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Fluoreszenz / Schwingungs-Spektroskopie

Abgrenzung Spektroskopie / Fluoreszenz:

Spektroskopie

Absorptionsspektroskopie | [Lumineszenzspektroskopie| | SPektroskopie molekularer

Schwingungen
|
[ [ [ |
Phosphores- Bio- u. Chemi- Infrarot- Raman-
Fluoreszenz zenz lumineszenz | | spektroskopie | | spektroskopie
\ J \ |
! Y
Absorption Streuung

Photonik

Grundlagen, Technologie
und Anwendung




Absorption / Streuung N

Fluoreszenz und Phosphoreszenz

= - basieren auf Absorption, d.h. das
\\ Photon wird komplett absorbiert,
— und spéater ein Photon emmittiert:
Absorption ~ =>» Spezifische Absolut-Wellenlange
Fluoreszenz
Phosphoreszenz

fur Absorption und Emission

Bei Streuprozessen wechselwirken
Virtuelles Niveau die Photonen mit atomaren/molekularen
&--F----—--7Yv---—---- System (Schwingungen) und werden
Rayleigh mit glgicher Wellenlange
Streuung Raman (elastisch = Ra_ylelgh)_oder verschobener
Wellenlangen (inelastisch = Raman)
gestreut
=» Beliebige Anregungs-Wellenlange
=>» Ergebnis: Spezifische
Wellenlangen- Verschiebung




Typische Wellenlangen

________________ I : S virtueller
Zustand

s
¥ ¥
IR NIR Rayleigh Stokes Anti-Stokes

E]
Il I 1 I
[E )

-

L

E

=
e

F]

| )
Absorption: '\
Schwingungslubergange
meist im IR und NIR-Bereich
Elektronische Ubergange im
VIS, UV und Rontgenbereich

Photonen-Energie
_2r-h-C
A

£=1.05-10"J s
Plancksches Wirkungsquantum

Eo, =hw

Val. (7.1)

Raman-Streuung

=>» Energielbertrag in
Schwingungszustande

=» Stokes-Verschiebungen
iIm IR/NIR-Bereich




Wellenlangen / Wellenzahlen

(tto\

In der Spektroskopie ist die Angabe in
Wellenzahlen (cm-1) gebauchlich

Wellenzahl (cm™)

30000 10000 5000

1000

10000 f  Hamoglobin
1000 .

100

Wasser

€
L
.‘E‘_’ =
S 0}
Wellenzahl ~ 1 g 1l
i -1 V =—
(Angabe in cm™) J (10.1) g o1} : h’ Serum ]
S oo} )l ehyay
% 1E3} EOL
2 4L _—— .
0,3 1 3 10
Wellenlange (um)
. Molekiil Rotation Molekiil- Elektronenanregung
Energieiibertragung -
Schwingung
Spektroskopische Mikrowellen Infrarot UV-VIS
Methode Absorption Spektroskopie Spektroskopie
_ , Radiowellen  Mikrowellen Infrarot (IR) Sichtbar UV Rontgen
Spektralbereich A S
fernes muttleres nahes
Wellenlinge [m] _ ) _ i )
e 10 10t 1007 107 1wt 1w’ w® 107 10° 107
A= 1_1 m 1 mm 1 pm 1 nm
Frequenz [Hz]
N 107 10° 10" 10" 10" 10"
A
Wellenzahl [cm™]
51 107 10" 10 10° 107 107
A




Spektren

Absorptionsspektrum: o]
Spektral Breite Lichtquelle et
detector 2 1
\\\\ : E 0,4-02_ A[J\M A
Bi \ e Sample AI [ )/k -g 031 J
1 | g | FA § e s JJU ET
,. \\V4 oo ] i -
Wavelength 6000 5500 5000 tiivivm:ﬁbersi’x'i);j 300 500 2000
Emissionsspektrum: Raman-Spektrum
Z.B. Lichtquellen / Fluoreszenz Sehr schmalbandige Anregung

=» Messung der Linienverschiebung

Excitation of sample

b ’ Raylsigh-Linie
E, — " -] i
S
; A E Stokesche Linien

:

/4

A4 £

E b 2 rism S

f f E
Wavelength o e Anti-Stokessche Linien
LN ] _ A

(a)

- OU 200 200
Raman-" Verschuabung [em-1]




