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Kurzfassung

Die In-line-digitale Holographie (In-line-DH) ist ein robustes und einfaches Verfah-
ren zur Ermittlung der dreidimensionalen Lage oder Struktur von Mikroobjekten.
Als Anwendungsgebiete konnen z. B. die Volumengeschwindigkeitsmessung (Velocime-
try), die Charakterisierung von Partikelmaterialien und Partikelgrofien in Zweiphasen-
Mischungen, die Beobachtung von lebendigen Einzellern und die Untersuchung von
Fangfihigkeiten optischer Pinzetten genannt werden.

Diese Arbeit widmet sich besonders einigen speziellen Aspekten des Aufbaus, wie
z. B. Blendendefinition fiir 3D-Objektvolumina und des Einflusses der Kamera auf die
Bildqualitét. Auch die Ermittlung der Genauigkeit des holographischen Verfahrens bei
der Partikeldetektion ist ein Schwerpunkt dieser Dissertation. Die Partikeldetektion
erfolgt an Merkmalen des rekonstruierten komplexen Feldes, wie Intensitdtsminimum,
Phasengradient und zweite Ableitung des Imaginérteils der komplexen Feldamplituden.

Die Schwerpunkte der Diskussion iiber Rekonstruktionsalgorithmen sind das Auf-
finden der am besten geeigneten Beugungs-Naherung fiir die Rekonstruktion der Ho-
logramme und die Untersuchung des Einflusses des Abbildungssystems auf die Impul-
santwortfunktion. Besondere Aufmerksamkeit wird dem neuen numerischen Rekon-
struktionsverfahren durch die Anwendung einer speziellen asymmetrischen parametri-
sierten Impulsantwortfunktion gewidmet.

In der vorliegenden Arbeit wird ein neues Konzept der Pinzettenoptik dargestellt,
das eine logische Weiterentwicklung des in [S. Stoebenau S.; Oeder, A.; and Sinzin-
ger, S.: Optimized free-form optical trapping systems. In: Opt. Lett. 37(2) (2012).
S. 274-276] prasentierten Verfahrens ist. Die Freiform-Optik erzeugt eine optimierte
Fokusverteilung und ermoglicht gleichzeitig die holographische Beleuchtung des Ar-
beitsvolumens. In der Arbeit werden die wichtigsten Aspekte der Entwicklung und
Fertigung der Fangoptik diskutiert und die holographische Beobachtung experimentell
untersucht.

In der Diskussion iiber die Zwei-Schritt-phasenschiebende Interferometrie (Two-Step
Phase Shifting Interferometry, PST) wird eine Verallgemeinerung fiir den Fall variabler
Amplituden der Referenzwellen dargestellt. Die erfolgreiche Rekonstruktion der kom-
plexen Welle wird durch Simulationsrechnungen bestétigt.



Abstract

The In-line-digital Holography (In-line-DH) is a robust and simple method for the
determination of the 3-D location or structure of micro-objects. It is commonly applied
in velocimetry, determination of material of microparticles, investigation of unicellulars
and estimating the holding force of optical tweezers.

This dissertation focuses on aspects like investigation of diaphragm function in the
imaging system and the influence of the camera on the quality of recordings. Ano-
ther aspect of the research work refers to the determination of the accuracy of the
holographic method for particle detection. The goal of this study is to estimate the
accuracy experimentally by comparing of methods like the detection of microparticles
by intensity maximum, by phase gradient and by second derivative of imaginary part
of the numerically reconstructed complex signal.

A further study addresses optimized numerical reconstruction methods. The most
suitable diffraction approximation for the numerical reconstruction of the inline-holog-
rams and influence of the imaging system on the impulse-response-function are discus-
sed. Special attention is paid to the reconstruction by the parameterized asymmetrical
impulse-response-function.

In the present dissertation a new configuration of optical-tweezers-optics is demons-
trated, which represents an improvement of the concept presented in [S. Stoebenau,
A. Oeder and S. Sinzinger. Optimized free-form optical trapping systems. Opt. Lett.
37(2), 274-276 (2012)]. The free-form optical part produces a highly focused donut-
beam for optical manipulation while a central plane region is used for the holographic
illumination. The development, simulation und fabrication as well as experiments for
simultaneous optical trapping and in-line-holographic visualization are presented and
discussed.

The generalization of the Two-Step Phase Shifting Interferometry method concer-
ning the possibility of implementation of arbitrary reference waves in the magnitude
and phase is discussed in this dissertation. The successful reconstruction of complex
object waves is proved by the simulation.
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1 Einleitung

Die Mikroskopie ist die hédufigste Anwendung der digitalen Holographie. Die wich-
tigste Figenschaft der DH ist die Moglichkeit zur Aufnahme und Rekonstruktion der
komplexwertigen Amplituden des optischen Wellenfeldes. Das bietet die Moglichkeit
der Gewinnung zusétzlicher Informationen iiber das aufgenommene Objekt, z.B. seine
dreidimensionale Struktur.

Das In-line-DH-Prinzip wird weiterhin fiir die Extraktion von Informationen iiber
die dreidimensionale Position von Mikroobjekten aus der zweidimensional aufgenom-
menen Intensitat, die als Hologramm bezeichnet wird, benutzt. Das Verfahren findet
auf Gebieten wie der Partikelmikroskopie, der Velocimetry und der Zellbiologie Ein-
satz. Praktisch jedes Mikroskop kann umgebaut werden, eine 3D-Visualisierung zu
ermoglichen. Das Verfahren ist sehr einfach und schnell. Nach der Literaturrecherche
wurde deutlich, dass man bisher der detaillierten Untersuchung des holographischen
In-line-Aufbaus wenig Aufmerksamkeit widmete. In der vorliegenden Arbeit werden
Aspekte wie Blendendefinition fiir ein optimales 3D-Objektvolumen und der Einfluss
der Kamera auf die Bildqualitit erldutert.

Eines der wichtigsten Themen bei jedem Messverfahren ist die Genauigkeit. In der
Literatur wird das Thema oft nicht ausfiihrlich erldutert. Die analytischen Formeln
fiir die Auflésung in z-Richtung betreffen eher den idealen Fall unter N#herungen,
wie die Anwendung der Beugungsintegrale, die tatséchlich keine genauen Werte liefern
kénnen. Die Léngsauflosung fiir die unterschiedlichen Partikel, Mikroobjektive und
numerischen Detektionsverfahren wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit anhand
der experimentellen Ergebnisse ermittelt.

Fiir die Bewegung und die moglichst behutsame und beriihrunglose Fixierung von
Mikroobjekten an einer Position wird in meisten Féllen eine optische Pinzette benutzt.
Ein stark konvergierender Strahl bildet eine sogenannte optische Falle des Kraftpoten-
zials im Fokus. In zahlreichen Beitrdgen berichtet man iiber die Leistungsfahigkeit des
Verfahrens in der Zellbiologie, der Fluid-Optik, bei der Kraftmessung im Pikonewton-
Bereich und in der Mikrobearbeitung.

Die Moglichkeit der gleichzeitigen Mikromanipulation und der Beobachtung der Mi-
kroobjekte in 3D ist sehr attraktiv auf den Gebieten der Zellbiologie, Partikelmikro-
skopie und Mikrofluidik. Es gibt nicht viele Beispiele in der Literatur iiber die Instal-
lierung der Technik fiir die optische Pinzette im In-line-DH-Aufbau. In dieser Arbeit
wird weiterhin eine einfache und effiziente Losung des Problems vorgeschlagen. Es
wird ein neues Prinzip fiir das gleichzeitige optische Fangen und die 3D Beobachtung
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mittels In-line-DH présentiert. Die Manipulationsfunktion wird mit Hilfe einer neuen
Optik realisiert, die eine Weiterentwicklung des in [1] dargestellten Verfahrens ist. Die
Grundidee besteht darin, dass eine optische Falle mit einem optischen Freiformbauteil
erzeugt wird. Die besondere Konfiguration dieses Bauteils ermoglicht unter anderem
eine holographische Beleuchtung des Volumens. Da die Fangoptik aus einem Stiick
Polymethylmethacrylat (PMMA) gefertigt wird, hat das prisentierte Verfahren ein
grofles Potenzial fiir die Massenfertigung. Experimentelle Ergebnisse zeigen eine hohe
Effizienz des Aufbaus beim gleichzeitigen Fangen und Beobachten von Polystyrene-
Mikropartikeln in dreidimensionalen Volumina.

Ein anderes Gebiet der DH ist die Visualisierung der Phasendnderung. Der Einsatz
der DH in der Zellbiologie wird dadurch notwendig, weil die meisten Zellen durchsichtig
sind und ihre inneren Strukturen oder Stérken nur in der Anderung der Wellenfront-
form der Beleuchtung sichtbar sind. Der Vorteil der DH gegeniiber anderen Phasenkon-
trastverfahren ist die Méglichkeit, die Phasenverzogerung quantitativ darzustellen. Die
Funktionsweise des Verfahrens beruht auf der Rekonstruktion der komplexen Objekt-
welle anhand des Interferogramms. Die Auflésung ist dabei auf ein Viertel der Kamera-
pixelrate beschrinkt. Um die Auflésung zu steigern, kénnen auch andere interferome-
trische Verfahren zum Einsatz gebracht werden. Bei der phasenschiebenden Interfero-
metrie kann die komplexe Objektwelle pixelgenau rekonstruiert werden. Aber wenn die
Schrittanzahl 3 iibersteigt, ist die Verwendung des Verfahrens fiir dynamische Prozesse,
wie die Untersuchung von lebendigen Objekten, erschwert, da das Objekt wéihrend des
Aufnahmevorgangs unbeweglich bleiben muss. Bei der zwei-Schritt-phasenschiebenden
Interferometrie (Two-Step Phase Shifting Interferometry, Two-Step PSI) existiert die
Moglichkeit, beide Interferogramme gleichzeitig aufzunehmen, wenn z. B. beide Refe-
renzwellen den gleichen Pfad mit unterschiedlichen Polarisationsrichtungen durchlau-
fen. Die existierenden zwei-Schritt-phasenschiebenden interferometrischen Verfahren
beruhen auf Referenzwellen, die fiir beide Interferogramme eine gleiche Amplitude ha-
ben. Das fiithrt zu Einschrankungen im Aufbau. Wenn beide Referenzwellen nicht die
gleiche Amplitude haben, kommt es bei diesen Verfahren zu Fehlern bei der Rekon-
struktion. In dieser Arbeit wird ein neues Verfahren vorgelegt, das eine Erweiterung
der zwei-Schritt-phasenschiebenden Interferometrie auf die Anwendung von Referenz-
wellen mit beliebigen Amplituden zulésst.

Die Arbeit ist wie folgt gegliedert: Im Kapitel 2 nach der Einleitung werden die
Grundlagen der Optik im Bereich der Holographie am Beispiel des einfachen Ana-
loghologramms dargestellt. Es werden wichtigsten Aspekte der Aufnahme und Re-
konstruktion in der In-line-DH werden besprochen. Unter anderem sind hier solche
Punkte erldutert wie Nyquist-Kriterium, Quantisierung sowie Abtastung der Kame-
ra. Das Kapitel wird es iiber numerische Verfahren in der In-line-DH disskutiert. Es
wird begriindet, dass das Sommerfeld-Integral die beste Beugungsnidherung fiir die
Rekonstruktion der In-line-Hologramme ist. Das Kapitel schliefft mit dem Stand der
Technik.
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Das dritte Kapitel befasst sich mit der Grundlagen fiir optische Manipulation. Der
Leser wird kurz iiber die Geschichte auf dem Bereich informiert. Danach folgt die
Beschreibung des physikalischen Prinzips fiir optische Manipulation und Stand der
Technik.

Das Vierte Kapitel wird den wichtigsten Leistungen der vorliegenden Dissertation
gewidmet. Unter anderem sind hier solche Punkte erldutert wie Untersuchung der Blen-
dendefinition im optischen Aufbau, innovative Impulsantwortfunktion fiir vereinfachte
Visualisierung der Tiefeninformation sowie optimierte numerische Verfahren.

Demnéchst wird die Erweiterung des Verfahrens fiir die zwei-Schritt-phasen schie-
bende Interferometrie auf beliebige Referenzwellen erklart. Das wird mit Hilfe der
graphischen Darstellung gemacht, die Funktionsweise mit der numerischen Simulation
bestétigt. Am Ende des Kapitels folgt Zusammenfassung.

Entwicklung, Dimensionierung und Fertigung des optischen Teils fiir die optische
Manipulation werden im fiinften Kapitel geschildert. Das Konzept der Strahlformung
fiir die optische Manipulation mit gleichzeitiger holographischer Beleuchtung besteht in
der funktionalen Teilung der Apertur. Der duflere ringférmige Teil der Fokussieroptik
dient der Formung des Strahls fiir die optische Manipulation, wiahrend die innere zen-
trale Region der Ebene den Beleuchtungsstrahl ungebrochen durch das Objektvolumen
hindurchlésst. Entsprechende Simulationen und Berechnungen werden vorgestellt. Die
Anpassung des entwickelten optischen Freiformteils an die Fertigung wird vorgestellt.
Das Kapitel schlieit mit Zusammenfassung.

In Kapitel 6 werden experimentelle Ergebnisse der gleichzeitigen optischen Mani-
pulation und 3D-Beobachtung dargestellt. Es wird vor allem der Justage des Aufbaus
Aufmerksamkeit gewidmet. Die gegen Verschiebungen und Verkippungen empfindlichs-
te Stelle ist die Parallelitéit des kollimierten Fangstrahls und der Fokussieroptik. Der
Rekonstruktionsalgorithmus ermoglicht die Rekonstruktion von Videoaufnahmen. Die
im Kapitel dargestellten Ergebnisse zeigen die zuverlassige Funktionsweise des Fan-
gens mittels der entwickelten Fokussieroptik und die gleichzeitige holographische Re-
konstruktion in 3D.

Die axiale Auflosung der In-line-Holographie wird nicht durch den analytischen
Ausdruck bestimmt, sondern gemessen. Das ist das Thema des siebten Kapitels. Da-
bei werden drei unterschiedliche Verfahren zur Detektion der Tiefenlage (z-Lage) des
Partikels verglichen. Das Verfahren zur Ermittlung des Partikels nach dem Minimum
der Intensitdt erweist sich als am wenigsten zuverlidssig. Genauer sind die Verfahren
des Phasengradienten und die zweite Ableitung des imaginédren Teils der komplexen
Feldamplitude. Variiert werden dabei die Partikelgréfle und die numerische Apertur
des Objektivs.

Das Thema des letzten Kapitels ist die Vermessung der Wellenfront mit der DH. Die
Erweiterung des Verfahrens fiir die zwei-Schritt-Phasenschiebende Interferometrie wird
mit Hilfe der graphischen Darstellung erkléart, die Funktionsweise mit der numerischen
Simulation bestétigt.
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2.1 Licht und Wellenfront

Licht ist der sichtbare Bereich aus dem Wellenldngenspektrum der elektromagneti-
schen Wellen. Weil das Licht eine Wellennatur aufweist, benutzt man oft den Begriff
elektromagnetische Welle. Diese wird mathematisch durch ein komplexes skalares Feld
analytisch beschrieben. Eine solche Darstellung ist fiir viele Anwendungen geeignet,
obwohl sie die echte vektorielle Natur des Lichtes vernachléssigt. Fiir eine vollkom-
mene Beschreibung der komplexen Welle miissen sowohl die Amplitude als auch die
Phase bekannt sein.

Mit dem herkémmlichen Bildaufnahmesensor wie CCD und CMOS ist es moglich,
nur die Intensitdt aufzunehmen. Die Phaseninformation geht bei der klassischen Ab-
bildung verloren. In der Mikroskopie kann man auch mit zusétzlichen Verfahren den
Phasenverlauf in Intensitdt und Farbe umsetzen und sichtbar machen (Abb. 2.1). Bei
der Untersuchung von transparenten Objekten, die die Amplitude der Beleuchtung nur
wenig beeinflussen konnen, ist dies besonders vorteilhaft. Viele Informationen iiber die
Struktur des Zellgewebes und der einzelnen Zellen sind in der Anodnung der optischen
Dichte enthalten, die nur durch die Visualisierung der Phase sichtbar werden.

