
Komplementäre Mikroskopie-
Techniken intelligent kombiniert
Strukturelles und chemisches 3D-Imaging  
mit AFM und Raman

 In Life Science, der chemisch-phar-
mazeutischen Analytik und in den mo-
dernen Materialwissenschaften spielen 
zerstörungsfreie Analysenmethoden eine 
elementare Rolle und sind in Forschung 
und Entwicklung nicht mehr wegzuden-
ken. Die konfokale Raman Mikroskopie 
stellt dabei ein Instrument dar, mit der 
die chemische Zusammensetzung einer 
Probe mit einer Ortsauflösung im sub-
Mikrometerbereich untersucht werden 
kann. Durch eine Kombination dieser 
Technik mit der Rasterkraftmikroskopie 
ist der Erhalt umfangreicher Informatio-
nen über die Struktur und die chemischen 
Eigenschaften der Probe möglich.

Konfokale Raman Mikroskopie 
– Chemisches Imaging in 3D

Als Raman-Effekt bezeichnet man die inelas-
tische Wechselwirkung von Licht mit Mate-
rie. Dabei ändert das einfallende Photon 
den Schwingungszustand des Moleküls und 
ein Photon mit verschobener Energie wird 
emittiert. Die Energieverschiebung zwischen 
einfallendem und gestreutem Photon ist 
charakteristisch für die Art und Koordination 
der beteiligten Moleküle, so dass jedes Mo-

lekül einen charakteristischen Fingerabdruck 
liefert. Die Raman Spektroskopie ist daher 
eine zerstörungsfreie und nichtinvasive Me-
thode, die detaillierte chemische Informati-
on einer Probe ohne aufwändige Proben-
präperation oder Färbetechniken liefert.

Bei der Untersuchung inhomogener 
Proben kann die räumliche Verteilung der 
verschiedenen Materialien von großem In-
teresse sein. Es liegt daher nahe, die Spek-
troskopie mit der Mikroskopie zu kombinie-
ren. Eine gängige Technik in der optischen 
Mikroskopie ist dabei die konfokale Abbil-
dung, bei der eine kleine Apertur in der Bil-
debene plaziert und nur das durch diese 
Apertur tretende Licht detektiert wird. Bei 
der konfokalen Mikroskopie erhält man da-
durch nur Informationen aus der Fokusebe-
ne, so dass auch die Aufnahme eines Tiefen-
profils und sogar eines dreidimensionalen 
Bildes möglich ist. Außerdem wird Streu-
licht (Fluoreszenz) aus Bereichen außerhalb 
der Fokusebene stark unterdrückt. Die Auf-
nahme des Bildes erfolgt dann durch Ra-
stern der Probe oder des Anregungslasers 
Punkt für Punkt und Zeile für Zeile. Vorteil 
dieser Methode ist ein sehr großer Bildkon-
trast und ein sehr gutes Signal/Rausch-Ver-
hältnis. Durch die Kombination eines hoch-
auflösenden konfokalen Mikroskops mit 
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Abb. 1A: 3D-Raman Bild (Rekonstruktion) der Verteilung von  
Öl (grün), Alkan (rot) und Wasser (blau) in einer Emulsion. 
Dimension: 30 x 30 x 11.5 µm, 150 x 150 x 23 Pixel, 517 500 Raman 
Spektren; Aufnahmezeit für den gesamten Stack: 23 min.

Abb. 1b: Korrespondierende Spektren (entmischt);  
Öl (grün), Alkan (rot) und Wasser (blau).
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einem extrem empfindlichen Raman-Spek-
trometer ist es nicht nur möglich, Raman 
Spektren von kleinsten Probenvolumina 
(bis hinunter zu 0,02 µm3) zu erhalten, son-
dern es lassen sich auch hochaufgelöste 
Raman-Bilder gewinnen: An jedem Bild-
punkt wird dabei ein komplettes Raman-
Spektrum aufgenommen. Eine typische 
Bildgröße von 256 Zeilen mit 256 Pixel re-
sultiert in 65.536 Spektren. Aus dieser Mul-
ti-Spektrum-Datei lassen sich nun mit einer 
speziellen Software z. B. durch Integration 
über bestimmte Bereiche im Spektrum 
ebenfalls Bilder der Verteilung verschie-
dener Spezies in der Probe gewinnen. Da 
von jedem Probenbereich ein komplettes 
Spektrum vorliegt, lassen sich nach der 
Messung vielfältige Analysenmethoden an-
wenden und vergleichen, ohne dass die 
Messung wiederholt werden muss.