Beispiel: Raman-Spektrum

A v=3
V=2
V=1
@ | V=0
.E virtuelies
w virtuelies virtuelles Niveau
Niveau MNiveau k
e h
[
t !
= =1
El |6 £ |2 E| |3
— Pt
C c
V=3
V=2
V=1 ¥
W=D h 4 h 4
Raman-3treuung Rayleigh- Raman-Streuung
(Stokes) Sirauung (Anti-Stokes)

Eg

Ramanintensitét

Rayleigh-Linie

Stokesche Linien

Anti-Stokessche Linien

j ] Ao A

400 -200 0 200 400
Raman-Verschiebung [cm-1]




Absorptions-Spektrometrie

Erinnerung Absorptionsgesetz:

1
=5\
1(2) < (E*) = lyexp(-ar-2)  (10.2)
= Lambert-Beersches Gesetz
Absorptions-Spektroskopie & =« (/1) 1/e=0.368
Detektor
) Spektrograph Sm;;r
Lichtquelle  Absorptions-
zelle
Vielfach-
Reflexionszelle —
S ] mr
abstimmbarer l: ] PD 1
Laser |-| |1 _ |2
PD2_ —
Referenzstrahl l2

H — > 7
1/a 1(z) = lgexp (—az)

J. Bille W. Schlegel (Hrsg.)

Medizinische Physik 3

Medizinische Laserphysik




Anwendungsbeispiel - Pulsoxymetrie

Pulsoximetrie:

Relative Absorption

lour = loexp(-a - 2)

ILeo lout

15 —

10

F

Deoxyhamoglobin

Oxyhamoglobin

ur Flussigkeiten gilt:

a(D)=Y &) ¢

Abb. aus: Wikijpedia

(10.3)

Absorptionskoeffizient

molarer Extinktionskoeffizient des Stoffes i
Konzentration des Stoffes i in mol/l
Wellenlange

SO0 M Q

=>» Aus Signal bei 2 Wellenlangen kann der
Sauerstoffgehalt des Blutes bestimmt werden
= (Verhaltnis Deoxy- zu Oxyhamoglobin)

480 500 520 540 560 580 600 620 640
Wellenlange [nm]
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Anwendungsbeispiel — Spektrometrie zur Diagnhose

= Spektrum erlaubt Gewebe-Differenzierung

— Tumorg ewebe

0.8 gesundes Gewebe

0.6

Intensitat

0.2

0.0 . .
500 550 600 650 J. Bille W. Schlegel (Hrsg.)

Wellenlange (nm)
Medizinische Physik 3

Medizinische Laserphysik
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Spektralapparate / Spektrometer

Spektrometer:

Dienen zur genauen Vermessung von der spektralen Verteilung von
Licht (Wieviel Licht bei welcher Wellenlange ?)

Monochromatoren:
Dienen zur spektralen Filterung von Licht.
Monochromatoren sind teilweise ahnlich aufgebaut wie Spektrometer

dispersives
Prisma

\

Beleuchtungs-
spalt

Selektions-

Quelle spalt

Prismen und Gitter-Anordnungen sind hier sehr gebrauchlich

13



Spektralapparate

Gitter-Spektrometer

— Hg-Lampe
—  Spalt
Kollimator

— Biindelbegrenzung
—  Gitter

Ob - Fernrohrobjektiv
Ok - Okular

QW W w» T
|

Prismen-Spektrometer

— Hg-Lampe

—  Spalt

Kollimator

— Biindelbegrenzung

®/M‘ﬂ\
~_ |N/ ‘

0L -

i

vl vs B R
[

— Prisma
Ob - Fernrohrobjektiv
Ok - Okular

H S K B
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Winkeldispersion / Auflosungsvermogen

Sowohl Gitter, als auch Prismen-Spektrometer beruhen auf der
Winkeldispersion — d.h. Licht wird abhangig von der Wellenlange mit
unterschiedlichem Winkel abgelenkt

Winkeldispersion (Definition): D= déo

dAi (10.4)
Grenz-Aufldsungsvermaogen:
Limitiert durch 2
Beugung an der dg, =—=d6, =D-dA
Offnung a des — a4 = Disporsion
Spektrometers 2L do,
= Auflésungsvermégen 0
>
P -
A=—=a-D (10.5) dé,
dA

Auflésungsvermogen ist gegeben durch die Offnung a des
Spektralapparates und durch die Winkeldispersion D

15



Prismenspektrometer A

el Prisma > Material-Dispersion  _ do _ d<9. dn
\ di dn dA
Ray of White Light Dispersion
| \ d@ dn
\J—{n=l.4ﬂu} A=a-D=a-— - —
l:nfl.ﬂm; ‘ dn; ‘dﬂ, ;