. RS R =

(a) Hellfeldmikro-  (b) Interferometri- (c¢) Hellfeldmikroskopie (d) Phasenkontrastmi-
skopie sche kroskopie
Phasenabbil-
dung

Abb. 2.1: ab: [2], Abb. 1, (a,b), ¢,d: [3], Abb. 4 (a,b)
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Die Speicherung der komplexen Information der aufgenommenen Welle ist in zahl-
reichen wissenschaftlichen Beitrdgen untersucht worden. Die grundliegenden Konzepte
der Wellenfrontrekonstruktion sind die Holographie, die Interferometrie, das Phase Re-
trieval, der Transport der Intensitéit und unterschiedliche Wellenfrontsensoren [4, 5].
Das Hauptprinzip der Interferometrie ist Aufnahme des Interferenzmusters, das bei
der Uberlagerung von Objekt- und Referenzwelle entsteht. Die Anordnug der Hell-
und Dunkelstreifen héngt von der Phase beider Wellen ab. Bei der Phasenschieben-
den Interferometrie nutzt man mehrere Hologramme, um die komplexe Welle eindeutig
rekonstruieren zu kénnen. Zwischen den Aufnahmen muss in der Regel eine bekann-
te Phasenverschiebung der Referenzwelle vorhanden sein. Ein Nachteil des Verfahrens
ist die Notwendigkeit der Fixierung des Objektes wihrend des kompletten Aufnah-
mevorgangs. Deswegen ist es giinstig, die Anzahl der Aufnahmen zu minimieren. Im
Abschnitt 4.3 wird ein Verfahren, in dem nur zwei Aufnahmen notwendig sind, um die
Objektwelle zu rekonstruieren.

Die rdumliche Auflésung ist eine bedeutende Grofle der Interferometrie. Eine Rekon-
struktion ermoglicht es, die Objektwelle pixelgenau entsprechend der Kameraaufnah-
men zu ermitteln. Ein anderer Vorteil ist, dass die zweidimensionale Phasenanordnung
der Referenzwelle nicht bekannt sein muss. Wichtig ist die bekannte und konstante
Phasenverschiebung der Referenzwelle wihrend des Messvorgangs. Manche interfero-
metrische Verfahren stellen dennoch keine strengen Anforderungen an die Phasenver-
schiebung, wenn die Anzahl von aufgenommenen Interferogrammen grofier oder gleich
vier ist.

Ein anderes Verfahren ist Holographie. Der wichtigste Vorteil ist die Moglichkeit,
eine unbekannte komplexe Welle in einem mit der Digitalkamera aufgenommenen Bild
zu registrieren. Der Preis dafiir ist eine niedrigere Auflésung (nur ein Viertel der Pi-
xelrate der Kameraaufnahmen) und die Notwendigkeit der Kenntnis der komplexen
Referenzwelle. Die digitale Holographie ist der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit.
Es wird im Folgenden auf die Details dieses Verfahrens eingegangen.

2.2 Das Prinzip der Holographie

Holographie (oAo¢ — ganz und ypaweww — ich schreibe) ist eine Technik, die es er-
moglicht, die ganze Information {iber das Objekt, seine Form und Abstand bis zum
Objekt aufzunehmen. Dennis Gabor war der erste, der diese Technik im Jahr 1947
entwickelt und angewendet hatte, wofiir er 1971 den Nobelpreis fiir Physik erhielt.
Fiir seine Versuche benutzte er Unterdruckgasentladungslampen. Da es damals keine
kohérenten Lichtquellen gab, waren die ersten Hologramme von geringer Qualitét. Das
war der Grund, weshalb dieses Verfahren zu der Zeit nicht weiterentwickelt wurde. Die
rasante Verbreitung und Entwicklung der Holographie nahm erst mit der Erfindung
des Lasers in den 60er Jahren. In demselben Jahr als Dennis Gabor mit dem No-
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belpreis ausgezeichnet wurde, verdffentlichte Thomas Huang seinen wissenschaftlichen
Artikel |, Digitale Holographie®“. Die Arbeit brachte einen Durchbruch auf diesem Ge-
biet, weil er erstmals ein Hologramm mittels der Anwendung digitaler Rechentechnik
rekonstruierte. Eine rasante Entwicklung nahm die digitale Holographie erst ab den
90er Jahren, als geniigend leistungsfidhige Rechner und digitale Matrix-Lichtempféanger
zur Verfiigung standen. Die Gebiete, auf denen die digitale Holographie am haufigsten
eingesetzt wird, sind die Mikroskopie, Partikelmessung und Oberflichenvermessung.

Die Grundlage des Verfahrens fiir die Holographie ist das weit bekannte Prinzip der
Interferenz. Die Uberlagerung mehrerer kohirenter elektromagnetischer Wellen ver-
ursacht ortfeste Maxima und Minima der Intensitit, die man als Interferenzbild sehe
Gleichung (2.1) bezeichnet. Das Interferenzbild kann demnach mit einem lichtempfind-
lichen Medium aufgenommen werden. Das Objekt der Holographie, das Hologramm,
ist nichts anderes als das Interferenzbild zweier Wellen. Eine davon bezeichnet man
als Referenzwelle Ag = Ag - exp(ipr). Sie hingt nicht von Lage oder Form des Ob-
jektes ab. Die andere wird direkt vom Objekt gestreut und enthélt die Information;
deswegen wird sie als Objektwelle Ap = Ao - exp(ipo) bezeichnet. Das Interferenzbild
zweier Wellen auf der Hologrammebene ist die Summe beider Wellen:

I =40+ Arf? = | Ao + | AR + Ao AR + ArAo (2.1)
= Ab + A} + Ao Ar exp(i(pr — vo)) + AoAr exp(i(¢o — ¢r));

wobei Ao, vo, Ar, und g die Amplitudenbetrige und Phasen beider Wellen sind.
Die Annahme eines diinnen analogen Hologramms lésst die analytischen Grundlagen
der Rekonstruktion besser erkldren. Unter dem Begriff  analoge Holographie® ver-
steht man, dass das Interferenzbild an der Fotoschicht registriert und entwickelt wird.
Danach folgt die Rekonstruktion durch die Beleuchtung des Hologramms mit dem
kohérenten Licht. Bei der Betrachtung als diinnes Hologramm wird die Dicke des Licht-
empfindlichen Mediums vernachléssigt. Dies ist moglich, wenn die feinsten Strukturen
im Hologramm deutlich grofler sind, als die Dicke des Lichtempfindlichen Mediums.

In dieser Darstellung werden manche Effekte vernachlassigt, die bei der Verwendung
der Fotoplatte auftreten konnen. Dazu gehoren solche Erscheinungen wie ein verringer-
ter Kontrast und die Nichtlinearitdt zwischen der Intensitdt und der Transparenz des
entwickelten lichtempfindlichen Mediums [6]. Fiir eine vereinfachte Beschreibung kann
angenommen werden, dass die Transparenz der normierten aufgenommenen Intensitéat
gleich ist.

Die Rekonstruktion des Hologramms erfolgt durch seine Beleuchtung mit der Refe-
renzwelle (2.2).
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TAR = (A02 -+ ARQ) - Ar exp(i(pr))
+ Ao Ar exp(i(wr — o)) - Ar exp(i(¢r))
+ Ao Ar expi(wo — ¢r) - Ar exp(i(¥r))
= (Ao® + Ar®) - Ar exp(i(¢r))
+ Ao Ar? exp(i(2pr — ¢0))
+ Ao Ar® exp(i(o))

(2.2)

Dieser Ausdruck ist von Bedeutung fiir die Holographie und beschreibt, wie die
Referenzwelle Ag am Hologramm gebeugt wird. Dabei werden drei Komponenten (2.3,
2.4 und 2.5) erzeugt.

Z = (Ao” + AR”) - Ar exp(i(¢Rr)) (2.3)
T = ApAr? exp(i(2¢r — ¢0)) (2.4)
O = ApAr” exp(i(ip0)) (2.5)

Der erste Term Z entspricht der Referenzwelle, deren Amplitude der Summe der Inten-
sitdten der Objekt- bzw. Referenzwelle proportional ist. Der Term enthélt die Ausbrei-
tungsrichtung der einfallenden Referenzwelle. Der Teil O der erzeugten Strahlung ist
das Ziel der Hologrammrekonstruktion. Er ist der urspriinglichen Objektwelle &hnlich
und kann unter bestimmten Voraussetzungen (Beobachtungswinkel, verédnderter Kon-
trast) von dem Beobachter als eine direkt von dem Objekt gestreute Welle wahrge-
nommen werden. Man kann zeigen, dass die Argumente der exponentiellen Phasen-
faktoren jedes Terms mit dem Wellenfrontgradienten der Hologrammebene verbunden
sind. Das bedeutet, dass der Winkel zwischen den Normalen der Wellenfront der Z-
und O-Komponente in jedem Punkt der Hologrammebene dem entsprechenden Winkel
zwischen Z- und T-Komponente gleich ist. Dabei ist der Winkel zwischen den Norma-
len von O und T doppelt so gro3. Anders gesagt, die T-Komponente breitet sich unter
demselben Winkel zu Z wie O in unterschiedlicher Richtung aus. Man kann zeigen, dass
sich die T- und O-Komponenten den 1-sten und —1-sten Beugungsordnungen entspre-
chen. Diese Komponente entspricht der komplexkonjugierten Objektwellenfront und
wird deswegen Zwillingsbild genannt. Die T-Welle war bei der Aufnahme des Inter-
ferenzmusters nicht vorhanden. In Abbildung 2.2 wird die Hologrammrekonstruktion
grafisch dargestellt.
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Abb. 2.2: Hologrammrekonstruktion. R — Referenzwelle; H — Hologramm; O — rekonstru-
ierte Objektwelle; Z — durchgehender Anteil der einfallenden Objektwelle R; T —
Zwillingsbild

Den dargestellten Fall (Abbildung 2.2) bezeichnet man als Off-Axis-Hologramm,
da sich alle drei Komponenten rdumlich trennen lassen. Das ermoglicht es dem Be-
obachter, unter bestimmten Winkeln die rekonstruierte holographische Objektabbil-
dung ohne andere vom Hologramm erzeugten Stérkomponenten wahrzunehmen. In-

line-Holographie unterscheidet sich durch Uberlagerung von allen drei Komponenten
[7].

2.2.1 Beugung an Partikeln, Babinetsches Prinzip

Es sei angenommen, dass eine ebene kohédrente Welle ein adsorbierendes Objekt be-
leuchtet, das die Form einer runden Scheibe mit dem Durchmesser von d,, hat. Im
Weiteren wird die axiale Ausdehnung des Objektes vernachléssigt. In einem Abstand
zop von der Objektebene OE befindet sich eine Hologrammebene HE, in der die In-
tensitdt des Beugungsbildes aufgenommen wird. Die Ebene mit dem Objekt wird als
Objektebene OE bezeichnet (Abbildung 2.3).

Falls kein Objekt in der Objektebene vorhanden ist, entsteht eine elektromagnetische
Welle Ap in der Hologrammebene. Dies ist die Beleuchtungswelle, die ungestort die
Beobachtungsebene HE erreicht. Als ndchstes bezeichnen wir mit Ag eine in der Holo-
grammebene entstehende Storung, wenn sich das Objekt in der Objektebene befindet.
Das ist die Beleuchtungsstrahlung, die am Objekt gebeugt wurde. Wenn sich eine zum
Objekt komplementére Blende in der Objektebene befindet, erreicht die Welle Ay die
Hologrammebene. Das Babinetsche Prinzip besagt, dass die drei zweidimensionalen
Funktionen Ap, Ao und Ay iiber den folgenden Ausdruck (2.6) miteinander verbun-
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Abb. 2.3: In-line-holographisches Prinzip. OE - Objektebene, HE - Hologrammebene

den sind:

—~

Ap = Ai + Ao (2.6)

Die komplexe Amplitude der am Objekt gebeugten Beleuchtungswelle kann mit (2.7)
berechnet werden:

Ao = Ap — Ay (2.7)

Das negative Vorzeichen vor dem zweiten Term wird als Umkehrung der Phase der
Storung Ay hinter einer beleuchteten kreisformigen Blende um 180 Grad interpre-
tiert. Ansonsten ist der Ausdruck nichts anderes als die Summe oder Uberlagerung
zweier Wellen. Die Entstehung von Ag aus derjberlage@ing einer vom Objekt un-
abhéngigen Beleuchtungs- bzw. Referenzwelle Ag und — Ay erklirt den Begriff | In-
line-Holographie®. .

Im Weiteren geht es nur um die Intensitdtsaufnahme der Ap-Welle im Fernfeld in
einem groffen Abstand im Vergleich zur Objektgréfle. Deswegen handelt es sich um die
Beugung der Beleuchtungswelle Ag an einem Objekt.

Abbildung 2.4 stellt die simulierte Modulation des Fraunhoferschen Beugungsbil-
des eines kleinen runden Objekts dar. Die Beugung an einer kreisférmigen, zum Ob-
jekt komplementidren Offnung bzw. Intensitét der Ay-Welle bildet das bekannte Airy-
Scheibchen. Ag oder die Beleuchtungswelle in der Hologrammebene haben in diesem
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einfachen Fall eine gleichméfige Intensitét und werden nicht dargestellt. Die Intensitét
der Ap-Welle hat typische Ringzonen, in denen die Beleuchtungsintensitat moduliert
wird. Die stérkste Modulation hat das Beugungsbild in der zentralen Region, in der
die Intensitat der Ax-Welle ihr Maximum besitzt.

(a) Ao-Welle. (b) A-Welle.

Abb. 2.4: Beugung an der absorbierenden Scheibe (a) und Offnung (b) der gleichen Grofe

Das Beugungsbild im Fernfeld an einem adsorbierenden Objekt kann als ein Holo-
gramm oder In-line-Hologramm beschrieben werden. Das Hologramm kann mit bereits
bekannten Verfahren rekonstruiert werden, wie im folgenden Kapitel dargestellt wird.

Zu beachten ist, dass die Energiemenge in beiden Ebenen OE und HE (siehe Abbil-
dung 2.4) erhalten bleibt; lediglich die Energieverteilung éndert sich.

2.2.2 Rekonstruktion des In-line-Hologramms

Im Weiteren wird der schon bekannte Ausdruck fiir die In-line-Hologrammrekonstruk-
tion (2.8) benutzt. Es sei I die aufgenommene Intensitit der gebeugten Ap-Welle.

[=|Ap + A2 = | Al + |Ad> + A Ay + ApAp”

. | (2.8)
~ A} + AgAxexp(i(pp — o + 7)) + Ag A exp(i(px — ¢ + 7))

Die gesamte Energie des \Zk|2—Terms gelangt durch die kleinere Offnung in der Ob-
jektebene hindurch. Wenn sie die Hologrammebene erreicht, wird sie aufgrund der

10
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Beugung iiber eine groflere Fliche in der Beobachtungsoberflache (Abb. 2.4(b)) ver-
teilt. Deswegen ist der Beitrag des | Ay|*-Terms in jedem Punkt der Beobachtungsebe-
ne im Verhéltnis zur Beleuchtungsintensitéit | Ag|? sehr gering und kann vernachliissigt
werden.

