonnen wurden, wer-
den durch das Auftreten von Fluoreszenzlicht erschwert.
Biologische Proben zeigen namlich bei Bestrahlung mit
Primarlicht haufig eine starke Fluoreszenz. Im Rahmen
der Erfindung wurde erkannt, daf} die Auswertung der
Anti-Stokes-Linien durch Fluoreszenslicht nur unwe-
sentlich beeintrachtigt wird, da Fluoreszenlicht gegen-
Uber dem eingestrahlten Primarlicht rot verschoben ist.
Dennoch resultiert aus der wesentlich schwacheren In-
tensitat von Anti-Stokes-Linien bei thermischer Vibrati-
onsanregung insgesamt ein schlechteres Signal-
Rausch-Verhaltnis und damit eine schlechtere Nachwei-
sempfindlichkeit als bei einer Auswertung von Stokes-
Linien nach dem Stand der Technik.

[0030] Beider Erfindung wurde in diesem Zusammen-
hang erkannt, daR durch Bestrahlen der Probe mit
Pumplicht des mittleren infratoren Spektralbereichs Ana-
lytmolekiile aus dem Vibrationsgrundzustand in den er-
sten angeregten Vibrationszustand gebracht werden
kénnen. Die Besetzung der Vibrationszusténde wird
dann nicht mehr von dem Boltzmann-Faktor, sondern
durch die Wechselwirkung der Analytmolekile mit dem
eingestrahlten Pumplicht bestimmt.

[0031] Aufdiese Weise laRtsich die Intensitat der Anti-
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Stokes-Linien signifikant erhéhen, da diese der Anzahl
der Molekdle in angeregten Vibrationszustéanden propor-
tionalist. Hat das Pumplicht eine ausreichende Intensitat,
so kann im Idealfall erreicht werden, daf} sich in dem
ersten angeregten Vibrationszustand v = 2 fast ebenso
viele Analytmolekiile befinden, wie in dem Vibrations-
grundzustand v = 1. Durch Methoden des Population-
stransfers 1Rt sich prinzipiell sogar eine Besetzungsin-
version und folglich eine noch deutlichere Erhéhung der
Intensitat von Anti-Stokes-Linien erreichen. Geeignete
Methoden des Populationstransfers sind OARP (Optical
Adiabatic Rapid Passage)-Verfahren, insbesondere STI-
RAP (Stimulated Raman Adiabatic Passage)-Verfahren,
die beispielsweise in J. Chem. Phys 92 (1990),
5363-5376, beschrieben sind.

[0032] In Fig. 2 sind die Verhaltnisse bei Anwendung
des erfindungsgemafien Verfahrens schematisch darge-
stellt. Eingestrahltes Pumplicht des mittleren infraroten
Spektralbereichs MIR wird von den Analytmolekilen ab-
sorbiert und flihrt dazu, daB sich die Anzahl der Analyt-
molekile in dem Vibrationsgrundzustand v = 1 gegen-
Uber der in Fig. 1 dargestellten Besetzungsverteilung er-
niedrigt, wadhrend sich die Zahl der Analytmolekdile in
dem ersten angeregten Vibrationszustand v = 2 erhéht.
Zur Veranschaulichung ist deshalb in Fig. 2 auf der Linie
des Vibrationsgrundzustands v = 1 ein wesentlich klei-
nerer Kreis als in Fig. 1 dargestellt. In entsprechender
Weise ist der Kreis auf der Linie des ersten angeregten
Vibrationszustands v = 2 entsprechend gré3er als in Fig.
1 dargestellt.