Um trotz kurzer Integrationszeiten gute 
Raman-Spektren zu gewinnen, wurde beim 
Aufbau des konfokalen Raman Mikroskops 
spezielle Aufmerksamkeit auf einen hohen 
optischen Durchsatz und eine optimale 
Empfindlichkeit gelegt. Die Integrations-
zeiten pro Spektrum liegen dabei bei ca. 
10 Millisekunden bei Verwendung einer 
herkömmlichen CCD-Kamera als Detektor 
und bei 0,7 Millisekunden bei Verwendung 
einer EMCCD Kamera (Ultrafast Raman 
Imaging Option). Bilder mit 250 x 250 Bild-
punkten können so in weniger als 1 Minute 
aufgenommen werden.

Ein weiterer großer Vorteil der hohen 
Empfindlichkeit ist die Reduktion der Laser-
leistung auf ein Minimum um auch sensi-
belste Proben zerstörungsfrei zu untersu-
chen. Ferner bietet sich die Möglichkeit 
kleinste Materialkonzentrationen oder Ma-
terialien, die schlechte Raman-Streueigen-
schaften aufweisen, doch noch der Raman 
Spektroskopie zugänglich zu machen. 

Abbildung 1a zeigt ein konfokales 3D 
Raman Bild einer Öl-Wasser-Alkan Emulsion 
aufgenommen mit dem konfokalen Raman 
Mikroskop alpha300 R. In einem Probenvo-
lumen von 30 x 30 x 11,5 µm wurden in z-
Richtung 23 einzelne Raman Bilder aufge-
nommen. Jedes dieser Bilder besteht aus 
150 x 150 Bildpunkten und somit aus 
22.500 Spektren. Die Aufnahmezeit für je-
des Bild betrug lediglich 60 Sekunden, so 
dass der gesamte Stack in 23 Minuten auf-
genommen werden konnte. Mit einer spe-
ziellen Software für die 3D Rekonstruktion 
wurden die Einzelbilder zu einem Gesamt-
bild zusammengesetzt, welches die Vertei-
lung von Öl (grün), Alkan (rot) und Wasser 
(blau) dreidimensional darstellt. In Abbil-
dung 1b sind die zugehörigen Spektren 
(entmischt) mit entsprechender Farbkodie-
rung dargestellt.

Datenauswertung  
per Cluster Analyse
Die Informationen, die sich aus einem Ra-
man Imaging Datensatz extrahieren lassen, 
können äußerst vielschichtig sein. In Ab-
hängigkeit von der Probe lassen sich so bei-
spielswiese Aussagen über das Maß der 
Kristallinität machen oder Spannungen in 
Materialien aufzeigen. Für diese Auswertun-
gen muss eine geeignete, einfach zu bedie-
nende Software zur Verfügung stehen, die 
im Idealfall eine objektive, Beurteilung der 
Daten zulässt oder verborgene Strukturen 
in den Daten automatisch sichtbar macht. 
Mit speziellen Software Paketen läßt sich 
diese Art von Datenverarbeitung einfach 
und schnell umsetzen. Zieht man beispiels-
weise Methoden der multivariaten Daten-
analyse wie die Cluster Analyse zur Auswer-
tung heran, lassen sich chemisch bzw. 
spektral ähnliche Bereiche örtlich gruppie-
ren und darstellen. Der Nutzer benötigt 
dann für diese Auswertung keine a priori 
Kenntnisse über die Probe sondern es reicht 
aus, die Anzahl der Komponenten zu schät-
zen. Eine objektive, schnelle und konsisten-
te Interpretation der Daten ist damit ge-

währleistet. Im folgenden Beispiel wurden 
die Raman Imaging Daten, welche an einer 
Zahnpaste Probe aufgenommen wurden, 
der Cluster Analyse unterzogen. Auf der 
Probe wurden 20x 20 µm mit 200 x 200 Pi-
xel (40.000 Spektren) gescannt. Die Auf-
nahmezeit pro Spektrum betrug 0,76 ms 
und damit 42 s für das gesamte Bild. Abbil-
dung 2a zeigt den Cluster-Baum hinsicht-
lich der Verteilung von sechs ausgewählten 
Komponenten wie ihn ein Software Paket 
von WITec ausgibt. Die zugehörigen gemit-
telten Spektren sind in Abbildung 2b darge-
stellt. Kombiniert man nun die 6 Bildkom-
ponente-Cluster in einem Bild erhält man 
die laterale Verteilung der Zahnpasta-Pha-
sen wie sie Abbildung 2c zeigt.

Neben diesen Untersuchungen von 
Emulsionen können weitere Einsatzgebiete 
des konfokalen Raman Imagings die Unter-
suchung von Polymergemischen, das Auf-
spüren von Verunreinigungen oder Span-
nungen in verschiedensten Materialien, das 
Abbilden von lebenden Zellen ohne Anfär-
ben oder die Analyse der Verteilung von 
chemischen Substanzen in diversen Sub-
straten sein.

Abb. 2a: Cluster Baum: Ergebnis einer 
Cluster Analyse von Bilddaten, die von 
einer Zahnpasta-Probe gewonnen wurden.