Der Rekonstruktionsvorgang kann wie folgt (2.9) dargestellt werden:

IAg explison) ~ | An|* As exp(in) 29)
+ AR A exp(i(2¢8 — @i + 7)) + A A exp(i(px + )

In 2.10 wird wie vorher jeder Term separat betrachtet:

Z = ‘111/3’21413 exp(ipp)
T = AL A exp(i(2¢p — ¢ + 7)) (2.10)
O = Aj Ay exp(i(px + )

Im Fall des diinnen In-line-Hologramms ist es egal, von welcher Seite es beleuch-
tet wird. Es erzeugt dieselben drei Wellenkomponenten bei der Rekonstruktion. Rein
formal wird angenommen, dass die Beleuchtungswelle sich von der Seite ausbreitet,
in der sich das Objekt wiahrend der Aufnahme befand. Wie vorher gezeigt wurde,
behilt der Z-Term die Phase der Beleuchtungswelle in jedem Punkt des Hologramms
bei. Diese Komponente breitet sich weiter anstelle der Beleuchtungswelle hinter dem
Hologramm aus. Bei der Hologrammaufnahme breitet sich die Ai-Welle in Richtung
des Hologramms wie eine divergente Welle aus. Weil die rekonstruierte O-Komponente
(Abb. 2.5 - blau) dieselbe Phase hat, pflanzt sie sich bei der Rekonstruktion wie ei-
ne divergierende Welle weiter fort. Sie erzeugt die virtuelle Abbildung des Objektes.
Da die T-Komponente (Abb. 2.5 - griin) eine zu O konjugierte Phase besitzt, konver-
giert sie und formt eine reelle Abbildung, die durch die numerische Rekonstruktion
ermittelt werden soll. Die konvergierende O-Komponente verursacht die kreisférmigen
Storungen um das reelle Bild des Objektes, die in der Fachliteratur unter dem Begriff
Zwillingsbild bekannt sind.

2.3 Streuung an Mikropartikeln

Im vorigen Abschnitt ging es um Beugungsnidherung bei der In-line-Hologrammaufnah-
me. Sie hat eine gute Ubereinstimmung mit dem realen Verhalten des Lichtes unter
kleinen Winkeln und fiir Partikelgroen von Vielfachen der Wellenlénge.

Mit der Kamera aufgenommene Hologramme werden numerisch mit der Beugungs-
approximation rekonstruiert. Sie repridsentiert die Natur der Lichtausbreitung nur
anniaherungsweise. Die komplexe elektromagnetische Feldverteilung (Mie-Streuung) im
Partikel bleibt aufler Acht des Beugungsmodells.

11



2 Digitale Holographie — Grundlagen und Stand der Technik

OE H . I
- -
/’C’)”’,’/”
Bt >

_ T T - -
— e
> -
B zob Zob
"1 - -

Abb. 2.5: Beugung der Beleuchtungswelle am Hologramm (H). O — Objektwelle, T — die
das Zwillingsbild formende Welle, I — Ebene der scharfen Objektabbildung
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Abb. 2.6: Vergleich der Diffraktion (blau) und Mie-Streuung (rot) an undurchsichtigen
10 pm-Mikropartikeln, Simulation im Programm ” Mie-Plot”.

Der Unterschied zwischen gestreuter Strahlung und Beugung fiihrt zur Abweichung
der rekonstruierten Intensitédt von einer reellen Intensitédtsanordnung im Bereich des
Partikels. Diese unerwiinschten numerischen Verzeichnungen bei der numerischen Re-
konstruktion konnen lokale Intensitdtsmaxima im Bereich der rekonstruierten Partike-
labbildung auslésen, die die Partikeldetektion erschweren kénnen.

In den vorgefiihrten Diagrammen 2.6 und 2.7 werden die Amplituden beziehungweise
Phasendiagramme abhéngig von dem Streuwinkel verglichen. Als verglichene Berech-
nungmodelle werden Mie-Streuung und Beugungsapproximation genommen. Die Mie-
Streuung legt mit sehr hohe Genauigkeit das von dem durchsichtigen Partikel gestreu-

12
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Abb. 2.7: Vergleich der Diffraktion (blau) und Mie-Streuung (rot) an PPs-Mikropartikeln
im Wasser A = 633nm, Simulation im Programm ”Mie-Plot”.

te elektomagnetische Feld fest. Die Beugungsapproximation wird unter Annéherung
gemacht, dass das Partikel volkommen absorbierend ist. Wenn beide Kurven {iberein-
stimmen, ist das ein Hinweis darauf, dass die rekonstruierte Abbildung moglicherweise
mit der realen Intensitdtsanordnung iibereinstimmt.

Das Diagramm 2.6 macht ersichtlich, dass die Beugungsniherung fiir 10 pm-Partikel
der exakten Mie-Streuung nur im Bereich bis ca. von 10 bis 12 Grad dhnelt. Diese
Simulation zeigt, dass die Beugungsapproximation bei der numerischen Rekonstruktion
von Hologrammen fiir grofie Partikel erfolgreich benutzt werden kann [8, 9].

Bei kleineren durchsichtigen 3 um-Partikeln treten wesentliche Unterschiede fiir bei-
de Rechenmodelle auf (2.7). Bei diesen Groflen wird oft die Rekonstruktion unter
Verwendung der Mie-Streuung eingesetzt [10, 11].

Wenn der Partikeldurchmesser weiter minimiert wird, breitet sich das zentrale Ma-
ximum aus. Das fithrt dazu, dass Beugungsverfahren wieder bei der Rekonstruktion
in der digitalen In-line-Holographie eingesetzt werden [12-14] konnen. Auf dem Dia-
gramm 2.7 (a). siecht man, dass dies genau der Fall bei 1 um-Partikel ist. Die Phase
der gestreuten Welle weist eine fast konstante Differenz der Amplitue fiir beide Re-
chenverfahren auf. Das ist am nahezu konstanten Hohenunterschied beider Kurven
ersichtlich (2.7 (a)), was in einer der linearen Skalen auf eine konstante Skalierung
hinweist. Der Phasen-Unterschied hat das Phasenoffset bei der Rekonstruktion iiber
alle Winkeln von 0 bis 20 Grad. Die komplexe Amplitude der Partikelabbildung, die
durch das Beugungsverfahren bei der Rekonstruktion erhalten wird, miisste in diesem
Fall einen entsprechenden Phasenversatz relativ zur Beleuchtungswelle haben. Wichtig
ist, dass die erste Ableitung der beiden Phasenverteilungen bei der Berechnung mit
der Mie-Streuung und Beugung gleich ist. Das bedeutet, dass das Beugungsverfahren
bei Verwendung nur der Objektiven 1 und 2, deren Offnungswinkel im Wasser 9° bzw.
15, 2° betragt (siche Tabelle 4.1), relativ gute Ergebnisse liefern soll. Bei dem Objektiv

13
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MO3 (u = 29,1°) kann die Beugungsrekonstruktion eine zusétzliche Wellenaberrati-
on im Bereich von héheren Winkeln verursachen, was zur Bildverzerrung fithrt. Aber
dieser Einfluss wire wegen der geringeren Amplitude bei grofien Winkeln (~ 30°) un-
wesentlich. Der Fall mit dem 3 pm-Partikel ist komplizierter. Praktisch kann nur ein
Teil der rekonstruierten Welle im Winkelbereich von 0 bis ca. 5° relativ genau mit dem
Beugungsverfahren rekonstruiert werden. Dort stimmen die Intensitdten fast iiberein
und die erste Ableitung der Phasenkurve der Mie-Streuung bleibt konstant. Trotzdem
wird in dieser Arbeit untersucht, wie die unterschiedlichen Rekonstruktionsverfahren,
die auf Beugung basieren, sich verhalten.

2.4 Nyquist-Kriterium

In der Holographie spielt die Auflésung des Sensors eine entscheidende Rolle. Eine
hohere raumliche Auflosung erméglicht die Aufnahme feinerer Strukturen des Interfe-
renzmusters des Objekt- und Referenzstrahls, was bei der Rekonstruktion eine schérfere
Reproduktion des Objektes mit hohem Kontrast auch bei kleinen Details zulésst. Die
Grofle der feinsten Interferenzstrukturen héngt mit dem Winkel og zwischen Objekt-
und Referenzwelle zusammen (Abb. 2.8). Die Grofle der Pixel des Detektors bestimmt
den Winkelbereich der Objektwelle, deren Wellenfront noch rekonstruiert werden kann.
Wenn die Referenzwelle eben ist und senkrecht auf die Detektorebene trifft, ist der
Winkel og dem Streuwinkel des Mikroobjekts gleich.

Das Nyquist-Kriterium beschriankt die maximale rdumliche Frequenz, die mit einem
Matrixsensor wie CCD oder CMOS aufgenommen werden kann. Das besagt, dass die
maximale Raumfrequenz des Beugungsmusters zweimal kleiner als die Abtastfrequenz
des Sensors sein muss.

Abb. 2.8: Nyquist-Kriterium bei der in-line-holographischen Aufnahme

Wenn ein Abbildungssystem zum FEinsatz kommt, muss auch beriicksichtigt wer-
den, wie es die Abbildung des Hologramms vergroflert und den Einfallswinkel ent-
sprechend verringert. Im vorigen Abschnitt wurde das 3D-Volumen definiert, in dem

14
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der Offnungswinkel konstant bleibt. Im Weiteren wird ermittelt, ob die Auflésung des
Sensors ausreicht, um den Winkelbereich des Offnungswinkels u einzuschliefen. Der
Zusammenhang zwischen objekt- und bildseitigem Offnungswinkel ergibt sich aus Si-
nusbedingung:
3 !/

D sin(w) g Jr (2.11)
n' sin(u') fuo
mit v als objektseitigem Offnungswinkel, u’, bildseitigem Offnungwinkel, £/, Abbil-
dungsmafistab, f{;o, Brennweite des mikroskopischen Objektives, fi;, Brennweite der
Tubuslinse, n und n’, Brechungsindices der objekt- bzw. beidseitigen Medien. Da der
Offnungswinkel des gesamten Systems gleich dem Offnungswinkel des Mikroobjektivs
ist, lisst sich der bildseitige Offnungswinkel aus 2.11 berechnen:

_ f1</[O Sin(u) _ fMONAMO
Jru fro
mit NAyo als numerischer Apertur des mikroskopischen Objektives. Fiir den Fall der

Uberlagerung einer senkrechten mit einer schriig einfallenden Welle berechnet sich die
Periode der Interferenzstreifen zu:

sin(u') (2.12)

A
d=— (2.13)
| sin(o)]
wobel o der Einfallswinkel ist.
ﬁ“\: 09

Pl

d

el

o

Abb. 2.9: Streifenperiode zweier interferierender Wellen in der In-line Holographie. OW -
schrig einfallende Objektwelle, RW - senkrecht einfallende Referenzwelle.
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Die Periode der Interferenzstreifen kann auch unter Vorgabe der Brennweiten fy;q
und fi1 sowie der numerischen Apertur des Mikroskopobjektivs NAyio nach Gleichung
(2.14) bestimmt werden:

A S

ARy T
fvo - NAmo

(2.14)

Damit das gesamte Beugungsbild aufgelost wird, muss folgende Nyquist-Bedingung
erfiillt sein:

A S

20, < d = —-—t+—
b= fvo - NAyo

(2.15)

wobei 2a,, die Pixelgréfie des Detektors ist. Fiir ein Abbildungssystem, das in der Arbeit
verwendet wurde, gelten folgende Angaben: fr; = 120mm und 2a, = 5,2 pum. Es
wurden die maximale Ortsfrequenzen, die noch aufzunehmen sind, nach 2.15 berechnet.
Das Ergebnis wird in der Tab. 2.1 dargestellt.

Objektiv Maximale Raumfrequenz | Periode

MO1: 10x0,21 | fr = 64,4 Ip/ mm d=15,5pum
MO2: 200,35 | fr = 53,7 Ip/ mm d = 18,6 um
MO3: 40x0,65 | fr = 44,8 Ip/ mm d= 22,2 um

Tab. 2.1: Hochste registrierbare Raumfrequenzen und entsprechende Perioden der Interfe-
renzbildes fiir unterschiedliche Mikroobjektive.

Die Bedingung ist fiir alle in Tab. 2.1 angegebenen Mikroskopobjektive erfiillt. Die
Grofle der Pixel des Sensors ist geringfiigig kleiner als die ermittelte Periode der Inter-
ferenzstreifen, so dass das Array von Pixeln beziiglich seiner Auflésung gut ausgenutzt
wird.

2.5 Einfluss der Kamera bei der Digitalisierung des
Bildes

Die am meisten gebriduchlichen Lichtsensoren basieren auf CCD- und CMOS-Tech-
nologien. Funktionsweise sowohl von CCD — (eng. Charge Coupled Device) als auch
von CMOS - (Complementary Metal-oxide Semiconductor) Sensortypen beruht auf
dem photoelektrischen Effekt, der Erzeugung von Fotoelektronen im Halbleiter unter
Lichteinstrahlung [15]. Der Unterschied besteht im Zugriff auf jeden einzelnen Pixel
der Matrix und dementsprechend in der Ausfithrung des Pixels. Im CCD-Chip werden
die erzeugten Ladungen in der p-dotierten Siliziumschicht weitergeleitet. Dazu dient

16



2 Digitale Holographie — Grundlagen und Stand der Technik

ein kompliziertes System von Elektroden, die auf die durchsichtige Oxidschicht aufge-
bracht sind. Das Ablesen der Signalladungen ist grundsétzlich zeilenweise bzw. Pixel
fiir Pixel der Reihe nach moglich. Diese Art von Sensoren besitzt die hochste Emp-
findlichkeit. Im Vergleich zu den CMOS-Sensoren verbrauchen sie jedoch mehr Strom.
Die CMOS-Sensoren haben eine kompliziertere Ausfithrung jedes Pixels. Jedes Pixel
besteht aus einer Fotodiode und Transistoren, die die Zeilen- bzw. Spaltenfreigabe und
Reset realisieren. Es existieren auch noch komplexere Varianten, in denen Transistoren
fiir gemeinsame Einzelbildschalter vorhanden sind. Der Hauptvorteil dieser Sensorart
ist der freie arbeitsspeicherdhnliche Zugang zu jedem Pixel. Das macht die Sensoren
besonders attraktiv fiir die Messkameras, bei denen beliebige Bildbereiche ausgelesen
werden konnen. Die wichtigsten Parameter der Bildsensoren sind: Auflésung, Pixel-
grofe, Auflosung des Analog-Digital-Wandlers (Quantisierungsstufen), Fiillfaktor des
Pixels, maximales Signal-Rausch-Verhéltnis und Bildrate. In diesem Abschnitt werden
der Einfluss von Auflésung, Fiillfaktor des Pixels sowie Quantisierung untersucht.