[0033] Um zu verdeutlichen, wie sich die Intensitats-
verhaltnisse von Stokes- und Anti-Stokes-Linien bei An-
wendung des erfindungsgemalfen Verfahrens andern,
sind in Fig. 3 die Intensitaten einer Stokes-Linie S und
einer dazugehdrenden Anti-Stokes-Linie AS in relativen
Einheiten Gber der Differenz Ak zwischen der Wellenzahl
des Primarlichts und der Wellenzahl der jeweiligen Ra-
man-Linie S bzw. AS aufgetragen. Dabei sind die im
Stand der Technik beobachteten Linienintensitaten bei
thermischer Besetzung der Vibrationszustadnde gemaR
Fig. 1 durchgezogen dargestellt. Gestrichelt dargestellt
sind die Intensitatsverhaltnisse der Stokes- und Anti-Sto-
kes-Linien bei erfindungsgemafRer Einstrahlung von
Pumplicht des mittleren Infrarotbereichs gemaf Fig. 2.
[0034] Fig. 3 machtdeutlich, daB sich die Intensitat der
Anti-Stokes-Linie durch das erfindungsgemaRe Verfah-
ren drastisch erhéhen I183t. Typischerweise andert sich
bei Einstrahlung von Pumplicht des mittleren infraroten
Spektralbereichs der Anteil der Analytmolekile in dem
ersten angeregten Vibrationszustand v = 2 von etwa 0,8
% auf fast 50 %. Dies bedingt in diesem Beispiel eine
Intensitatserhéhung der Anti-Stokes-Linie um einen Fak-
tor 62.

[0035] Da Anti-Stokes-Linien nichtdurch Fluoreszenz-
licht beeintrachtigt werden, ist mit dem erfindungsgema-
Ren Verfahren eine spektroskopische Untersuchung von
Proben, die aus menschlichem oder tierischem Gewebe,
Korperflissigkeiten oder Gasen gewonnen wurden, mit
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einer Nachweisempfindlichkeit mdglich, die sich bisher
mit spektroskopischen Untersuchungsverfahren nicht
einmal annahernd erreichen liel3.

[0036] Die mitdem Einstrahlen von Pumplicht verbun-
denen Vorteile lassen sich nicht fir die "klassische" Ra-
man-Spektroskopie, sondern selbstverstandlich auch fir
spezielle Raman-spektroskopische Verfahren, wie bei-
spielsweise CARS (Coherent Anti-Stokes Raman Spek-
troscopy) oder SERS (Surface enhanced Raman Spec-
troscopy) nutzen.

[0037] Zur weiteren Erhdhung der Nachweisempfind-
lichkeit dient bevorzugt das mit Einstrahlen von
Pumplicht erhaltene Raman-Spektrum als Vergleichs-
Raman-Spektrum, das mit einem Basis-Raman-Spek-
trum verglichen wird, das an der Probe ohne Einstrahlen
von Pumplicht gemessen wird. Auf diese Weise lassen
sich Stéreinflisse auf die auszuwertende Anti-Stokes-
Linie weitestgehend eliminieren. Storeinfliisse, wie bei-
spielsweise Umgebungslicht, &ndern sich namlich bei
Einstrahlen von Pumplicht nicht. Durch eine einfache
Subtraktion und/oder Division lassen sich deshalb mit
dem Basis-Raman-Spektrum Storeinfliisse auf das Ver-
gleichs-Raman-Spektrum rechnerisch kompensieren.
Wird das Pumplicht mehrfach ein- und ausgeschaltet und
werden hintereinander mehrere Vergleichs- und Basis-
Raman-Spektren gemessen, so lassen sich Stéreinflis-
se durch Anwendung statistischer Verfahren noch bes-
ser kompensieren.

[0038] Das Ein- und Ausschalten des Pumplichts stellt
eine besondere Form einer Modulation der Intensitat des
Pumplichts dar. Allgemein gesprochen ist es bevorzugt,
die Intensitat des Pumplichts zu modulieren, um Raman-
Linien anhand von damit verbundenen Anderungen ihrer
Intensitat besseridentifizieren zu kdnnen. Besonders be-
vorzugt wird dabei die Intensitat des Pumplichts mit einer
Modulationsfrequenz moduliert, die bei der Erfassung
des Raman-Spektrums in einem Lock-In-Verfahren ver-
wendet wird, da Lock-In-Verfahren in besonderem Mal3e
zur Elimination von Stéreinflissen geeignet sind.
[0039] Erganzend zu der Detektion von Anti-Stokes-
Linien werden bevorzugt auch Stokes-Linien des Ra-
man-Spektrums erfallt und ausgewertet. Insbesondere
1aRt sich bei komplexen Spektren mit einer grof3en Zahl
von Linien die ldentifikation von Spektrallinien und damit
des entsprechenden Analyten erleichtern, indem Anti-
Stokes-Linien der dazu gehdrenden Stokes-Linie zuge-
ordnet werden.