Chromatic Dispersion of White Light

dispersives
Prisma

Selektions-
spalt

Beleuchtungs-

Quelle
spalt

Auflosungsvermdgen Prisma
Materialdispersion & Geometrie

dn
A=b-— (10

dA b Basislange Prisma
dn/dA  Materialdispersion

16



Gitter

Allgemeine Gittergleichung
(Wellenlange A ,Beugungsordnung m, Gitterperiode g)

Transmissions-Gitter Reflexions-Gitter
: i A ) : A
sin@, —sin@, =m-— (10.7) sin @ +sin 6, =m~a
g

17



Auflosungsvermaogen Gitter

Winkeldispersion Gitter

(aus der Gittergleichung) Effektive Offnung a
fur Gitter der Lange L

D=d9= m
di g-cosé.

a=L-cosé,

Auflosungsvermdgen Gitter

A
A=—=a-D
A
A = m-L -m-N 10.8 m  Beugungsordnung
g (10.8) N  Anzahl Spalte

= Um mdglichst grol3e Auflésung zu erhalten moglichst hohe Anzahl von
Strichen (hohe Gitterperiode) oder sehr hohe Ordnung verwenden.

18



Freier Spektralbereich Gitter

gy | T

FSR A6 =
A

g-coséd,

>
0

Wegen der unterschiedlichen Ordnungen (m) komme es zu Uberscheidungen der
Spektrallinien.

Der Wellenlangen-Bereich zwischen den Ordnungen wird ,Freier Spektralbereich
oder ,,Free spectral range* (FSR) genannt.

A AO A A
Aus Gittergleichung A0 =———— in Wellenlangen Al=—=—  FSR=—
g -Cos gm D m m

(10.9)

19



Ausfihrungsformen Gitterspektrometer

Die Abbildung von Eintritts- auf Austrittsspalt
muss bzgl. Bildfehler korrigiert sein:

Rowland — Anordnung: spalt

Zylindrisch gekrimmtes Gitter — Radius R: : I __________ —
=>» Aberrationsfreie Spaltbilder entstehen e
auf einem Kreis mit Radius R/2

1
0. Ordnung ‘==——"__

1. Ordnung

Czerny-Turner (Ebenes Gitter)
Korrektur durch Symmetrie

Eintritts- H — M
spalt H = 1

drehbares »’
ebenes
Gitter q“
Austritts- H ----------------------------------------------
spalt H

Quelle: H. Gross, ‘Handbook of optical systems 1-4’

20



Blaze-Gitter

Fir hohe Aufldsung ist eine hohe 0./
Beugungsordnung winschenswert. ’

__/(___x"’f refrakiiv
Problem = Beugungsefizienz gt | o-Flan
Losung =» Blaze-Gitter « refraktiv '

keine Oberflachenstru
(alles Licht in

eine Ordnung) ’

1 diffraktiv

» diffraktiv geblazed
. ; geblazed
nur eine Beugungsord = = _rew
0s - ' N
0 Fa’ P 0 Fal

sin(8)

« diffraktiv binar Yoo/
0s _ mehrere Ordnungen
\ \\ / diffraktiv
binar
0 A . B N A = = ¢ =Fipa)

sin(a) \
nutzbarer Spektralbereich

Intansitét
Fy

Intensitst

21



Littrow - Konfiguration

Reflexions-Gitter _ A
sin@,, +sing, =m-—
9

Littrow-Bedingung  sing, =sing,
Beugungswinkel

= Einfallswinkel ) y)
2-sing, =m-—
g

Dispersion
D_d@_ m _2.tan6?L

Littrow-Konfiguration \

- dl g-cosd, A \
N\
=> nur von Gitter-Neigungswinkelabhangig <:_ )_)\/\
% \
=> Hoher Winkel kann tber hohe Blaze-Ordnung 2] K‘K‘O \

erreicht werden (Typ. 50-100 Ordnung)

22



Blaze-Gitter in Littrow-Anordung

* Makroskopische Sicht :
Strahlengang nicht plausibel

einfallendes Reflexions-
Licht gitter
=
reflektiertes
Licht

{ m. Ordnung )

¢ Mikroskopische Sicht des Blaze-

gitters :
regulare Reflexion an jeder ,

. einfallendes Reflexi
erkﬂanke, Licht eghrti;::ns-
Stufenhéhe gibt Beugungsordnung <
an reflektiertes

Licht

{ m. Ordnung )