2.5.1 Auflésung der Kamera

Die Auflésung des Sensors ist der wichtigste Parameter fiir die Anwendungen im Be-
reich der digitalen Holographie. Sie bestimmt, wie genau das Intensitédtsmuster aufge-
nommen und digitalisiert werden kann. In der Signalverarbeitung léasst sich die Wir-
kung des Sensors analytisch als eine Faltung des Intensitdtsmusters mit einer binéren
Funktion der lichtempfindlichen Fldche des Pixels [16] auffassen. Die Faltung stellt die
Integration der Intensitét iiber die lichtempfindliche Fliache des Pixels dar. Die zwei-
dimensionale pixelweise Abtastung wird durch anschliefende Multiplikation mit der
Kamm-Funktion analytisch reprasentiert. Dadurch entsteht fiir die Raumfrequenz-
komponenten der Intensitétsverteilung eine periodische Modulationskurve. Fiir den
eindimensionalen Fall ergibt sie sich zu:

Si(z) ={I(z) ® P(z)} - comb(z/a,) (2.16)

und im Frequenzbereich zu:

Si(v) = {I(V) : ﬁ(y)} ® comb(v /1) (2.17)

Durch die Multiplikation von I(r) und P(v) entsteht die Modulation des Signalspek-
trums. Die Multiplikation des Signals im Ortsbereich mit der Kamm-Funktion erzeugt
ein diskretes Spektrum. Im Spektralbereich bedeutet das eine Superposition von Spek-
trumrepliken. Die Periodizitét des Spektrums von v, = 1/a, oder umgekehrte Periode
a, des Pixelrasters. Das Spektrum des aufzunehmenden Signals darf die Bandbreite
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[—v/2;v,/2] der Kamera nicht iiberschreiten. Ansonsten reichen hochfrequente Spek-
tralanteile einer spektralen Replik in ihre benachbarte Replik hinein und verursachen
Storungen, die als Aliasing bezeichnet werden. Da das Intensitétssignal immer reell
ist, ist das Spektrum zentralsymmetrisch. Die maximale Raumfrequenz des Signals,
die noch ohne Aliasing aufzunehmen ist, betrégt v, /2 = 1/2a,. Diese Bedingung ist
als Nyquist-Kriterium bekannt. Im optischen System erfiillt das Abbildungsystem die
Funktion des Raumfrequenz-Filters, da sie den Winkelbereich des Signals durch die
endliche numerische Apertur einschriankt. Die Aperturfunktion des Pixels P(z) ist bei
den meisten Sensoren quadratisch. Es gibt auch andere Ausfithrungsméglichkeiten.
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Abb. 2.10: CMOS-Pixel-Ausfithrung,  http://www.astrosurf.com/luxorion/photonumeri
que3.htm

Wenn die Grofie der Pixel P;(z) gleich der Pixelperiode a, ist, wird das Spektrum
I(v) mit der sinc-Funktion moduliert, die ihre ersten Nullstellen an den Werten —u,
und v, hat (Abb. 2.11). Die hoheren Frequenzen werden um 2/7m =~ 0.64 geddmpft.
Wenn der Fiillfaktor kleiner ist (Py(z)), verbreitet sich die Pi(v)-Kurve nach dem
Skalierungssatz der Fourier-Transformation. Die hoheren Frequenzen des Spektrums
I(v) werden weniger geddmpft (s. Abb. 2.11): —v,/2 und v, /2.

Aus energetischen Griinden versucht man den Fiillfaktor zu steigern. Dafiir bringt
man Mikrolinsenarrays auf den Sensor auf. In der verwendeten Kamera sind keine
Mikrolinsen vorhanden. Die lichtempfindliche Flache ist normalerweise kleiner als die
Pixelgrofie, deswegen kann man behaupten, dass hohere Raumfrequenzen nah zu den
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Abb. 2.11: Wirkung des Fiillfaktors auf die Modulation des Signalspektrums I(v) durch
die Pixeliibertragungsfunktion P(v)

Werten —v,/2 und v, /2 bei der Aufnahme mit der Kamera um weniger als 0,64
geddampft werden als die niedrigen Raumfrequenzen.

2.5.2 Quantisierung

Bei der digitalen Darstellung des Signals wird die analoge Intensitét, die von jedem
Pixel aufgenommen wird, in diskrete Digitalwerte umgewandelt. Die Quantisierung
verursacht Fehler. Je kleiner das Quantisierungsintervall ist, desto genauer entspricht
die aufgenommene Zahlenfolge dem Verlauf des analogen Eingangssignals. Das Signal-
Rausch-Verhéltnis wird zur Einschéitzung des Quantisierungsfehlers verwendet.

Unter der Bedingung eines starken Signals, wenn die Signalamplitude viel grofier
als das Quantisierungsintervall ist, nimmt man vereinfacht an, dass der Fehler e; im
Quantisierungsintervall —A/2; A/2 stochastisch und gleich ist (Abb. 2.12). Solch ein
Rauschen hat eine Leistung von P(e?) = A?/12 [17]. Im Falle eines auf 1 normierten
maximalen Signals betriigt das Quantisierungsintervall A = 1/2¥ mit N als Anzahl
der Bits.

Die Leistung eines Signals wird anhand eines Hologramms numerisch ermittelt. In
Abbildung 2.13 sind die Héaufigkeitsverteilung (Histogramm) eines Hologramms und
ein Intensitatsprofil als Beispiel des Signals dargestellt. Das Histogramm verdeutlicht,
dass die Intensitdt einen relativ starken konstanten Term hat, was typisch fiir die
In-line-Hologramme ist. Das Histogramm &hnelt sehr einer Normalverteilung.

Die Leistung des Signals wird nach (2.18) bestimmt:

Nq

Pi(I?) = (I; = 1.)* - p(1), (2.18)

=1
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Abb. 2.12: Quantisierungsfehler
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Abb. 2.13: Histogramm der Intensititswerte eines Hologramms (blau). Intensitéitswerte ei-

ner Pixelzeile der Hologrammaufnahme (griin); Mittelwert der Intensitét iiber
ganze Hologrammfléche (rot).

mit nq Anzahl der Quantisierungsstufen, /; mittlere Intensitit der Quantisierungsstufe

i, I; mittlere Intensitidt der Hologrammaufnahme und p(I;) Wahrscheinlichkeitsdichte-
funktion der Intensitét (Histogramm) sind.
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P(I?%)
P(e?
=10 - logio(P(I?)
~ 10 - logio(P(I?)

SNR =10 - logio )) =10 - log1o (P(IQ) 22V 12)
)+ N -6,02 + 10, 8(dB)

Nach der Berechnung von P(I?) mit N = 8bit erhilt man ein Signal-Rausch-
Verhéltnis von SNR =~ 61(dB). Dieser hohe Wert zeigt, dass der Quantisierungsfeh-
ler so gering ist, dass er in den Messungen dieser Arbeit keinen merklichen Einfluss
ausiibt.

2.6 Numerische Verfahren in der digitalen
Holographie — Rayleigh-Sommerfeld-
Beugungsintegral

Der Begriff ,, Beugung* (diffraction) wurde von Arnold Sommerfeld in seinen Vorlesun-
gen zur Theoretischen Physik (Band IV) als eine Abweichung der Lichtausbreitung
von einer geraden Linie hinter einem Hindernis definiert, die weder mit der Brechung
noch mit der Spiegelung interpretiert werden kann.

Einen wesentlichen Beitrag zum Verstédndnis der Beugung hat schon der holléndische
Physiker Christian Huygens geleistet. 1678 stellte er in seiner Wellentheorie (Wave
Theory), die er der Pariser Akademie der Wissenschaften vorlegte, die These auf, dass
die Wellenfront in jedem Punkt, den sie erreicht, eine kugelférmige Welle anregt. Die
Fortpflanzung der Lichtwelle ist die Einhiillende aller angeregten Kugelwellen, die aus
jedem angeregten Punkt ausgeht. Der néchste wichtige Schritt war die Entdeckung der
Interferenz von Thomas Young 1804. Er erginzte die Wellentheorie mit dem grundle-
genden Prinzip der Interferenz. 1818 schrieb Augustin Jean Fresnel einen Artikel, in
dem er die Beugungserscheinungen ausfiihrlich als Interferenz kugelférmiger Elemen-
tarwellen darstellte. Im darauf folgenden Jahr wurde er mit dem Preis der Pariser
Akademie der Wissenschaften ausgezeichnet. 1882 bewies Alfred Kirchhoff analytisch
anhand der Maxwellschen Gleichungen, dass die Ideen von Huygens und Fresnel iiber
die Elementarwellen eine ganz logische Schlussfolgerung iiber die Natur des Lichtes wa-
ren. Obwohl Kirchhoffs Thesen urspriinglich fiir inkonsistent gehalten wurden, stimmen
die Ergebnisse der Beugung an einer Apertur mit dem Experiment iiberraschenderweise
sehr exakt iiberein. Arnold Sommerfeld hat 1894 die Theorie von Kirchhoff mit eigenen
Grenzbedingungen modifiziert. Doch die Theorien von Kirchhoff und Sommerfeld sind
nur unter wesentlichen Ndherungen anzuwenden. Eine davon ist die Vernachlassigung
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der vektoriellen Natur, d. h. die Polarisation des Lichtes. Die skalare Theorie liefert
trotzdem ziemlich exakte Ergebnisse, wenn zwei Bedingungen erfiillt sind. Die Abmafle
der Apertur miissen ein Vielfaches der Wellenlénge betragen und die gebeugte Strah-
lung darf nicht zu dicht am Aperturrand beobachtet werden. Aus den Maxwellschen
Gleichungen ergibt sich, dass

282( )

V2u(P,t) — 2

=0, (2.20)

ist, wobei n der Brechungsindex des Mediums sowie ¢ die Lichtgeschwindigkeit ist und
P die Lage des untersuchten Punktes reprisentiert. Die Wellengleichung gilt nur im
homogenen Medium. Sie hat dann die gleiche Form sowohl fiir elektrische E als auch
fiir magnetische H Feldstirke. In der Skalarniherung ist sie auch fiir die einzelnen
raumlichen Komponenten der elektrischen und magnetischen Feldstérke giiltig.

Durch einen Separationseinsatz kann die zeitliche Abhéngigkeit von der rdumlichen
Verteilung separiert werden. So kommt man zur zeitunabhéngigen Helmholtz-Gleichung,
die fiir eine monochromatische Welle gilt:

(V2 + KU =0, (2.21)

Durch die Anwendung des Greenschen Theorems und der Extraktion des Unste-
tigkeitspunktes Py der Greenschen Hilfsfunktion G aus dem Integrationsvolumen be-
kommt man fiir G = e*71 /ry; die Gleichung (2.22), die von Helmholtz und Kirchhoff
als Integraltheorem bezeichnet wird. Dabei ist rg; der Vektor des Radius, der im Punkt
Py, seinen Ursprung hat, beziiglich der S-Oberfliche, die diesen Punkt umschlie3t, k

die Wellenzahl.
// ( 8—U — U8G>ds (2.22)

Die Gleichung erméglicht es, die skalare Erregung im Punkt P, zu berechnen, wenn
das Feld U auf der geschlossenen Oberfliche S bekannt ist. Durch eine geeignete Wahl
von S kann man nur die von der Aperturfliche ausgehende Strahlung beriicksichtigen.
Die Strahlung des anderen Teils von S kann vernachléssigt werden (Sommerfeld’sche
Strahlungsbedingung [18, 19]). Die Aperturfliche wird in zwei Teile unterteilt: die
Offnung und den Teil, der auBerhalb dieser Offnung liegt. Beim Einsetzen U(P;) =
Aexp(ikry)/ra1 in (2.22) erhilt man unter Beriicksichtigung der Annahmen & > 1/r9;
und k£ > 1/r¢; die Gleichung 2.23. Sie wird als Kirchhoff-Fresnelsches Beugungsintegral
einer Punktquelle bezeichnet. Fiir eine punktféormige Quelle im Punkt P, lautet sie:
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r

U(Py) = / / U’(Pl)@ds, (2.23)

mit

(P = i[ (2.24)

Aexp(ierl)] {cos(ﬁ, To1) — cos(7,131)
2

o1 2 ’
wobei Y die Apertur ist, ro; und rgo die Abstédnde zwischen der Punktquelle P, dem
Flachenelement ds sowie dem Beobachtungspunkt Py und ds sind. Aus (2.23) ist er-
sichtlich, dass die Anregung in P, sich aus der Uberlagerung von sphirischen Ele-
mentarwellen exp(ikro1)/ro1 ergibt, die ihren Ursprung in der Offnung ¥ haben. Das
bestétigt analytisch das Huygenssche Prinzip. In seiner Beugungstheorie fordert Kirch-
hoff auch, dass das Feld U als auch seine erste Ableitung OU/dn auBerhalb der Offnung
gleich Null sind. Diese von Kirchhoff streng vorausgesetzten Grenzbedingungen phy-
sikalisch nicht erfiillt werden konnen [20-23]. In [22] stellen die Autoren dar, dass
die Kirchhoff-Theorie nur fiir den Fall giiltig ist, dass die Apertur viel grofler als die
Wellenlénge ist. Arnold Sommerfeld stellt in seiner Theorie eine neue Rechenmethode
vor, die auf dem Rayleigh-Integral basiert [24] und unter der Bezeichnung Rayleigh-
Sommerfeld-Beugung bekannt ist. Der Unterschied zur Kirchhoffschen Theorie liegt in
den Randbedingungen. Sie werden mit Einsatz von modifizierten Greenschen Funktio-
nen 2.25 und 2.26 erfiillt. Jede der beiden Greenschen Funktionen beschreibt jeweils
zwei Punktlichtquellen. Beide Punktlichtquellen sind auf der optischen Achse symme-
trisch zur Aperturfliche angeordnet und haben entsprechend Koordinaten ry; und 7;.
Diese Lage von Punktlichtquellen stellt sicher, dass die Aperturebene eine besonde-
re Ebene fiir beide Funktionen ist. Dort ist das Feld der ,,Minus“-Funktion oder die
Normalableitung von der zweiten Funktion gleich Null. Zwei Arten der Randbedin-
gungen konnen formuliert werden, bei welcher entweder die Normalableitung 0U/dn
oder das Feld U jeweils auflerhalb der Apertur > gleich Null sind. Diese Randbedin-
gungen erfiillen die Bedingungen der skalaren Beugungstheorie, der Homogenitét des
Skalarfeldes und auch der Sommerfeld’schen Ausstrahlungsbedingung [18]:

exp(ikror)  exp(ikror)
To1 To1

G_(Py) = (2.25)

exp(ikroy) N exp(ikroy)

G (Py) = (2.26)

ro1 To1

Beim Einsetzen beider Funktionen in 2.22 bekommt man die beiden folgenden Inte-
grale:
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/ / oG-, (2.27)
Un(P, / / Gds (2.28)

Am besten verwendbar ist das erste Integral (2.27). Nach der Umstellung bekommt

man folgenden Ausdruck:
(ik
// eXp ! 7'01) cos(§)ds, (2.29)

wobei () ein Punkt der Aperturfliche, ¢ der Winkel zwischen der Normalen der Aper-
turfliche und von Q Py sowie rg; = |Q Py sind.

2.6.1 Beugungsapproximationen

Weiterhin werden die beiden wichtigsten Approximationen eingefiihrt, die in der Optik
von gréBter Bedeutung sind. Fiir 7o; >> A ist, dann kann ro; = /(z — 20)% + (y — y0)?
+22 auf die zwei ersten Terme der Taylor-Reihe reduziert werden, um die Wurzel

aufzulosen:
1/x— x 2 Y — Yo 2
14+ = - 2.30
+ 2 ( z > + 2 ( z ( )

mit cos(§) = ;=

e (1kz) k
Ulz,y) = XIZ))\Z // (w0, yo) exp {22— [(IE - $0) +(y — 90)2} }dxodyo (2.31)

Bei dieser Darstellung erkennt man das Huygens-Prinzip schon deutlicher. Der Term
exp{ik/2z[(x — x0)® + (y — y0)?]} stellt den Faltungskern in Form der elementaren
Welle dar, die eine parabolische Nédherung ist. Dieses Integral bezeichnet man als
Fresnel-Beugungsintegral. Die parabolische Form der Elementarwelle ist eine kritische
Stelle, die die Grenzen der Anwendbarkeit bestimmt. Bei der Auflésung der Wurzels
(2.30) wurden alle Terme aus der Taylor-Reihe auler den ersten zwei weggelassen. Der
grofite der vernachléssigten Terme ist der dritte %-Term. Eine mdogliche Methode zur
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Bestimmung der Giiltigkeitsgrenzen der Naherung ist die Abschatzung dieses Terms.
Wenn dieser viel kleiner als der Radiant ist, dann ist das Integral giiltig.

% ((55 — %)

o
4N

(y—yo>2 ’
R ) (2.32)

(& = 20)* + (y — v0)?)* < 1

{0, y0} und {z,y} sind die Koordinaten der jeweils am weitesten entfernten Punkte
auf der Apertur- und Beobachtungsebene. Wenn diese Bedingung erfiillt wird, kann
das komplexe Feld im Punkt {z,y} der Beobachtungsebene noch mit ausreichender
Genauigkeit unter Anwendung dieser Approximation bestimmt werden.