[0040] Bei den meisten organischen Analyten ist zur
Anregung von Vibrationszusténden Pumplicht des mitt-
leren infraroten Spektralbereichs am besten geeignet.
Insbesondere in Gasen kdnnen Molekile haufig besser
anhand von charakteristischen Rotationsbanden identi-
fiziert werden. Zur Anregung der entsprechenden Rota-
tionszustéande ist in der Regel Pumplicht des fernen In-
frarotbereichs am besten geeignet. Mit Pumplicht im
Terahertzbereich (bevorzugt 1 Terahertz bis 100 Tera-
hertz) lassen sich Schwingungszustéande mit kleinen Bin-
dungskonstanten, wie sie beispielsweise bei der Verbin-
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dung zwischen den Einzelstrdngen einer DNA-Helix auf-
treten, anregen, so daf} sich auch derartig komplexe or-
ganische Molekile mit dem erfindungsgemafen Verfah-
ren quantitativ und qualitativ nachweisen lassen.
[0041] Fig. 4 zeigt eine schematische Darstellung ei-
nes Raman-Spektrometers zur Durchfihrung des erfin-
dungsgemalen Verfahrens. Das dargestellte Raman-
Spektrometer umfalt eine Primérlichtquelle 1 zum Be-
strahlender Probe 2, die sich in einer Kiivette 11 befindet,
mit schmalbandigem Primérlicht 3 des nahen infraroten,
sichtbaren oder ultravioletten Spektralbereichs, einen
Detektor 4 zum Detektieren von Sekundarlicht 5, das
durch Wechselwirkung des Primarlichts 3 mit der Probe
2 entsteht, und eine Auswerteeinheit 6 zum Auswerten
eines gemessenen Raman-Spektrums.

[0042] Damit die Raman-Linien eines Raman-Spek-
trums zuverlassig identifiziert und ausgewertet werden
kénnen, mull schmalbandiges Primarlicht 3 verwendet
werden. Je breitbandiger das Primérlicht 3 ist, desto gro-
Rer ist die Linienbreite der Raman-Linien und desto
schlechter lassen sich die Raman-Linien von dem Pri-
marlicht 3 trennen, insbesondere wenn eine grof3e Lini-
enbreite zu Uberlagerungen fiihrt. Bevorzugt betragt
deshalb die Linienbreite des eingestrahlten Priméarlichts
3 hochstens die Halfte des Abstandes zu dem Zentrum
derauszuwertenden Raman-Linie. Fiir die Gblicherweise
zu bestimmenden Analyten (beispielsweise Glucose
oder Cholesterin) bedeutet dies, dal die Linienbreite des
Primarlichts 3 héchstens 500 cm-! entsprechen sollte.
Unter der Linienbreite einer Linie wird dabei die Differenz
der Wellenzahlen verstanden, bei denen die spektrale
Lichtintensitat die Halfte eines im Zentrum der Linie er-
reichten Maximalwerts betragt.

[0043] Bei dem gezeigten Ausfliihrungsbeispiel han-
delt es sich bei der Primarlichtquelle 1 um einen Laser,
mit dem Strahlung einer Wellenlédnge zwischen 2500 nm
und 10 nm ausgestrahlt werden kann.

[0044] Durch Wechselwirkung des Primérlichts 3 mit
der Probe 2 entstandenes Sekundarlicht 5 wird mit einer
MeRoptik 12 erfal’t und Uber einen Lichtleiter 13 einem
Spektralapparat 7, bevorzugt einem Gitter, zugefihrt.
Nach einer spektralen Zerlegung wird die spektrale In-
tensitatsverteilung des Sekundarlichts 5 mit dem Detek-
tor 4, bevorzugt einem CCD-Gerat, gemessen. Der De-
tektor 4 ist an die Auswerteeinheit 6 angeschlossen, mit
der das so gewonnene Raman-Spektrum ausgewertet
wird. Das dargestellte Raman-Spektrometer entspricht
hinsichtlich Primarlichtquelle 1, Spektralapparat 7 und
Detektor 4 dem bekannten Stand der Technik, so daR
weitere Erlduterungen hierzu nicht erforderlich sind.
Auch andere Raman-Spektrometertypen, insbesondere
Fourier-Transform Raman-Spektrometer, lassen sich fir
das im vorhergehenden beschriebenen Verfahren ein-
setzen.