23



Echelle - Spektrometer

Typische Ausfuihrung von Echelle-Gittern:
Niedrige Periode z.B. 80Linien/mm =» g=12.5um

Hohe Blaze-Winkel / Ordnung: z.B. fur 6, =60° =» Ordnung m=72 (A=300nm)

=» Sehr hohe Winkeldispersion D= 0__ m _ 2- nd _ 0.6°/nm
di g-cosé, A

m-L
=> Hohe spektrale Auflosung: z.B. 100mm-Gitter = A= T =5.7-10°

Kameraspiegel

2-9-sing,. =m- A4
/g =» Phasenunterschied = 50-100L

Eingangs-

spalt
Kollimator-
spiegel

Faltungs-
spiegel

Echelle Gitter Detektor
Quelle: www.ltb.com

24



Fourier-Transform Spektrometer

Fourier-Transform-Spektrometer
=» basiert auf einem Interferometer

Vorteil: Es ist kein Linien-Detektor

fester Spiegel

sondern nur ein Punkt-Detektor ——
zur Analyse notig _
i beweglicher

Spiegel

Y

Strahlteiler
> I
L= xSp.ieger
—p

Strahlungsquelle

\ J Detektor

25



Fourier-Transform Spektrometer

Monochromatisches Licht
= Detektorsignal

ANVT\I(/X)V\L)

X

Polychromatisches Licht
=» Detektorsignal

1(x)

= Fourier-Transformierte

1,

I(v)

= Fourier-Transformierte

AV

k_Y_/

Spektrum

26



Fourier-Transform Spektrometer

y g Tlrrtensitﬂt
Spektren un
entsprechende A 'r\| fl' | | [ \f\ z'r\ ﬂl fﬁ'. ﬁ\ m |'?'[ 'Il?ll ﬂ f'\ fﬁ'
Detektorsignale am ! ARRITRRTAVHTHARY \" |
FT-Spektrometer | | M A= Ziy=2=1v

|l

|
CR —
A= 2xg=lAv=1{1- 1)
5 ¥

5 Ordinate 3-fach
Y/‘/qr\ gespraizt

. : ﬂwﬁﬂmn%-fwllﬂd
1000 2000
Wellenzahl in crm’

— i .

v 0

27



Spektrale Auflosung FT-Spektrometer

Die Auflosung der FT-Spektrometes hangt von der maximalen Weglangendifferenz
des Interferometers zusammen:

Monochromatisches Licht

]
- : I, \II'I. = r;nl\ .rj p\l‘. [\" u'fn\'h i/\ ;
i i VIVV VY e . :
/' [ : 0
%/ i i -U,- trunecation
- l % g .’ﬂ".
{4
iL J"l‘IfL/\I\ /\\ﬂrf vvﬁ\j-liuh’\
b{ {L\/j U U \j £ : _.:o p— 217: v
.U,- apodization
~ 1 10.11 ;
s MR > N
2L it I o —y
\ :L\’ v ‘ ’ S
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Hyperspectral Imaging

Hyperspectral Imaging = Bild bei verschiedenen Frequenzen
(Abbildung + Spektrum)

Wavelength, nm

Top Row - Baseline

Bottom Row — After Exercise
Frihdiagnose von
Durchblutungsstérungen bei Diabetis

Bilder: http://panaworks.com/lana/hyper/diabetes.htm

30



Hyperspektrales Bild = Daten-Wurfel

Ergebnis der hyperspektralen

A Detektion ist ein Daten-Wurfel
| (=3-dimensionale Matrix)

-
[ = . s - .
@ y Datenwiirfel, zeigt Relation
zwischen lateralen und
— spektralen Dimensionen.
Y AL
Image plane at Ai Pixel spectrum at (xi, yj) "
81 5
g N 3
I W :
K pas
|
-
(xi, yj) ~ Ai Wavelength (1)

Quelle: AA. Gowen et al. / Trends in Food Science & Technology 18 (2007) 590598

31



Einfaches Hyperspectral Imaging

Standard:

Einfache Hyperspektrale _
3-Farben (RGB) = Bayer-Filter

Bildgebung

= Bild bei verschiedenen
Farben

=» Farb-Kamera (RGB)

Wikimedia — User:Cbhurnett

Resulting pattern

Incoming hight
h J h 4 v

Filter layver

Sensor amray

32


//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/37/Bayer_pattern_on_sensor.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Normal_and_Bayer_Filter_(120px-Colorful_spring_garden).png

Filterrad-Prinzip

Fur mehr Farbkanale:
=>» Filterrad (=zeitl. Spektrum)

Vg
‘P e

K

CW
o

. - ! .‘..
<:':'~”:".-‘f 3

Camera Filter wheel Light from

%" BRI

Lungenkrebs mit 8-Band
Filterrad und Mikroskop.