Nach einer anderen Abschitzung kann das Feld U(x,y, z) mit guter Ubereinstim-
mung im Punkt P{z,y, z} in der Beobachtungsebene berechnet werden, fiir welche ein
kreisformiger Teil der Apertur mit einem Durchmesser von 4v/\z durch die Rénder
nicht abgeschattet wird. In [18] wird gezeigt, dass dieser Teil der Apertur einen we-
sentlichen Beitrag in die Abplitude im PunktP{z,y, z} liefert. Um eine analytische
Darstellung von speziellen Fillen zu ermoglichen, wird das Integral (2.31) weiter um-
gestellt:

_exp(ikz) ko9 o
Uz,y) = oY exp(zzz(x +y°)

T kK 2w
// {U(wo, Yo) €Xp (zg[wg + yg]) } exp (z;[wox + yoy]) dzodyo

In (2.33) ist der Integrationsbereich auf Unendlich unter der Voraussetzung geédndert,
dass (2.32) erfiillt wird. Dies ist eine allgemeine Darstellung des Integrals. Sie betrifft
den Fall, dass das Signal U(xg, o) durch eine endliche Apertur rdumlich begrenzt ist
oder dass das Licht an unendlichen Beugungsstrukturen wie unendlichen Gittern unter
kleinen Winkeln gebeugt wird. Der Faktor exp((ik/2z)[z2 + v2]) in (2.33) strebt gegen
1 und kann vernachléssigt werden, wenn die Bedingung (2.34) fiir die duflersten Punkte
Zo; Yo der Apertur erfiillt wird.

(2.33)

k
=[] <1 (2.34)

So gelangt man zur zweiten wichtigsten Approximation, die man als Fraunhofer-
Beugung bezeichnet:
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deleted 19.09.15 begin

_exp(ikz) koo o
Ulz,y) = S OXP (Z22(ZE +y ))
% . (2.35)
// U(zo, yo) exp (ia[%ﬂf + yoy]) dzodyo
Durch Substitution von f, = z/(A\z) und f, = y/(Az) bekommt man:
U((farz), (fyAz)) =exp(ikz) - exp (mx\z(fo + f;))
(2.36)

/ / U0, o) exp(2rilfuzo + fyo])dvodyo

Die ist eine sehr attraktive analytische Darstellung der Beugung in Form der Fourier-
transformation fiir das Feld U(zo, o), die oft als die Fernfeldbeugung (Far-field Dif-
fraction) bezeichnet wird. Fiir die Abschétzung der Giiltigkeit des Integrals verwendet
man auch ein einfaches Kriterium:

2D?
S <L (2.37)

wobei D die Dimension der Apertur ist.

2.6.2 Nadherungen fiir die numerische Propagation

Das Ziel dieses Abschnittes ist es, eine optimale Rechenmethode fiir die numerische
Rekonstruktion zu finden. Die Rekonstruktion erfolgt durch die numerische Propa-
gation der Strahlung, die am Hologramm gebeugt wird. Die Giiltigkeitskriterien fiir
die Fresnel- bzw. Fraunhofer-Néherung wurden im vorangegangenen Abschnitt dar-
gestellt. Kritisch fiir die Fresnel-Approximation ist der Beugungswinkel. Bei hoheren
Ausbreitungswinkeln weicht die parabolische Wellenfront von der sphérischen wesent-
lich ab. Im Rahmen dieser Arbeit muss das Rechenverfahren eine gute Ndherung
im Winkelbereich bis zum Offnungswinkel des Abbildungssystems haben. Es wird
mittels 2.32 bestimmt, ob der Fehler der Fresnelschen Naherung fiir den Betrag im
Punkt P, der vom Punkt ) in der Hologrammebene ausgeht, grof ist. Es wird an-
genommen, dass der Vektor ro; den Winkel & mit der optischen Achse bildet, der
dem Offnungswinkel des Abbildungssystems gleich ist. Fiir den Abstand z = 300 pm,
der Wellenldnge A = 0.65 um und der numerischen Apertur NA = 0.21 erhélt man
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p = ztan(¢) = (z-NA)/v/1 — NA? = 64 um Das ergibt (7p*)/(4\z%) ~ 0.77. Das Er-
gebnis weist darauf hin, dass die parabolische Ndherung bei einem solch groflen Winkel
zu einem groflen Fehler fiihrt.

H BE

Ui

/D

lOl

SN

0

-l

Abb. 2.14: Bestimmung der Giiltigkeit der Fresnelschen Approximation. H - Hologramme-
bene, BE - Beobachtungsebene

Die Fraunhofersche Approximation erzielt gute Ergebnisse, wenn der Abstand viel
grofer als die Apertur des Hologramms ist. Da die Propagation in dieser Arbeit auf
Distanzen ermittelt werden muss, die mit Dimensionen des Hologramms vergleichbar
sind, passt diese Approximation nicht. Die giinstigste Rechenmethode ist die Anwen-
dung des Rayleigh-Sommerfeld-Integrals. (2.29) kann als Faltungsintegral dargestellt
werden [25]:

U(xay) = // U<x07y0)h(x_x07y_yO)Z)dxdy
A

(2.38)
= U(l‘o, yo) ® h(l’ — 2o, Y — Yo, "7’)
mit
exp(ikr z 1 :
h(m_xﬂ,y_yO;Z) = I;T(HOI)T—M (E‘i‘Zk) 5 (239)

wobei 791 = /(x —20)2 + (y — y0)2 + 22 und A der Integrationsbereich ist. In [25]
fithrt man Simulationen auch bei sehr kleinen Propagationsabstéinden durch, die mit
der Wellenlénge vergleichbar sind. Deswegen verwenden die Autoren den Faltungskern
nach (2.39). In der vorliegenden Arbeit betriigt die minimale Propagationsdistanz ei-
nige hundert Mikrometer. Deswegen kann (1/7; + k) unter der Bedingung rg; > A
auf ik reduziert werden [18, 26, 27]. Somit erhélt man
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1
Ulx,y) = o // Ul(xo, yo)h(z — o,y — Yo, 2)dxodyo
A

(2.40)
= U(Jf(],y()) & h(l‘ — Z0,Y — Yo, Z)
mit
zexp(ikr
h(x_xo,y_ysz) — M (241)

701

Weil die Faltung durch das FFT-Verfahren (FFT — Fast Fourier Transform, schnelle
Fourier-Transformation) realisiert wird, wird das Verfahren als FFT-direkt-Integration
(FFT-DI-Verfahren) [25], [28] bezeichnet. Eine alternative Rechenmethode ist das
Winkelspektrum-Verfahren (AS-Methode), [25]. Es ermdglicht, die Propagation direkt
im Spektralbereich durchzufiihren:

U (%, g,z) =U (%, §,0> -exp(ikz/1 — a? — (3?), (2.42)

wobei U(ar/\, B/, z) das Spektrum des propagierten Signals, U(a /), /), 0) das Spek-
trum des Signals auf der Aperturebene und «, 5 die Richtungskosinuse sind [25]. In
der vorliegenden Arbeit wird Faltungsverfahren eingesetzt. Die Impulsantwortfunktion
wird durch Apodisation im Raumbereich einschrénkt.

2.7 Stand der Technik

Die Ermittlung der 3D-Lage von Mikropartikeln innerhalb eines Volumens ist z. B. bei
der Untersuchung von Einzellern [7, 29, 30], der Verteilung von Partikelgréfien [31], der
Untersuchung von Mikroobjekten [28], der Ermittlung der Fangkraft einer optischen
Pinzette [32], der Fluidtechnik [12, 30, 33], der Vermessung von lokalen Viskositéiten
[34] oder der Untersuchung von Brown’schen Bewegungen [35] notwendig.

Das Prinzip der digitalen In-line-Holographie ist sehr robust und einfach. Die hohe
Leistungsfihigkeit des Verfahrens der digitalen Holographie wird durch unterschied-
liche Rekonstruktionsverfahren deutlich. Die klassische Beugungsrekonstruktion des
Hologramms ist eine numerische Realisierung des Rekonstruktionsvorgangs eines Ana-
loghologramms in Form numerisch durchgefiihrter Algorithmen. Die numerische Pro-
pagation des komplexen Feldes mittels des Rayleigh-Sommerfeld Integrals liefert nicht
nur die Information iiber die Lage des Objektes [9, 12, 13, 35-37], sondern auch iiber
seine Struktur [8, 29, 38-40]. In [41] demonstrieren die Autoren die Moglichkeit zur
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Ermittlung des Partikelmediums mit Hilfe von nichtlinearen physikalischen Effekten.
Die Ermittlung des Brechungsindexes ist mit einem anderen Rekonstruktionsverfah-
ren moglich, das auf der Mie-Streuung beruht [10, 11, 31, 33, 34]. Das von einem
sphéarischen Mikropartikel gestreute Licht kann analytisch exakt bestimmt werden,
wenn sein Durchmesser und Brechungsindex bekannt sind. Das bietet die entgegen-
gesetzte Moglichkeit, diese Parameter, neben den drei Koordinaten x, y und z des
Hologramms, zu bestimmen. Hervorragende Ergebnisse wurden in der Genauigkeit
des Verfahrens bei der gleichzeitigen Bestimmung von Partikelparametern und Koor-
dinaten [11] erzielt. Die Aufgabe des Verfahrens ist es, die beste Ubereinstimmung
zwischen den numerisch berechneten und den vorhandenen Interferenzmustern zu fin-
den. Die iterative Zusammenstellung ist sehr rechenintensiv, wodurch das Verfahren
fiir Echtzeit-Anwendungen kaum geeignet ist, da die Rechenzeit direkt proportional
zur Partikelzahl im Sichtfeld ist. Dariiber hinaus muss das Partikel eine moglichst
ideale sphérische Form haben [31, 34]. Die lebendigen Zellen haben keinen bestimmten
Brechungsindex, da ihre innere Struktur nicht homogen ist. Deswegen treffen auf die
Analyse lebendiger Zellen nicht alle Vorteile des Verfahrens zu.

Abb. 2.15: Copepod nauplius. Grofe ca. 100 pm. In-line-DH-Rekonstruktion [8, Abb. 8(E)].

Eine interessante Art iterativer Algorithmen ist in [42, 43] dargestellt. Die Verfahren
erméglichen zwillingsbildfreie Rekonstruktionen komplexer 3D-Strukturen. Obwohl die
Verfahren ausgezeichnete Ergebnisse zeigen, besteht das Problem der langen Rechen-
zeit. Eine andere Eigenschaft ist die so genannte ,sparisity approximation“. Unter
dieser Anndherung versteht man, dass die diinnen oder punktférmigen Objekte sich
weit genug voneinander entfernt befinden sollen, so dass Interferenzen zwischen den
von Objekten gestreuten Wellen vernachléissigt werden konnen. Das fiithrt zur Annah-
me, dass das Hologramm eine lineare Superposition einzelner Beugungsmuster ist. Ein
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Wavelet-édhnliches iteratives Verfahren ist in [44] dargestellt und zeigt die Moglichkeit
zur Bestimmung der Koordinaten und des Radius eines absorbierenden sphérischen
Partikels.

Die Wavelet-Transformation ermdoglicht es, die Stellen mit dem Beugungsmuster
eines Mikropartikels zu detektieren. Dazu benutzt man eine sogenannte Mutter-Funk-
tion, die dem Beugungsmuster des Partikels dhnlich sein muss. Da die Skalierung
der Mutter-Funktion im Wavelet-Verfahren durch einen a-Parameter vorgesehen wird,
ermoglicht das Verfahren die Bestimmung des Abstandes zum Partikel. Bei Verwen-
dung der Wavelet-Transformation muss man die geeignetste Mutter-Funktion des Wa-
velets entwickeln, die den konkreten Eigenschaften des Beugungmusters der Partikel
in unterschiedlichen Distanzen entspricht. Die Wavelets in [36, 45] wurden unter der
Annahme entwickelt, dass die Abmafle der Partikel vernachlassigbar klein sind.

Das Auftreten des Zwillingsbilds bei der Rekonstruktion ist eine Eigenschaft der In-
line-Holographie. Es gibt in der In-line-Holografie unterschiedliche Verfahren fiir die
Beseitigung des Zwillingsbildes. In [46] erldutern die Autoren das Verfahren der inho-
mogenen Specklebeleuchtung. Nach der Rekonstruktion und Uberlagerung von meh-
reren Hologrammen wird das zuféllige Zwillingsbild vernachléssigbar schwach. Das
Verfahren zeigt gute Ergebnisse, trotzdem bendétigt es fiir die statistische Mittelung
eine grofle Anzahl von Hologrammen mit unabhéngigen Specklemustern der Beleuch-
tung. Die Kenntnis iiber die Phase der Beleuchtung ist nicht notwendig. Die Funk-
tionsweise eines anderen Verfahrens beruht ebenfalls auf der zufélligen kohérenten
Specklebeleuchtung [39]. Da die zufillige Phase bekannt sein muss, braucht man nur
eine Aufnahme. Das Zwillingsbild wird iiber eine wesentlich grolere Fldche gestreut
als bei der Rekonstruktion eines klassischen In-line-Hologramms. Auflerdem wird die
Schéarfentiefe verbessert.

Ein geschicktes Verfahren wird in [47] vorgestellt: Bei der Aufnahme der Hologramme
auf zwei unterschiedlichen axial versetzten Ebenen gibt es die Moglichkeit, das Zwil-
lingsbild bei der Rekonstruktion zu eliminieren. Die Autoren zeigen analytisch, dass
eine numerische Entfaltung erforderlich ist, um die Rekonstruktion durchzufiihren. Die
Entfaltung ist in der Praxis sehr empfindlich gegen das Rauschen und man braucht
eine besondere Herangehensweise bei der numerischen Losung.

Eine Art von Phase-shifting-Interferometrie ist in [48] realisiert. Dabei wird die Pha-
se der kohdrenten Beleuchtung relativ zu der von den Objekten gestreuten Strahlung
verschoben. Das Zwillingsbild wird dadurch beseitigt. Das Verfahren ist allerdings tech-
nisch relativ kompliziert.

Die inhomogene Beleuchtung ist eine einfache Mafinahme zur Verbesserung der
Auflésung, wie schon in [39] gezeigt wurde. Das kann so aufgefasst werden, dass das
Objekt ,,von allen Seiten“ unter unterschiedlichen Winkeln beleuchtet wird, was zur
Erfassung hoherer Raumfrequenzen in der Aufnahmeebene fithrt. Von Bedeutung ist
es, bei der Rekonstruktion die kohérente Beleuchtungswelle numerisch genau anzu-
geben, da sie als Referenzwelle benutzt wird. Die mit einem pin-hole-arrary erzeugte
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inhomogene Beleuchtung ist dafiir eine mogliche Variante [49].

Unter bestimmten Voraussetzungen kann das Zwillingsbild vernachléssigt werden
[7, 29, 37]. Das ist eine Eigenschaft der punktformigen Beleuchtung. In anderen Fillen
[12, 36, 50] erfolgt eine nichtlineare Behandlung. Das beseitigt das schwache Rauschen
im Hintergrund, das von dem Zwillingsbild verursacht wird.

Die gleichzeitige optische Manipulation und die dreidimensionale Erfassung der Posi-
tion des Objektes ist durch viele unterschiedliche Verfahren méglich. Die Beobachtung
der Partikel auf zwei senkrechten Ebenen wird in [51, 52] présentiert. In vielen Bei-
tragen geht es um die Ermittlung von Partikelkoordinaten durch XY-Positions- und
Intensititsanderung der Partikelabbildung in Abhéngigkeit der Tiefe [40, 53, 54]. Auch
interferometrische off-axis Verfahren zur Zellenabbildung und -verfolgung sind im Ein-
satz [55, 56).