[0045] AlsBesonderheitweistdasin Fig.4 dargestellte
Raman-Spektrometer eine Pumplichtquelle 8 zum Aus-
senden von Pumplicht 9 des mittleren infraroten Spek-
tralbereichs auf. Indem die Probe 2 gleichzeitig mit Pri-
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marlicht 3 und Pumplicht 9 bestrahlt wird, werden Vibra-
tionszustande des in der Probe 2 enthaltenen Analyten
angeregt, so dal sich die Intensitat der auszuwertenden
Anti-Stokes-Linien drastisch erhoht.

[0046] Das Priméarlicht 3 kann wie bei dem gezeigten
Ausfiihrungsbeispiel tber einen Strahlteiler 14 mit dem
Pumplicht 9 zusammengefiihrt und in einem Uberlager-
ten Strahl der Probe 2 zugefiihrt werden. Das Primarlicht
3 und das Pumplicht 9 kénnen jedoch auch unter einem
beliebigen Winkel zueinander auf die Probe 2 gestrahlt
werden. Ebenso kann das Sekundérlicht 5 unter einem
beliebigen Winkel und insbesondere auch in Riickstreu-
ung gemessen werden.

[0047] Als Pumplichtquelle 8 kénnen im einfachsten
Fall breitbandige Mittelinfrarotlichtquellen, beispielswei-
se ein Globar, verwendet werden. Besonders vorteilhaft
sind jedoch schmalbandige Pumplichtquellen 8, insbe-
sondere Mittelinfrarotlaser, da auf diese Weise gezielt
Vibrationszusténde der interessierenden Analytmoleku-
le angeregt werden kénnen. Auf diese Weise werden
ausschlieBlich Anti-Stokes-Linien der Analytmolekiile
verstarkt. Wird eine breitbandige Pumplichtquelle ver-
wendet, so erhéht sich die Intensitat der Anti-Stokes-Li-
nien von allen in der Probe enthaltenen Molekilen, was
zu einem etwas hoheren Untergrund fiihren kann.
Schmalbandige Pumplichtquellen kdnnen mit thermi-
schen Mittelinfrarotlichtquellen durch entsprechende Fil-
ter oder, was bevorzugt ist, durch Laser verwirklicht wer-
den. Neben Bleisalzlaser sind insbesondere Quanten-
kaskadenlaser geeignet.

[0048] Bevorzugt wird der als Pumplichtquelle 8 ver-
wendete MIR-Laser durchgestimmt, so dall das schmal-
bandige Pumplicht 9 bei der Raman-spektroskopischen
Untersuchung der Probe 2 einen vorgegebenen Fre-
quenzbereich (berstreicht. Auf diese Weise werden
nacheinander Vibrationszustédnde verschiedener Mole-
kile in der Probe angeregt, so dal® nacheinander die
Anti-Stokes-Linien verschiedener Analytmolekile mit ei-
ner erhéhten Intensitat und geringem Untergrund erfaf3t
werden kénnen. Eine weitere Steigerung des Signal-
Rauschverhéltnisses 18Rt sich erreichen, indem unter-
schiedlich polarisiertes Primarlicht 3 und Pumplicht 9 ver-
wendet werden. In Fig. 4 sind verschiedene Polarisati-
onsrichtungen des Primérlichts 3 und des Pumplichts 9
durch Doppelpfeile 15 angedeutet.

[0049] Fig. 5 zeigt ein weiteres Ausflihrungsbeispiel
eines Raman-Spektrometers zur Durchfihrung des er-
findungsgema-Ben Verfahrens. Gleiche und einander
entsprechende Teile sind dabei mit tibereinstimmenden
Bezugszahlen gekennzeichnet.