Valerie C. Coffey

M Multispecitral
Apiril 2012 | 21 Hm@@ﬁm@ 3

SpectroCam mit 8 Filtern,

24 | OPN Optics & Photonics News J\V[e)=tH1si (e 8 :
350nm bis 1.000 nm

the Mainstream

33



Schnelle Filter: z.B. Akusto-Optische Filter

Datenwurfel

-

AOTF — Acousto-optic tunable Filter
600 nm -1000 nm, Fa. Brimrose

Light Source

 —

C-Mount Adapter Monitor
Lens
[D:’ AQOTF Unit Camera 4@

SMA RF Cable
RS232 Cable Computer
Sps/Spf Driver /

(@)

Spatial Dimension y

normalized reflectance

— nomal tissue | 4

?rGesundes Gewebe

01F

B0 60 700 750 800 80 900 90 100
wavelength

Quelle: Zhi Liu “*, Hongjun Wang ' and Qingli Li * Sensors 2012. 12. 162-174: doi:10.3390/s120100162 -,



Hochaufgeloste Hyperspektrale Bildgebung

— specirometer

Grundproblem = Insgesamt 3 Dimensionen -
Bild (x, y) & Wellenlange Defector

=» Detektoren sind aber 2-dimensional

] Finhole
apearture

Wavelength, nm

Dichromatic

rrETor

Pinhocle
aperure

MicTosCcope

Objechive

=» Scannendes Verfahren
=>» Z.B. Konfokales Hyperspektralsystem
sample

35



Linien-Scan-Verfahren (Pushbroom Scan)

Linien-Scan Verfahren — Pushbroom Scan

36



Array Verfahren

Spektrale Abtastung S Datenwrfel
des Objekts mit Hilfe eines
2D-Arrays

=» Flachenhaft

=» Jedes Array besteht aus mehreren

spektralen Pixeln 103
a9 United States
Produkt-Bei spiel: a2 Patent Application Publication o Pub. No.: US 2008/0088840 A1
Bodkin et al. (43) Pub. Date: Apr. 17,2008

VNIR-20B von Bodkin-Design

pata Cube, BODKIN
spatial: 90 x 75 @ DESIGN & ENGINEERING
spectral: 20 (Channels)

Spectral Resolution: 11.2 nm

Spectral Range:
425 nm - 675 nm

VNIR-20B.

VIDEO RATE HYPERSPECTRAL IMAGER



FT-IR-Imaging Methoden

Interferometer im Abbildungsstrahlengang

CCD

source *%

38



Beispiel Anwendung: Magenkrebs

Reflectance

Spatial dimension (Y

Spatial dimension (X)

Datenwdarfel

Hardware: ImSpector Spectral
Camera, SW ver 2.739 (Spectral
Imaging Ltd, Oulu, Finland)

mit NDCI
Krebsdetektion (normalized cancer
index)

(a) the RGB image; (b) the cancer enhanced
regions using integral filter in the hyperspectral
image (1057—- 2440 nm), the tissues are shown in a
blue to red spectrum and the red regions represent
the tumor; (c) the cancer enhanced regions using
NDCI.

NDCI is the normalized cancer index.

Quelle: Hamed Akbari et al., Cancer detection using infrared
hyperspectral imaging, Cancer Science



http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/cas.2011.102.issue-4/issuetoc
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/cas.2011.102.issue-4/issuetoc
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1349-7006.2011.01849.x/full

Bildgebung mit Raman-Spektroskopie

1666

(1)

)

Raman Intensitat

3)

| . | N 1 1 1 : 1 L 1
700 900 1o 1300 1500 1700

Wellenzahl (em”™)

A Abb. 1: Raman-Spektroskopie einer getrockneten Darmprobe. A, reprasentative Raman-Spek-
tren von Bindegewebe (1), Muskelgewebe (2) und Epithelgewebe (3). B, 79 x 79-Raman-Map mit
einer Schrittweite von 62 um. D, 59 x 59-Raman-Map mit einer Schrittweite von 2,5 um. Die Far-
ben in den Raman-Maps entsprechen der Gruppenzuordnung einer Cluster-Analyse. C, Der Pfeil in

der lichtmikroskopischen Aufnahme zeigt die Position eines Ganglions. E, vergroBertes Ganglion
aus C.