Die mit der In-line-DH verkniipfte optische Manipulation ist in [32-34] dargestellt.
In den Beitragen beschéftigen sich die Autoren mit der Ermittlung der Partikellage
mit Hilfe der Mie-Streuung. In [13, 57] wird eine Faltungsholographie mit der optischen
Pinzette gezeigt.

Ein Teil dieser Arbeit wird der axialen Auflésung bei der Rekonstruktion von in-line-
digitalen Hologrammen gewidmet. Dabei geht es auch um die Thematik des Standes
der Technik. Es gibt viele Angaben iiber die Genauigkeit von Mie-Hologrammen. Die
Genauigkeit der Lagebestimmung kann 1nm bis 10 nm in der Querauflésung und bis
10nm in der axialen Auflosung [11, 14, 32, 58] betragen. Die Entfaltungsholographie
zeigt vergleichbare Ergebnisse [35]. In diesem Verfahren rekonstruiert man nicht die
Wellenfront, sondern ermittelt man die Stellen im Hologramm, wo ein bestimmtes
Intensitdtsmuster vorkommt. Das Muster soll einem Partikel in einer bestimmter Tie-
fenlage entsprechen. Die Genauigkeit der In-line-Holographie mit der Rekonstruktion
anhand der Beugung ist geringer. In [36] fithren die Autoren eine Simulation und
ein Experiment zur Ermittlung der Genauigkeit durch. Sie héngt von vielen Parame-
tern wie Abstand und Partikelkonzentration ab und nach dem Experiment mit 30 pm-
Partikeln betrigt die Standardabweichung fiir die gefundene z-Koordinate 180 um. Die
Autoren von [9] berichten iiber die Ermittlung der Genauigkeitsgrenzen bei der In-line
DH-Rekonstruktion durch eine Simulation und ein Experiment. Der Fehler bei der
Koordinatenermittlung entlang der optischen Achse betragt betragt 1mm fiir 320 pm-
Partikel in Entfernung von 200 mm bis 300 mm. In [8] werden die Ergebnisse der Er-
mittlung der Form und Gréfle der 3D-holographischen Abbildung von Mikropartikeln
bei Verwendung von unterschiedlichen Mikroobjektiven dargestellt. Die Lénge und
der Durchmesser der elliptischen gestreckten 3D-Partikelabbildung kann als Mafl der
Quer- bzw. Langsauflosung der Verfahren dienen. Die Autoren haben experimentell
bestétigt, dass die axiale Auflésung durch Verwndung von Vergrésserungsoptiken ver-
bessert wird. Die axiale Auflosung in diesem Fall steigt um eine Grossentordnung des
Abbildungssystems im Vergleich zur klassischen linslosen In-line-DH. Die Genauigkeit
der In-line Holographie mit Rekonstruktion anhand von Beugung ist geringer. Die axia-
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le Auflosung 6 mal hoher als Dimension des Partikels [9, 36] bei linsenlosen Systemen
und kann durch die Anwendung von Abbildungssystemen verbessert werden [8].

Die Ermittlung der Partikellage durch Eigenschaften des rekonstruierten komplexen
Feldes wie das Verhalten der Phase und des imaginédren Teils der Partikelabbildung
[59, 60] verbessern deutlich die axiale Genauigkeit der Partikeldetektion.

Zusammenfassend kann man feststellen, dass manche Aspekte beziiglich des Auf-
baus fiir In-line-DH noch besser untersucht werden miissen. Durch die Untersuchung
des Blendeneinflusses im Abbildungssystem auf das Strahlbiindel kann ein 3D-Objekt-
volumen bestimmt werden, in dem keine asymmetrische Abschattung des von Parti-
keln gestreuten Lichtes innerhalb des ganzen Volumens stattfindet. Durch die Wahl
der optimalen partiell-koh&renten Beleuchtung kann das Hintergrundrauschen unter-
driickt werden, wobei die wichtigsten hochfrequenten Komponenten des Beugungsmus-
ters noch vorhanden sind. Eine Untersuchung der Genauigkeit bei der Rekonstruktion
mit verschiedenen Verfahren fiir unterschiedliche Partikel und Variationen des Abbil-
dungssystems kénnte Stidrken und Schwichen der verschiedenen Kombinationen des
optischen Systems und des Rekonstruktionsverfahrens aufzeigen. Eine umfangreiche
Studie wurde in den oben angegebenen Quellen nicht durchgefiithrt und erfolgt deshalb
im Rahmen der vorliegenden Arbeit. Es gibt nicht viele Beispiele fiir die Anwendung
von optischen Pinzetten im Aufbau der In-line-digitalen Holographie. Dies trifft noch
weniger fiir die klassische In-line-Holographie zu. In dieser Dissertation wird die Leis-
tungsfiahigkeit eines neuen optischen Manipulationsverfahrens gepriift, dass ein neues
freiformoptisches Element fiir die Fangstrahlformung enthélt.
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Die Wirkung des Lichtes auf kleine Partikeln ist schon seit langem bekannt. 1870 be-
richtete John Tyndall {iber die Existenz eines staubfreien Raumes dicht an der Ober-
fliche glithender Kérper. Diese Erscheinung hat den Namen Thermophoresis [61] und
beruht auf der Entstehung einer Kraft bei einer rdumlichen Temperaturdifferenz [62].
Anfang des 20 Jahrhunderts veroffentlichte der Osterreichische Physiker Felix Ehren-
haft die Ergebnisse seiner Studie von kleinen Mikropartikeln im Gasmedium. In seiner
Arbeit schlug er den neuen Term Photophoresis vor. Er unterschied auch zwischen
positiver und negativer Photophoresis in Abhéngigkeit des Temperaturunterschiedes
an der Partikeloberflache. Ist das Partikel absorbierend, hat seine vordere Seite hohere
Temperatur als die hintere und wird es in Richtung der Lichtausbreitung weggedriickt.
Diese Erscheinung wird als positive Photophoresis bezeichnet. Falls das Partikel durch-
sichtig ist, wird die Strahlung teilweise auf der hinteren Seite fokussiert, was zu ihrer
Aufheizung fiihrt. Der umgekehrte Temperaturunterschied erzeugt eine Kraft entge-
gengesetzt der Richtung der Lichtausbreitung. Dieses Phdnomen nennt man negati-
ve Photophoresis. Ein gutes Beispiel von der Anwendung der Photophorese wird in
[63] dargestellt. Mit zwei konvergierenden, sich entgegengesetzt ausbreitenden Strah-
len erzeugt man in einem gesamten fokalen Schnittpunkt ein Gebiet mit geringerer
Intensitédtsdichte im gemeinsamen Zentrum. In einem solchen optischen Kéfig kann ein
absorbiertes Partikel in der Luft festgehalten werden.

Als Beginn der bis heute andauernden rasanten Entwicklung auf dem Gebiet des op-
tischen Fangens (Optical trapping) zéhlt die Veroffentlichung von Arthur Ashkin [64].
In diesem Artikel erldutert der Autor ein Modell der Entstehung der optischen Falle fiir
durchsichtige Partikeln. Das Modell beruht auf dem Erhaltungssatz des Lichtimpulses
(Abb. 3.1).

Das Grundprinzip des Modells lésst sich wie folgt erkldaren: Es sei eine ebene Wel-
le, die unter einem Winkel auf die Grenzoberfliche s zwischen zwei Medien mit den
Brechungsindizes n, und n, trifft. Die Refraktion oder Anderung der Ausbreitungsrich-
tung des Lichtes erzeugt eine Kraft am Oberflichensegment. Auf dem Bild (Abb. 3.1)
ist die auf dem Oberflichensegment ds erzeugte Kraft dF beim Lichtbrechen zu se-
hen. Integriert man alle Kraftbeitrdge dF' der Brechung und Spiegelung iiber die gan-
ze Oberflache des durchsichtigen Festkorpers (Partikels), bekommt man die gesamte
Kraft, die auf den Kérper wirkt. In der Literatur ist das Verfahren unter dem Namen
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Abb. 3.1: Impulserhaltungssatz bei der Refraktion. Lichtausbreitung (grau), Kraft
(schwarz)

Ray optic calculation [62] bekannt. Mit diesem Modell erkliarte der Autor die Entste-
hung der Gleichgewichtskraft in der optischen Falle fiir stark konvergente oder sich in
Gegenrichtungen ausbreitenden (Counterpropagating) Strahlen. In seinem Werk stellt
Arthur Ashkin auch die Nachteile des Verfahrens vor. Fiir kleine Partikeln mit einem
Durchmesser von wenigen Mikrometern vernachléssigt es vollkommen die Beugungser-
scheinungen. Doch fiir Partikeln grofer als ca. 10 pm ist diese Abweichung gering [65].
Das Verfahren kann in diesem Fall fiir die Berechnung der Kréfte benutzt werden.

Die gesamte Kraft Fy, kann immer als Superposition von zwei Kriiften dargestellt
werden. Die erste wirkt in Richtung der Lichtausbreitung und stimmt dementspre-
chend mit dem Poynting-Vektor S oder mit der Normalen der Phasenfliche iiberein.
Die Kraft bezeichnet man als Streukraft Fg (Abb. 3.2). Die Kraft, die in Richtung
des Intensititsgradienten wirkt, nennt man Gradientenkraft (Fg). Das dargestellte
Kraftesystem erklart das Verhalten einiger optischer Systeme fiir optische Manipula-
tion. Die optische Falle kann im Fokuspunkt eines stark fokussierten Strahls erzeugt
werden. Damit die axiale Gradientenkraft hoher als die Streukraft ist, muss die Stelle
des Fokus moglichst klein sein. Dadurch erhoht sich auch die Querkomponente der
Gradientenkraft. Diese Systeme zeigen die maximale Steifigkeit der optischen Falle in
allen Richtungen. Wenn die strahlformenden Optiken keine ausreichend hohe nume-
rische Apertur besitzen, ist die optische Falle nicht klein genug. Dann sinkt der In-
tensitdtsgradient im Bereich des Fokuspunktes. Die Streukraft in Richtung der Strahl-
ausbreitung iiberwiegt in diesem Fall. Diese kann wiederum mit einem sich in Gegen-
richtung ausbreitenden Strahl ausgeglichen werden. Solche Systeme mit gegenlaufigen
Strahlen heiflen Counter-propating-beam-Systeme. Wegen ihrer niedrigeren Streukraft
haben sie auch eine geringere Quersteifigkeit der optischen Falle. Die bekanntesten op-
tischen Systeme fiir die Mikromanipulation arbeiten mit einem einseitigen, stark fokus-
sierten Laserstrahl. Man bezeichnet das oft als single beam trap. Die numerische Aper-
tur liegt normalerweise im Bereich von 1 bis 1,4 [64, 66-69]. In den meisten Féllen, wie
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Abb. 3.2: Schematische Darstellung der antreibenden Krifte im Gaufstrahl. Fy; - gesamte
Kraft wird zerlegt in zwei Komponenten Fg - Gradientenkraft und Fg - Streu-
kraft. S - Poynting-Vektor. Mit blauen Kurven sind Flichen der gleichen Phase
bezeichnet.

z.B. den Multi-Photonen-Messungen [69] oder den Messungen im Piconewton-Bereich
[67], mOchte man nur eine Fixierung eines Partikels realisieren. Die Verwendung von
SLM (Spatial Light Modulator) eréffnet breite Einsatzmoglichkeiten zur Manipulation
von Mikropartikeln und lebendigen Zellen [57, 70-77]. Thre Hauptanwendung ist es,
mehrere Partikeln gleichzeitig zu halten [77] oder manipulieren [74, 76] zu kénnen. Ei-
ne interessante Implementierung ist auch das Festhalten einer Zelle in allen moglichen
Freiheitsgraden. Dieses ist notwendig beim Durchschlagen von winzigen Lochern in
der Zellmembran mittels Laser. Die Erzeugung von vier Fokuspunkten innerhalb der
Zelle verhindert ihre mogliche Rotation [75]. Der Aufbau solcher Geréte fiir stark fo-
kussierte Strahlen ist einfach, da nur der einseitige Zugang zur Probe gewéhrleistet
werden muss und die Einstellung relativ einfach erfolgt. Deswegen baut man oft sol-
che Gerite fiir die Mikroskopie und optische Manipulation aus den schon auf dem
Markt existierenden Mikroskopen [57, 66-69, 72, 74-76, 78] um. Als Nachteile kénnen
Eigenschaften wie der sehr kurze Arbeitsabstand (0,1-0,2 mm) und der kleine axiale
Manipulationsbereich (einige 10 Mikrometer) genannt werden.

Eine Alternative zur optischen Einstrahlpinzette wéiren die optische Systeme mit
zwei Strahlen (Counter-propagating-optical-trap), die bereits erwidhnt wurden. Die
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Grundidee des Verfahrens ist, die Numerische Apertur des Pinzettenstrahls zu sen-
ken [66, 79-85] . Die hohere Streukraft muss von einem symmetrischen Gegenstrahl
ausgeglichen werden. Die wichtigsten Aspekte beider optischen Ein- beziehungsweise
Zwei-Strahlen-Pinzettensysteme sind in [66, 80] dargestellt. Zu den Nachteilen gehort
ein relativ hoher Justageaufwand, da die Brennpunkte mikrometergenau justiert wer-
den miissen. Die Strahlformung mit einem SLM bei Counter-propagating Systemen ist
auch moglich [79-81]. Die axiale Positionierung des Partikels wird durch das Leistungs-
verhéltnis beider Strahlen bestimmt. Dariiber hinaus muss der Abstand zwischen den
Brennpunkten beider Strahlen fiir ein Erreichen der hochsten Effizienz der Manipula-
tion an die Partikelgrofle angepasst werden. Das Verfahren besitzt groflere Manipula-
tionsbereiche fiir alle drei Achsen. Das ergibt sich durch die geringere Vergréferung
und das dementsprechend gréflere Sehfeld mit Objektraum und die kleinere numeri-
sche Apertur beider Objektive. Ein weiterer wichtiger Vorteil besteht darin, dass die
Mikroobjekte mit hoherer axialer Haltekraft gefangen werden als beim Ein-Strahl-
Verfahren. Dadurch kann die gesamte Strahlungsleistung minimiert werden. Da die
Energie iiber einen gréfleren Fangbereich gestreut wird, sinkt auch die Energiedichte,
was die Technik im Bereich der biologischen Implementationen sehr attraktiv macht.
Eine interessante Verwendung wird in [81] dargestellt. Die Autoren manipulieren mit
kiinstlich gefertigten Mikroobjekten, die mit mehreren Brennpunkten angetrieben wer-
den und deswegen in allen moéglichen Freiheitsgraden gesteuert werden kénnen. Da das
Zweistrahl-System kompliziert zu justieren ist, findet eine elegantere Losung ihren Ein-
satz: In [78, 82, 84, 85] beschreibt man einen Aufbau mit einem Objektiv. Um einen
sich in Gegenrichtung ausbreitenden Strahl zu erzeugen, benutzt man einen Planspiegel
hinter der Probe. Das Objektiv formt zwei konvergierende Strahlen mit weit vonein-
ander liegenden Brennpunkten. Ein Strahl wird von dem Spiegel zuriick reflektiert,
damit sie sich beide im gemeinsamen Fangbereich treffen. Der Aufbau verfiigt iiber
den rdumlichen Lichtmodulator (SLM) zur Formung beider Strahlen.