[0050] Der wesentliche Unterschied zu dem anhand
von Fig. 4 erlauterten Ausfiihrungsbeispiel besteht darin,
daf das Primarlicht 3 Gber einen Lichtleiter 17 einer ge-
genlber der Probe 2 beweglichen MeRoptik 12 zugefuhrt
wird. Ruckgestreutes Sekundéarlicht 5 wird von der
MeRoptik 12 erfallt und, wie anhand von Fig. 4 erlautert,
Uber einen Lichtleiter 13 dem Spektralapparat 7 zuge-
fuhrt.
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[0051] Aufdiese Weise IaRt sich mitdemin Fig. 5 dar-
gestellten Aufbau die Probe 2 auch ortsaufgeldst unter-
suchen. Nur in dem Teilbereich 16 der Probe 2, in dem
sich der Primarlichtstrahl 3 und der fokussierte
Pumplichtstrahl 9 schneiden, entsteht namlich Sekun-
darlicht 5 mit intensitdtserhéhten Anti-Stokes-Linien.
Durch eine entsprechende Verschiebung der MeRoptik
12 kénnen deshalb schrittweise verschiedene Teilberei-
che der Probe 2 ortsaufgeldst untersucht werden. Durch
eine entsprechende Beweglichkeit der Pumplichtquelle
8 kdénnen nacheinander samtliche Teilbereiche der Pro-
be 2 untersucht werden.

[0052] Die Ortsauflésung IaRt sich weiter verbessern,
indem auch das Pumplicht 9 jeweils nur auf einen Teil-
bereich der Probe 2 gerichtet wird. Hierzu ist die
Pumplichtquelle 8 entsprechend beweglich.

[0053] Von besonderer Bedeutung ist in diesem Zu-
sammenhang, daB die Ortsaufldsung des mikrospektro-
skopischen Verfahrens nur durch die Breite des Primar-
lichtstrahls 3 begrenzt ist. Da sich der Primarlichtstrahl
3 prinzipiell auf eine Flache fokussieren 1aR3t, die etwa
dem Quadrat seiner Wellenlénge entspricht, ist auf diese
Weise eine hervorragende Ortsauflésung méglich. Wie
bereits erwahnt, handelt es sich bei dem Pumplicht 3 um
Licht des nahen infraroten, sichtbaren oder ultravioletten
Spektralbereichs, so daR dessen Wellenléange kleiner als
2,5 pm, bevorzugt kleiner als 1 pm ist.

[0054] Besonders giinstigist esin diesem Zusammen-
hang, wenn das Pumplicht 9 aufgefachert wird, so dal
jeweils ein ebener Teilbereich der Probe 2 von dem
Pumplicht 9 durchstrahlt wird. Auf diese Weise lassen
sich die fiir eine Rasterung der Probe erforderlichen Be-
wegungen der Pumplichtquelle 8 auf ein Minimum redu-
zieren.

[0055] Der anhand von Fig. 5 erlduterte Aufbau laRt
sich nicht nur zur Untersuchung von biologischen Pro-
ben, beispielsweise Gewebeproben, nutzen, sondern,
mit entsprechenden Abwandlungen, beispielsweise
auch zur Vermessung von Spurenstoffen in der Luft. Eine
eigentliche Probenaufnahme ist furr viele Anwendungen
nicht nétig. Man kann beispielsweise einen Pumplicht-
strahl mit einem Primérlichtstrahl in einem Volumenele-
ment der zu untersuchenden Luft, beispielsweise iber
einem Schornstein, kreuzen und das Raman-Spektrum
von rlickgestreutem Sekundarlicht auswerten, beispiels-
weise um Schadstoffe in Abgasen nachzuweisen. Das
erfindungsgeméafie Verfahren |t sich auch als LIDAR-
Verfahren (Light Detection and Ranging) nutzen, wobei
dem fir LIDAR-Verfahren tblichen Aufbau lediglich eine
Pumplichtquelle hinzugefuigt werden mufR.