Abb. 2b: Zugehörige 
gemittelte Spektren 
der sechs Zahnpasta-
Komponenten aus  
der Cluster Analyse.

Abb. 2c: Raman Bild von der lateralen 
Verteilung der Zahnpasta-Komponenten.
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Müssen Proben untersucht werden, bei 
denen es neben der chemischen Analyse 
auch auf die Struktur- und Oberflächenana-
lyse ankommt, kann die Rasterkraftmikro-
skopie (Atomic Force Microscopy, AFM) ei-
nen wichtigen Beitrag zur Aufklärung dieser 
Eigenschaften leisten. Mit einem modularen 
Design von Mikroskopiesystemen kann ein 
konfokales Raman Mikroskop mit einem 
AFM aufgerüstet werden, so dass sowohl 
konfokale Raman- als auch Rasterkraft- 
mikroskopie mit einem Gerät an derselben 
Probenstelle durchgeführt werden kann.

Rasterkraftmikroskopie (AFM)

Bei der Rasterkraftmikroskopie wird mit ei-
ner äußerst feinen, mikroskopisch kleinen 
Nadelspitze die Probenoberfläche zeilen-
weise abgerastert. Die Kraft mit der die 
Spitze auf die Probe einwirkt wird mit ei-
nem speziellen Verfahren gemessen und 
über einen Regelkreis konstant gehalten. 
Topographieunterschiede werden dabei 
durch Senken oder Heben der Spitze (oder 
der Probe) ausgeglichen. Diese Senk- und 
Hebebewegungen werden aufgezeichnet 
und mit einer speziellen Software in hoch-
aufgelöste Bilder der Oberflächenstrukturen 
übersetzt. Neben diesem Kontakt-Modus 
gibt es noch weitere Abbildungsmodi, die 
unterschiedlichen Probenbeschaffenheiten 
oder Struktureigenschaften Rechnung tra-
gen. Zum Beispiel lassen sich neben der To-
pographie auch Oberflächeneigenschaften 
wie die Adhäsion oder die Steifigkeit abbil-
den. Ein großer Vorteil aller AFM Techniken 
ist, dass der Aufwand für die Probenvorbe-
reitung minimal ist.

Ein Gerät – zwei Techniken

Eine sehr interessante Topographie (Abb. 3) 
zeigt zum Beispiel ein 2 Komponenten-Po-
lymergemisch aus Polymethylmetacrylat 
(PMMA) und Styrolbutadienrubber (SBR). 
Es sind inselartige ca. 2–30 nm hohe Struk-
turen erkennbar, deren Durchmesser zwi-
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Abb. 3: Topographie einer Zwei
komponenten-Polymermischung 

(PMMA/SBR), Scanbereich: 
20 x 20 x 3 µm.

▶  Abb. 4: Raman-Bilder  
als Resultat der Integration 
über die nur für PMMA  
oder SBR charakteristischen 
Raman-Peaks.

PMMA
20 x 20 μm

SBR
20 x 20 μm

schen 150 nm und 4 µm liegen. Eine ge-
naue Zuordnung der beiden Polymere zu 
den im AFM beobachteten Strukturen ist 
jedoch nur schwierig möglich.

Durch die Aufnahme eines Ramanbildes 
mit dem kombinierten Gerät gelingt die 
Zuordnung sehr einfach: Die Spektren von 
reinem PMMA und SBR unterscheiden sich 
in definierten Peaks. Zieht man nun genau 
diese Peaks durch Integration über die je-
weilige Peakfläche zur Bildgebung heran, 
erhält man zwei unterschiedliche Bilder 
(Abb. 4). Mit dieser Aufnahmetechnik ist 
erkennbar, dass die beiden Polymere keine 
homogene Schicht bilden, vielmehr umla-
gert SBR die Inseln aus PMMA. Dieses Bei-
spiel spiegelt auch die Empfindlichkeit des 
Systems wider: Trotz der geringen Schicht-
dicke (< 50 nm) betrug die Integrationszeit 
pro Spektrum nur 70 ms.

Fazit und Ausblick

Die Kombination von konfokaler Raman 
Mikroskopie mit der Rasterkraftmikroskopie 
liefert ein überaus interessantes Werkzeug 
für die Materialanalyse im Mikro- und Na-
nometerbereich, da sich beide Techniken 
hervorragend ergänzen. 

Neben der hier beschriebenen Kombina-
tion von Raman und AFM sind in Zukunft 
weitere Kombinationen dieser beiden Tech-
niken mit oberflächenanalytischen Metho-
den denkbar. Auch gibt es Ansätze die Ra-
man Mikroskopie in der medizinischen 
Diagnostik einzusetzen. Histopathologische 
Proben könnten damit ohne aufwändige 
Probenpräparation automatisiert untersucht 
werden um die Befunde schneller in die Be-
handlung einfließen zu lassen.
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