Die Fasertechnik bietet weitere Verfahren zur optischen Manipulation an Wenn die
optische Faser keinen ausreichend hohen Intensitétsgradienten nahe der Stirnfliche
des Strahls erzeugen kann, miissen einige zusétzliche Mafinahmen getroffen werden. In
[65] stellen die Autoren ein optisches Faserwerkzeug mit einer linsenférmigen Stirn-
fliche dar. In einem Abstand von ca. von 10 bis 15 um von der Faser konnen die
Partikeln gehalten werden. Bei der entsprechenden Bearbeitung der Stirnfliche einer
herkommlichen [86] Ringfaser [87] erzielt man denselben Effekt. Interessant ist die An-
wendung von Werkzeugen aus mehreren Fasern. In [87] beschreibt man eine Vierkern-
Faser. Jeder Faserkern trigt an seinem Ende eine schriage Stirnfliche, so dass durch
die innere Reflektion jeder Strahl in Richtung der Vierfaserachse umgelenkt wird. So
wird eine optische Falle von vier Strahlen mit hohem Intensitétsgradienten im Abstand
von ca. 40 pum vom Faserende gebildet. Ein zwei-Faser-optisches Werkzeug wird in [88]
beschrieben. Ein Zweifasersystem wird mit einem Faser-Mach-Zehnder-Interferometer
ausgestattet. In den Veroffentlichungen [89, 90] berichtet man iiber zweistrahlige Fa-
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sersysteme. Das optische System in [90] besteht aus zwei auf einer Achse befindlichen,
gegeneinander gerichteten Fasern, deren Abstand 125 um betragt. Im Spalt bildet sich
eine optische Falle, in der Partikel gefangen werden kénnen. In [89] sind die Fasern
unter einem Winkel angeordnet. Ungefdhr im Kreuzpunkt der Strahlen entsteht ei-
ne Fangstelle. Im Artikel [89] werden Ergebnisse der Kraftsimulationen wie auch das
simulierte Kraftfeld dargestellt. Die Fasersysteme sind relativ billig und einfach zu
justieren. Thr Nachteil ist der extra kleine Arbeitsabstand. Der Anwendungsbereich
bei diesen Systemen ist dadurch beschréinkt, dass der unmittelbare Zugang des Werk-
zeugs zu den Objekten gewéhrleistet werden muss. Der Einsatz bei den geschlossenen
abgedichteten Mikrofluidsystemen wére nicht moglich.

Eine Alternative wiren die integrierten Mikro-DOEs [91, 92]. Die in [91, 92] be-
schriebenen Fresnellinsen haben eine hohe numerische Apertur bis 1,2 und sind sehr
kompakt (20 — 45 gm) im Durchmesser. In einigen Veroffentlichungen beschreibt man
solche Strukturen, die direkt auf dem Objekttréger gefertigt werden.

Eine interessante Idee wird in [85] vorgeschlagen. Eine Matrix von Mikrospiegeln
wurde innerhalb des Mikrokanalbodens gefertigt. Bei der Beleuchtung des Mikrokanals
mit einem kollimierten Strahl von oben entstehen mehrere Fangstellen, in denen die
Strahlen von Einzelspiegeln fokussiert sind. Das Verfahren ist interessant fiir on-chip-
Labors und mikrofluidische Systeme. Die Verwendung wird dadurch eingeschrinkt,
dass die Spiegel fest angeordnet sind und deswegen keine Manipulation ermdoglichen.

Eine andere Technik fiir die optische Manipulation ist ein freiférmiges Bauteil [1].
Das ist im Prinzip ein optisches System fiir die Erzeugung einer Einstrahl-Fangstelle.
Zu den Vorteilen gehoren vor allem die Einfachheit und ein vergréflerter Arbeitsab-
stand. Im néchsten Kapitel 4 wird ein neues Verfahren vorgestellt. Es betrifft die opti-
mierte Strahlformung fiir die optische Manipulation eines Teiles mit einer asphérischen
strahlformenden Oberfliche. Das dargestellte Konzept ist eine Weiterentwicklung des
in [1] dargestellten Verfahrens. Das Ziel der Weiterentwicklung ist die Kombination
des Trappingsystems mit der Durchlichtbeleuchtung fiir die holographische Mikrosko-
pie. Im experimentellen Teil dieser Arbeit wird die Funktionsweise eines einfachen
und leistungsfdhigen Systems fiir die digitale Holographie und optische Manipulation
mit der Verwendung eines selbst entwickelten optischen Teils untersucht.
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4 Optimierte Methoden in der
digitalen Holographie

4.1 Technisch-optisches Verstandnis
holographisch-optischer Aufbauten

4.1.1 Bestimmung der Tiefenlage des Objektes im Wasser

In der sogenannten linsenlose Holographie [9, 36] benutzt man den Lichtsensor oh-
ne Abbildungssystem (Abb. 4.1). In solchen Systemen platziert man den CCD-Chip
nahe an dem Objektvolumen. Ein Abbildungssystem kann eingesetzt werden, um ei-
ne hohere Auflésung zu erreichen. Das Kepplersche Fernrohr ist ein robustes und gut
geeignetes Abbildungssystem fiir diesen Zweck [8]. Als afokales Abbildungssystem be-
sitzt das Fernrohr den weiteren Vorteil der Unabhéngigkeit des Tiefenmafistabs von
der Tiefenlage. Da es sich in dieser Arbeit um die Abbildung des dreidimensionalen Vo-
lumens handelt, ist diese Figenschaft besonders bei der Verwendung eines Objektives
mit kurzer Brennweite wichtig.

Die Abbildung 4.2 verdeutlicht, dass der Lichtempfanger nicht die Abbildungen der
Objekte (Partikeln) aufnimmt, sondern ihre Beugungsbilder. Deswegen wird auf dem
Detektor nicht das Objektvolumen selbst, sondern eine Ebene, die sich auflerhalb dieses
Volumens befindet, abgebildet.

Bisher wurde die Abbildung eines Punktes untersucht, der sich in der Luft befindet.
Im Vergleich dazu verschieben die Wasserschicht und das Deckglas die richtige Position
des Objektes und éndern den tatsichlichen Offnungwinkel (Abb. 4.3). Die Beugungs-
simulationen zeigen, dass eine notwendige Korrektur der Tiefenposition durchgefiihrt
werden muss, um eine gute Ubereinstimmung mit den Experimenten zu erreichen.
Weiterhin ist die Tiefenkoordinate der Punktlichtquelle zu ermitteln.

Bei der z-Verschiebung des Mikroskopes um Az, vom scheinbaren Punkt P auf
Punkt P, muss man beachten, dass der tatséchliche Abstand zwischen zwei abbil-
denden Punktobjekten P; und P, im Wasser Azy grofler ist. Diese Skalierung der
Tiefenposition wird anhand der Position des Schnittpunktes des Randstrahls mit der
optischen Achse bestimmt. Es wird nun angenommen, dass das Mikroobjektiv den
Offnungswinkel bzw. den Schnittwinkel dieses Strahls bestimmt. Bei dieser Annah-
me wird die sphérische Abbildungsverzeichnung vernachléssigt, die eine ebene Grenze
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Abb. 4.2: Aufnahme des In-line-Hologramms mit dem abbildenden optischen System - AS;
OV - Objektvolumen; D - Detektor.

zwischen zwei unterschiedlichen Medien im divergierten Strahlbiindel verursacht. Diese
Annahme ist gerechtfertigt, wenn das Objektiv mit einer kleinen numerischen Apertur
eingesetzt wird. Das Experiment zeigt eine gute Ubereinstimmung mit dieser Annah-
me. Angegeben werden die scheinbare Position der Punktlichtquelle 21, die Stérke des
Deckglasses zag und der Offnungwinkel in der Luft ay, (Abb. 4.4). Gesucht wird die
Position der Punktlichtquelle im Wasser zw Gleichung (4.1)
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Abb. 4.3: Verschiebung der axialen Position beim Medieniibergang; nw - Brechungsindex
im Wasser; ng - Brechungsindex im Glas
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Abb. 4.4: Ermittlung der Tiefenposition einer Punktlichtquelle P nach dem Randstrahl

B \/n%v — sin(aL)Qz \/n%v — sin(ay,)?
- L —

cos(on) ng, — sin(ay,)?

ZW ZAG, (41)

mit aq, = arcsin N A, Einfallswinkel des Randstrahls, der dem Offnungswinkel gleich ist,
nw = 1.3337, (A = 543 nm) Brechungsindex des Wassers, ng = 1,5256 (Microcrown,
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Schott, A = 543 nm, extrapoliert), Brechungsindex des Glases, nag = 0.17 mm, der
Starke des Deckglases.

Der erste Term stellt die Skalierung der z-Koordinate dar. Der zweite Term driickt
die vom Deckglas verursachte z-Versetzung der scheinbaren Koordinate der Punkt-
lichtquelle aus. Fiir weitere Simulationen ist der erste Term wichtig. Er steht fiir den
richtigen Abstand der abbildenden Objektebenen im Wasser. Dann kann der Tiefen-
skalierungsfaktor ka, wie folgt ausgedriickt werden (4.2):

7 o 2 4/n% — NA?
_ Vmy —sinon)? VM — 1,347, (4.2)

kA,
° cos(a) V1_ NA?

wobei NA die numerische Apertur des Mikroskopobjektives, nyw der Brechungsindex
des Wassers sind. So kann man die scheinbare z-Dimension des Objektvolumens be-
stimmen. Wenn z.B. das mit dem Wasser gefiillte Objektvolumen eine Tiefe von 200 ym
hat, wird die axiale Ausdehnung der Abbildung des Volumens nur 200/ka, = 149 pm
betragen.

4.1.2 Blenden im holographischen Abbildungssystem

Die Verwendung des Abbildungssystems fiithrt zur Erh6hung der Auflésung. Der Ein-
fluss des Abbildungssystems zeigt sich auch in der Einschrinkung des Offnungswinkels.
Auflerdem kann das Abbildungssystem Verzeichnungen verursachen, die in der folgen-
den Betrachtung vernachléssigt werden.

Die Funktion jeder Blende kann abhingig von der axialen Position wechseln. Die
Stahlbiindel, die von zwei in der unterschiedlichen z-Tiefe liegenden Punkten ausgehen,
kénnen von verschiedenen Blenden des Abbildungssystem abgeschattet werden. Im Un-
terschied zur klassischen Blendendefinition, wo man die Funktion jeder Blende fiir eine
Objektebene untersucht, muss die Funktion fiir jede Tiefe bestimmt werden. Die Auf-
gabe besteht vor allem in der Bestimmung von Offnungsblende und Offnungswinkels.

Das Keplersche Fernrohr besteht aus zwei Linsen. Im gegebenen Fall sind das die
Mikroobjektivlinse und Tubuslinse. Nach der vereinfachten Darstellung enthélt das
Objektiv eine verzeichnungsfreie Linse und zwei Blenden. Die erste Blende B; (Abb.
4.5) ist die Fassung der Linse. Sie begrenzt die Randstrahlen des duBlersten Feld-
punktes, wihrend die zweite Blende Bs sich in der bildseitigen Brennebene befindet
und den Offnungswinkel aller Punkte des Sichtfeldes bestimmt. AuBerdem wird das
Strahlbiindel von der Fassung der Tubuslinse Bjs als auch von der Apertur des CCD
Chips D begrenzt. Es ist anzumerken, dass das Abbildungssystem nicht in seiner klas-
sischen Anwendung in diesem Fall eingesetzt wird, weil keine scharfe Abbildung der
Mikroobjekte, sondern Beugungsbilder erforderlich sind.

Zunéchst sind Durchmesser und Lage der objektseitigen Abbildungen jeder Blende
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Abb. 4.5: Blendendefinition im Abbildungssystem. Blende Bj - Fassung der Linse; Blende
By - Feldblende des Mikroobjektivs; Blende B3 - die Fassung der Tubuslinse;
Blende By, die Apertur des Lichtdetektors

zu definieren. Als Koordinatenursprung kann der axiale Punkt (O) der objektseitigen
Brennebene des MO (Mikroobjektives) gewihlt werden. Fiir die Blende B2 gilt:

Dg, = fuo' tan(arcsin(NA)). (4.3)

Die Blende B, als Offnungsblende des MO wird objektseitig nach Unendlich abgebil-
det. Deswegen besteht ihre Wirkung nur in der Beschréinkung des maximalen Strahl-

winkels fiir alle Punkte des objektseitigen Raums, der durch das MO durchgehen kann
(4.4).

Omax,B, = arcsin(NAyo). (4.4)

Die Blende B; (Fassung des Mikroskopobjektives) hat kein objektseitiges Bild. Die
z-Koordinate der Blende ist bei vereinfachter Darstellung gleich der Brennweite des
Objektivs (4.5):

2, = —fuo = fluos (4.5)
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Thr Durchmesser betragt

DB/1 = l)]_:;2 +2- YMO, (46)

wobei 2yyo die ObjektfeldgroBle des MO ist.
Die Lage und der Durchmesser fiir die bildseitige Abbildung der Blende B; (Fassung
der Tubuslinse) (4.7,4.8) lassen sich aus folgenden Formeln bestimmen:

- fI</[O2 4.7
By = T 1 ( : )
L
/
-D
Dy, = i P (4.8)
fyio
Die Vergroflerung des gesamten Abbildungssystems ist:
/ /
6AS_fMO __fMO (49)

I

wobei f{;o und f{ die bildseitigen Brennweiten von MO und Tubuslinse sind, f ist
die objektseitige Brennweite der Tubuslinse. Die Lage und der Durchmesser der ob-
jektseitigen Abbildung der Blende B, (Apertur des Lichtempfingers) sind

Dg
Dy = 2, (4.11)

wobei z, die bildseitige Lage des Lichtdetektors ist. Nachdem alle Lagen und Durch-
messer der bildseitigen Abbildungen bestimmt wurden, kénnen auch der Offnungswin-
kel bzw. die Feldblende fiir jeden axialen Punkt des Objektvolumens bestimmt werden.

Der Offnungswinkel des Abbildungssystems fiir einen beliebigen axialen Punkt P
kann durch (4.12) bestimmt werden:

u(P) = min{up1(zp), up2(zp), ups(zp), ups(zp)}, (4.12)

. Dg )
wobel ug, = arctan k ist.
k 2(zP_ZBk)
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DOVJT

Abb. 4.6: Bestimmung des Offnungswinkels fiir einen axialen Punkt P im Objektvolumen
OV. By, ist die objektseitige Abbildung einer von 4 Blenden (B; bis By). (Abb.
4.5)

Es wurde ein Programm in MatLab geschrieben, das es erméglicht, den von jeder
objektseitigen Blendenabbildung eingeschrankten Winkel mit der z-Koordinate zp (4.6)
zu ermitteln. Die Angaben des Abbildungssystem sind im Anhang 1 zu finden.

Das Diagramm Abb. 4.7 verdeutlicht, dass fiir alle axialen Punkte innerhalb des
Objektvolumens die Offnungsblende des MO B, als Offnungsblende dient (in Abb. 4.7
griin). Dies ist die Offnungsblende des Abbildungssystems fiir das gesamte Objektvo-
lumen. Der Offnungswinkel betrigt u = arcsin(NAyo). Da die Offnungsblende sich in
der Brennebene des Objektives MO befindet, hiingt der Offnungs- bzw. Abschattwinkel
nicht von der Position der Punktlichtquelle ab. Das bedeutet, dass fiir jeden Punkt, der
sich in einem Bereich neben der optischen Achse befindet, die Offnungsblende unter
dem gleichen Offnungswinkel erscheint.

Weiterhin ist die laterale Breite des dreidimensionalen Bereichs bestimmt, in dem die
B,-Blende als Offnungsblende wirkt und noch keine weitere Blende das Strahlbiindel
abschattet. Der Grenzfall wéire die auleraxiale Lage des Punktes P, bei der der Rand-
strahl iiber den Rand der Offnungsblende und einer anderen Blende gleichzeitig hin-
durchgeht (Abb. 4.8).
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Abb. 4.7: Strahlbegrenzung im Abbildungssystem fiir ein Biindel, das von einem axialen
Punkt des Objektvolumens ausgeht. Begrenzung durch Blende B; - Fassung des
Mikroobjektives (hellblau); Begrenzung durch Blende By - Offnungsblende des
Mikroobjektives (griin); Begrenzung durch Blende Bs - Begrenzung Fassung der
Linse (rot); durch Blende B4 - Apertur des Lichtdetektors (blau). zp - axiale
Koordinate des Punktes P, up - der maximale Winkel des Strahls, der aus dem
Punkt P der entsprechenden Blende bestimmt wird

Dieser Strahl léasst sich auch im Objektraum durch die Blendenabbildungen ermit-
teln (Abb. 4.8). Da die objektseitige Abbildung der Offungesblende nach Unendlich
abgebildet wird, reicht es, den Strahl an den Rand jeder objektseitigen Blendenabbil-
dung unter dem Offnungswinkel durchzuziehen. Der Strahl bestimmt die Grenze der
abschattfreien Abbildung fiir einen beliebigen Punkt P (Abb. 4.8) im Objektvolumen.