[0056] Mit dem beschriebenen Verfahren laft sich ei-
ne so hohe Genauigkeiterzielen, daf sich beispielsweise
in der von einem Menschen ausgestoRenen Atemluft
Kohlendioxidmolekiile mit 13C Isotopen von Kohlendi-
oxidmolekllen mit gewdhnlichen 12C Isotopen unter-
scheiden lassen. Indem einem Probanden mit 13C Iso-
topen markierte Substanzen (beispielsweise Medika-
mente, Kohlenhydrate; Proteine etc.) verabreicht wer-
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den, kann mit dem erfindungsgemagen Verfahren unter-
sucht werden, wir schnell die betreffende Substanzenim
Korper abgebaut werden.

Bezugszeichenliste
[0057]

Priméarlichtquelle
Probe

Primarlicht

Detektor
Sekundarlicht
Auswerteeinheit
Spektralapparat
Pumplichtquelle

9 Pumplicht

11 Klvette

12 MeRoptik

13 Lichtleiter

14 Strahlteiler

15 Polarisationsrichtungen
16 Teilbereich der Probe
17 Lichtleiter

S Stokes-Linie

O~NO O WN -

AS Anti-Stokes-Linie
MIR  Mittleres Infrarotlicht
Patentanspriiche

1. Raman-spektroskopisches Analyseverfahren zum
Ermitteln des Vorhandenseins und/oder der Kon-
zentration eines Analyten in der Probe (2), umfas-
send die folgenden Schritte:

Bestrahlen der Probe (2) mit schmalbandigem
Primarlicht (3) des nahen infraroten, sichtbaren
oder ultravioletten Spektralbereichs,
Detektieren von Sekundarlicht (5), das durch
Wechselwirkung des Primarlichts (3) mit der
Probe (2) entsteht,

Aufzeichnen und Auswerten von mindestens ei-
nem spektralen Teilbereich des Sekundéarlichts,
der mindestens eine Raman-Linie enthalt, zum
Ermitteln des Vorhandenseins und/oder der
Konzentration eines Analyten in der Probe (2),

dadurch gekennzeichnet, daf

die Probe (2) zum Anregen von Vibrations- und/oder
Rotationszustdnden des in der Probe (2) enthalte-
nen Analyten mit Pumplicht (9) des mittleren oder
fernen infraroten Spektralbereichs bestrahlt wird, so
daR bei Wechelwirkung des Priméarlichts (3) mit der
Probe (2) fir mindestens einen Vibrations- oder Ro-
tationszustand des inder Probe (2) enthaltenen Ana-
lyten eine gegeniiber dem thermischen Gleichge-
wicht erhdhte Besetzungszahl vorliegt.



10.

11.

12.

13

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, daB der mindestens eine aufgezeichnete
und ausgewertete spektrale Teilbereich des Sekun-
darlichts (5) eine Anti-Stokes-Linie enthalt.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge-
kennzeichnet, daB die Probe (2) gleichzeitig mit
Pumplicht (9) und Priméarlicht (3) bestrahlt wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii-
che, dadurch gekennzeichnet; daR die Intensitat
des Pumplichts (9) moduliert wird, um mindestens
eine Linie in dem Spektrum des Sekundérlichts (15)
anhand von damit verbundenen Anderungen ihrer
Intensitat besser dem Analyten zuzuordnen.

Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekenn-
zeichnet, daB die Intensitat des Pumplichts (9) mit
einer Modulationsfrequenz moduliert wird, die bei
der Erfassung des Sekundarlicht-Spektrums in ei-
nem Lock-In Verfahren verwendet wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspri-
che, dadurch gekennzeichnet, da das mit Ein-
strahlen von Pumplicht (9) erhaltene Sekundarlicht-
Spektrum als Vergleichsspektrum dient, das mit ei-
nem Basis-Sekundarlicht-Spektrum verglichen wird,
das an der Probe (2) ohne Einstrahlen von Pumplicht
(9) gemessen wird.

Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekenn-
zeichnet, daB das Pumplicht (9) mehrfach ein- und
ausgeschaltet wird und nacheinander mehrere Ver-
gleichs- und Basis-Sekundéarlicht-Spektren gemes-
sen werden.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii-
che, dadurch gekennzeichnet, daB als Primarlicht-
quelle (1) ein Laser verwendet wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii-
che, dadurch gekennzeichnet, daB breitbandiges
Pumplicht (9) verwendet wird, das vorzugsweise von
einem Globar ausgestrahlt wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, da-
durch gekennzeichnet, daB schmalbandiges
Pumplicht (9) verwendet wird.

Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekenn-
zeichnet, daB das Pumplicht (9) von einem IR-La-
ser, vorzugsweise einem MIR- oder FIR-Laser, aus-
gestrahlt wird.

Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekenn-
zeichnet, daB der IR-Laser ein Quanten-Kaskaden-
laser ist.
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22,

23.

24,

14

Verfahren nach Anspruch 10 oder 11, dadurch ge-
kennzeichnet, daB die Frequenz des schmalban-
digen Pumplichts (9) bei der spektroskopischen Un-
tersuchung der Probe (2) Giber einen vorgegebenen
Frequenzbereich durchgestimmt wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii-
che, dadurch gekennzeichnet, daB polarisiertes
Primarlicht (3) verwendet wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru-
che, dadurch gekennzeichnet, daB polarisiertes
Pumplicht (9) verwendet wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspri-
che, dadurch gekennzeichnet, daB fiir eine orts-
aufgeldste Untersuchung nur ein Teilbereich (16)
der Probe (2) sowohl mit Primarlicht (3) als auch mit
Pumplicht (9) bestrahlt wird.

Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekenn-
zeichnet, daB in mehreren Schritten jeweils ein Teil-
bereich (16) der Probe (2) untersucht wird, indem
bei jedem Untersuchungsschritt nur der jeweilige
Teilbereich (16) sowohl mit Primarlicht (3) als auch
mit Pumplicht (9) bestrahlt wird.

Verfahren nach Anspruch 16 oder 17, dadurch ge-
kennzeichnet, daB das Primarlicht (3) auf den je-
weils zu untersuchenden Teilbereich (16) fokussiert
wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 16 bis 18, da-
durch gekennzeichnet, daB das Pumplicht (9) als
ein in einer Ebene aufgeweiteter Pumplichtstrahl auf
die Probe (2) gestrahlt wird, so da® das Primarlicht
(9) auf einen ebenen Teilbereich der Probe (2) wirkt.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspri-
che, dadurch gekennzeichnet, daB die Probe gas-
férmig ist, insbesondere von einem Menschen oder
Tier ausgestoflenes Atemgas enthalt.

Anwendung eines Verfahrens nach einem der vor-
hergehenden Anspriiche zur Untersuchung einer
Probe (2), die aus menschlichem oder tierischem
Gewebe oder Kérperflissigkeiten gewonnen wurde.

Anwendung eines Verfahrens nach einem der An-
spriiche 1 bis 20 zum Bestimmen einer Kohlenhy-
drat-, Lipid- oder Proteinkonzentration.

Anwendung eines Verfahrens nach einem der An-
spriiche 1 bis 20 zum Bestimmen einer Glucose-,
Gesamtcholesterin-, Triglyzeridkonzentration, HD-
Lipid- oder LD-Lipidkonzentration.

Raman-Spektrometer zur Durchfiihrung eines Ver-
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fahrens nach einem der vorhergehenden Anspriiche
1 bis 21 mit einer Primarlichtquelle (1) zum Bestrah-
len der Probe (2) mit schmalbandigem Primarlicht
(3) des nahen infraroten, sichtbaren oder ultraviolet-
ten Spektralbereichs,

einem Detektor (4) zum Detektieren von Sekundar-
licht (5), das durch Wechselwirkung des Primarlichts
(3) mit der Probe (2) entsteht, und

einer Auswerteeinheit (6) zum Auswerten aufge-
zeichneter Raman-Linien des Sekundarlichts (5),
dadurch gekennzeichnet, daB

das Spektrometer eine Pumplichtquelle (8) zum Be-
strahlen der Probe (2) mit’ Pumplicht (9) des mitlle-
ren oder fernen infraroten Spektralbereichs umfafit.
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