40
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Mikroskopie

Prinzipiell kdnnen alle spektroskopischen

— apecirometer

Methoden mit Mikroskopie kombiniert werden. ccD

Detector

Problem: ]

Geringe Signalstarke (z.B. bei Raman-Spektroskopie)
= Resonante Methoden bieten h6here Signalstarke

=» Laser-Induzierte

Focusng
lens

Pinhole
aperture

Pinhole
aperture

Microscope
Objechive

Fluoreszenz (LIF)
Absorption
Fluoreszenz i )
chhr_umuhc
N —
=> Stimulierte I
Raman Streuung £ %
(SRS) Y My, ©s A)ms

//

sample

42



Beispiel: CARS

CARS - Spektroskopie

CARS =
,Coherent anti-Stokes Raman Scattering”

Raman-Prozesse

Stokes-Photon Anti-Stokes-Photon

e .T. .......
wp )
V h

PERN

typischerweise molekulare
Vibrationszustéande

Ortsaufgeloste Detektion spontanener
Raman-Photonen schwierig aufgrund

des kleinen Wirkungsquerschnitts des Prozesses
Stattdessen:

Koharente Erzeugung eines Anti-Stokes-
Photons durch 3-Wellenmischung
(resonante Anregung einer Vibrationsmode)

W —wa = Q?_I

43



CARS

CARS — Spektroskopie

Energie- und Impulserhaltung verlangt
2wp = wg + WCARS
2kp = kg + kcArs

(Phasenanpassungsbedingung)

wp

ws

WCARS

Intensitdt des CARS-Signals:

Icaps < (Ip)?Ig

Ramanspektrum, gemessen an
HelLa-Zellen

CH, (lipid) | CH; (protein}
Phosphate  Amide | e
(DNA)  (protein) {
'

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Wave number {cm )

(v, = einige 10" Hz)

Vorteile von CARS:

* Signalfrequenz > Anregungsfrequenz

» Anregung mit nahinfrarotem Licht moglich

CARS

» bendtigt hohe Lichtintensitéaten

* Anregung mit Pikosekundenpulsen

+ erfordert Synchronisation von 2 Pikosekunden-Lasern

44



CARS zur Auflésungssteigerung

CARS ist ein Mehr-Photonen-Prozess = Anregung nur im Fokus (wenige nm)
= Auflésungssteigerung

/\

SURFACE METHODS | 3D METHODS,

CONVENTIONAL |
NSOM TIRF '

@ CONFOCAL |

NON-LINEAR |

- ———
-
-
i

multipnoton | reversible saturation | : SPIM

Page 45 45



CARS — Mikroskopie

filter g Lapesiit
« » ‘ ‘
. llcondenser
1 sample 0123435
2

Distance (um)

4 microscope
| objective

filter

0. 2345
I - i 1 Distance (um)

, 0, dlchr0|c PMT

Detektion bestimmter Molekulschwingungen
wie z.B. von —OH, -CH,-CH, Gruppen

Bsp.: Proteinverteilung in
Epithel-Zellen.
CARS-Signal bei

1745 und 1649 cm!

Aufbau:

» 2 kollineare Laserstrahlen fokussiert auf einen Punkt
in der Probe

» Detektion des CARS-Signals in Vorwarts- oder
Ruckwartsrichtung

» Phasenanpassung unkritisch, da CARS-Signal nur
uber eine Lange von wenigen mm entsteht

* Raumliches Scannen der Probe, um 2D- oder 3D-
Bilder aufzubauen

1,745 cm! ' Amide I @ 1,649 cm’!

(Cheng et al., Opt. Lett. 26, 1341 (2001))
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CARS

CARS erlaubt extrem
gute Selektion von
bestimmten Molekdulen
(z.B. Fett)

=>» Molecular Imaging

Ahnliche Methoden:

- SARS

(Stimulated Anti Stokes
Raman Scattering)

- TERS

(Tip enhanced Raman
Scatterin)
-Nahfeldmethode

Fetttropfchen in einer Fettzelle mit CARS-Mikroskop

http://gold.uni-graz.at/cars.html

a7



CARS Mikroskopie

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/opph.201290015/pdf

CARS-Abbildung einer atheriosklerotischen Lasion in einer Mausaorta.
Links eine normale CARS-Aufnahme
Rechts: Die spektrale Zerlegung des CARS-Signals
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