Wenn man diese Betrachtungen fiir alle Objektebenen innerhalb des Objektsvo-
lumens OV durchgefiihrt hat, entsteht ein dreidimensionales, kegelférmiges (fiir jede
Blende) Volumen, in dem keine Abschattung stattfindet. Falls mehrere Blendenab-
bildungen vorhanden sind, hat das abschattfreie Volumen eine kompliziertere Form
(Abb. 4.9).

Im giinstigsten Fall hat das Objektvolumen eine Quader-Form. Das heifit, dass von
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Abb. 4.8: Bestimmung der duflersten Lage fiir einen Punkt P im Raum, bei der noch keine
Abschattung entsteht.

Abb. 4.9: Bestimmung des abschattfreien Raums durch die objektseitigen Abbildungen von
zwei Blenden B! und B},

diesem ermittelten Objektvolumen nur ein Teil dieser Quader-Form benutzt werden
muss. Abbildung 4.9 macht ersichtlich, dass axiale und laterale Abmafle miteinander
verkniipft sind. Das heifit, das Objektvolumen kann entweder breiter und diinner oder
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aber schmaler und dicker sein.

Wenn der Tiefenbereich [—zov 4,; —20v.z,] angegeben wird, kann man die lateralen
AbmafBle der kegelstumpfen, abschattfreien Region (4.13) und (4.14) bestimmen, die
von jeder Blende verursacht wird.

| Dyl

hs Bx.1 = 5 |(zov.z1 — zBK) - tan(u)| (4.13)
D
hs Brz2 = | 2Bk| - |(Zov,z2 — 2pi) - tan(u), (4.14)

Wob(?_i Dgy der Durchmesser der Blende, 2z die Koordinate der Blendenabbildung, u
der Offnungswinkel sind. Das gesuchte minimale Quer-Abmafl hoy min des dreidimen-
sionalen, abschattfreien Bereichs erhdlt man aus (4.15).

hov min = min {hs B1,1, hs,B1,2; PisB321, s B3 22N Bas1, RS Bag2} (4.15)

Die Detektorapertur hat eine Rechteckform. Die Charakterisierung der Blenden wird
zweimal fiir zwei Abmafle des Sensors Dgy = D, und Dy = D, durchgefiihrt, um die
XY Abmafle des Objektvolumens zu bestimmen, wobei D, und D, die AbmaBe des
Detektors sind. Es muss auch gewéhrleistet werden, dass keine andere Blende das
Beugungsmuster eines Partikels einschrankt, auch wenn das Beugungsmuster die Ecke
des Sensors trifft.

Im Rahmen der Arbeit wurde ein Programm entwickelt, das es ermoglicht, Abmafe
des Objektvolumens fiir unterschiedliche Objektive zu bestimmen (Tabelle 4.1).

Objektiv oW Vergr. XY-Dimensionen | Tiefenbereich
MO1: 10x0,21 | u = 9° Piag = —6 949 x 728m? [—0,5; —0.3])mm
MO2: 200,35 | u=15,2° | Big = —12 418 x 307pum? [—250; —50]pum
MO3: 40x0,65 | w = 29,1° | Biq = —26,6 | 121 x 70pm> [115; —50]m

Tab. 4.1: Dimensionen des Objektvolumens fiir die In-line-digitalen Holographie
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4.2 Optimierte numerische Verfahren in der digitalen
In-line-Holographie

4.2.1 Einschrankung der Impulsantwortfunktion und numerische
Faltung

Dank des beschrénkten Offnungswinkels des optischen Systems hat das von dem Holo-
gramm aufgenommene Signal eine beschrénkte spektrale Bandbreite, d. h. die Impuls-
antwortfunktion des Systems (weiterhin als IAF bezeichnet) ist beschréankt. Bei der
Rekonstruktion des Hologramms ist es sinnvoll, die IAF mit der gleichen Bandbreite
zu benutzen.

Die Begrenzung IAF muss sowohl im Frequenzbereich als auch im Ortsbereich ge-
wéhrleistet werden. Das bedeutet, dass sowohl die IAF als auch ihre Fourier-Transfor-
mierte auflerhalb eines bestimmten Definitionsbereichs gleich Null sein miissen.

Die Modulation (Apodisation) der IAF ist nicht trivial [93]. Prinzipiell kann diese
ortliche Einschrinkung der IAF als Multiplikation der Chirp-Funktion mit der ,,circ“-
Funktion dargestellt werden. Bei einer solchen ,scharfen“Modulation ist das Spektrum
beschrankt, aber sehr verrauscht.

In der Arbeit wird die IAF im Ortsbereich berechnet. Diese wird durch die Funk-
tion y = exp[—k,p - 2'°] moduliert, wo k,, = In(2)/pi2p. Diese Super-Gauf-dhnliche
Funktion hat den Wert 0,5 am Rand des Definitionsbereichs pjar der IAF.

Sie wird dort abrupt auf 0 gesetzt, wo sie kleiner als 0,01 ist. Das Spektrum der IAF
sieht viel glatter aus. In der Mitte des Spektrums sind trotzdem schwache Schwankun-
gen zu sehen, die im Bereich von ca 1% (Abb. 4.10) liegen.

Im Abschnitt 2.6.2 wurde angedeutet, dass die Propagation einer komplexen Welle
mit der Faltung durchgefiithrt werden kann. Als Kernel der Faltung wird die Impul-
santwort des freien Raums verwendet (2.41).

Bei der Faltung wird das Faltungstheorem angewendet. Nach dem Theorem wird
die Faltung im Spektralbereich berechnet als Multiplikation der Spektren des Fal-
tungskernels (Ubertragungsfunktion des freien Raums) und des komplexen Signals.
Das propagierte Signal ist die Riicktransformierte dieses Produktes. Weil das aufge-
nommene Signal durch die Apertur des Sensors raumlich begrenzt wird, ist das Spek-
trum diskret. Die Riicktransformation des diskreten Produkts des Signalspektrums mit
der Ubertragungsfunktion ist periodisch. Das fithrt zur Uberlappung des Signals am
Randbereich (Abb. 4.11).

Das Problem der Uberlappung kann durch eine Erweiterung des Rechenfeldes um-
gangen werden. Das Hologramm wird mit Null-Werten am Rand auf die Breite der
IAF erginzt (Zerropadding). In der Arbeit wurde kein Zerropadding benutzt. Nach
der Faltung wurde die Randregion mit den Storungen abgeschnitten. Die Breite der
Region der Uberlappung ist dem Radius prap des IAF gleich (4.16).
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Abb. 4.10: Querschnitt der Impulsantwort der FFT-direkt-Integrations-Methode (FFT-DI-
Impulsantwort) und ihre Fourier-Transformierte. Betrag im Bereich des ganzen
Rechenfensters und am Randbereich sowie Betrag der Fourier-Transformierten
im Bereich des ganzen Rechenfensters und in der zentralen Region

NAz

PIAF = Ztan(ﬁ) = T
V1 — NA?

(4.16)

4.2.2 Parametrisierte Impulsantwortfunktion

Die Rekonstruktion der Partikellage erfolgt in vielen Anwendungen und Verfahren
in dhnlicher Weise. Das aufgenommene Hologramm wird mehrmals mit den unter-
schiedlichen Impulsantwortfunktionen [59, 60, 94] gefaltet oder es wird eine Wavelet-
Korrelation [45] durchgefiihrt. Die Impulsantwortfunktionen oder Wavelets entspre-
chen einer Reihe von Werten der Tiefe z aus dem Bereich des untersuchten 3D-
Volumens. Diese Methode ist oft rechenaufwendig, was die Anwendung des Faltungs-
verfahrens bei Rekonstruktionsvorgédngen in Echtzeit sehr einschrankt.

Es gibt aber Beispiele fiir eine erfolgreiche Tiefenkodierung. Die Tiefeninformati-
on des aufgenommenen Objektes wird durch die Farbe [95] oder das aufgenommene
Muster [96] ermittelt. In [97] wird ein Verfahren dargestellt, das es ermoglicht, durch
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Abb. 4.11: Uberlappung benachbarter Replika bei der numerischen Faltung von be-
schrankten Signalen. Schematische Darstellung eines eindimensionalen Falls. 1
— Hologramm; g — Impulsantwortfunktion

eine Faltung mit einer speziellen Impulsantwortfunktion die Tiefeninformation iiber
Mikroobjekte aus dem Hologramm zu extrahieren und graphisch darzustellen. Der
Kern des Verfahrens ist die Impulsantwortfunktion. Sie enthélt Merkmale aller Impuls-
antwortfunktionen innerhalb eines vorbestimmten z-Tiefenbereichs. Sie wird gebildet,
indem die Querschnitte unterschiedlicher Impulsantwortfunktionen, die unterschiedli-
chen Werten der Tiefe entsprechen, abhéngig vom Winkel von 0 bis 90 Grad kodiert
werden. Der Winkel des entsprechenden Schnittes wird als ein von der z-Koordinate
abhéngiger Parameter betrachtet (Abb. 4.12).

Nach der Faltung entstehen kreuzférmige Partikelabbildungen, die die Partikeltie-
fenlage ndherungsweise abschétzen lassen. Die zwei extremsten Félle des Kreuzes sind
vertikale und horizontale Linien, die den minimalen und maximalen Tiefenwerten ent-
sprechen. Die Kreuzmuster zwischen diesen Extremféllen geben Werte der Tiefe der
Partikel im Bereich des maximalen und minimalen z-Abstands wieder (Abb. 4.13).

Dieses Verfahren ermoglicht eine visuelle und schnelle Abschitzung der Tiefenlage
kugelformiger Mikroobjekte.

4.3 Vermessung der Wellenfront — Erweiterung der
zwei-Schritt-phasenschiebenden Interferometrie auf
beliebige Referenzwellen

Das Prinzip der Interferometrie ist die Ermittlung der unbekannten komplexen Welle
(weiterhin als Objektwelle bezeichnet) anhand der Interferogramme mit der bekannten
Referenzwelle. Zwischen den Aufnahmen wird die Phasenverzogerung in dem Referenz-
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Parametrische |IAF

Abb. 4.12: Parametrisierte Impulsantwortfunktion, berechnet fiir einen Tiefenbereich von
180-300 pm.

z
— 180 um

— 210 um

— 240 pum

— 270 um
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Abb. 4.13: 3 yum-Mikropartikel im Wasser. Feld: 440 x 440 pm. Rekonstruktion mittels der
parametrisierten Impulsantwortfunktion (Abb. 4.12), (links) und Vergleichsmaf}
der Tiefenkodierung, (rechts)
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pfad gedndert, was auch eine Anderung des Interferenzmusters auslost. Es werden in
der Praxis von zwei bis vier Interferogrmmen mit unterschiedlichen Referenzwellen
aufgenommen. Die Referenzwellen fiir jedes Interferogramm unterscheiden sich durch
Phaseschiebung relativ zur Objektwelle. Wahrend des Aufnahmevorgangs muss die Ob-
jektwelle unverdndert bleiben, was die Anwendung des Verfahrens fiir die Aufnahme
der dynamischen Prozesse einschréankt. Aus dem Grund ist es sehr interessant, die An-
zahl von Interferogrammen zu minimieren. In manchen Beitrdgen berichtet man iiber
»single shot“-Interferometrie. Im Prinzip ist es 2,3- oder 4-Phasenschiebung Interfe-
rometrie, wo unterschiedliche Phasenschiebung bzw. unterschiedliche Interferogramme
durch eine Phasenplatte [98-100], die fiir Nachbarpixel eine unterschiedliche Phasen-
schiebung der einzigen Referenzwelle gewéhrleistet, zu einem Bild zusammengefiigt
werden. Aber solch eine Methode verringert die Auflésung der Aufnahme.

Die zwei-Schritt-phasenschiebende Interferometrie ist sehr attraktiv, weil beide Re-
ferenzwellen mit unterschiedlicher Verzogerung in einem Pfad mit Hilfe der Polarisa-
tionsoptik erzeugt werden kénnen. Die gleichzeitige Aufnahme anhand von Polarisation
getrennter Interferogramme bietet eine Moglichkeit zur Echtzeit-Rekonstruktion von
Phasenobjekten. Ein Beispiel des Aufbaus ist in [101] dargestellt.

Es gibt unterschiedliche Algorithmen zur Rekonstruktion von Interferogrammen.
Algorithmen wie in [102] bendtigen vier Aufnahmen, zwei Interferogramme, die In-
tensitdt der Referenzwelle und die Intensitit der Objektwelle. Die Referenzwelle kann
unter bestimmten Voraussetzungen als konstant angenommen werden. Die Intensitét
der Objektwelle als auch zwei Interferogramme héangen vom Objekt ab. Die Aufnahme
von drei Intensitiaten gleichzeitig fiir die Untersuchung von dynamischen Prozessen ist
technisch erschwert. Die Algorithmen [103, 104] bendtigen keine Intensitdt der Ob-
jektwelle. Da werden nur zwei Interferogramme, die vom Objekt abhéngen, benutzt.
Der Mangel an Information iiber die Objektintensitét fiihrt zur Zweideutigkeit der
gesuchten komplexen Objektwelle bei der Losung der quadratischen Gleichung, wenn
die Amplitude der Objektwelle einen bestimmten Wert iibersteigt. Die Amplitude der
Objektwelle muss kleiner als die Amplitude der Referenzwelle sein: Uy < Ug. Die
Einschrankung in der Amplitude der Objektwelle Ag ist der Preis fiir Einfachheit des
Verfahrens.

Im erwéhnten Algorithmus wurde angenommen, dass beide Referenzwellen die glei-
che Amplitude bei der Aufnahme von beiden Interferogrammen haben. Bei der Verall-
gemeinerung des Algorithmus fiir die Situation, dass die Referenzwellen eine beliebige
Phase und Amplitude fiir jedes von beiden Interferogrammen haben koénnen, entsteht
eine quadratische Gleichung, die zwei Losungen liefert, wobei eine von denen die ge-
suchte Objektwelle ist. Es bestehen Schwierigkeiten bei der analytischen Untersuchung
der Losungen, um festzustellen, welche der zwei die gesuchte Objektwelle ist. In diesem
Abschnitt wird ein graphisches Verfahren dargestellt, das es ermdglicht, die Objekt-
welle zu finden.

Nach diesem Verfahren [105] werden alle komplexen Werte als Vektoren in der kom-
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Abb. 4.14: Graphische Darstellung der Rekonstruktion fiir die 2-Schritt-PSI mit zwei Re-
ferenzwellen mit unterschiedlichen Amplituden und Phasen

plexen Ebene dargestellt. Es seien beide Referenzwellen in der Phase und Amplitude
bekannt. Fiir jedes Interferogramm ist eine eigene Detektorebene vorgesehen. Auf jeder
Detektor-Ebene interferieren Objekt- und Referenzwellen. Auf der komplexen Ebene
kann das als Addition von zwei Vektoren dargestellt werden. Auf dem ersten Detek-
tor gilt Addition von Ugr; (Abb. 4.14) und mit dem unbekannten Vektor Ug. Nach
der Addition entsteht ein summarischer Vektor U; = Ug 4 Ug;. Sein Ursprung, wie
der Ursprung von Ug;, befindet sich im Punkt O;. Da der Detektor nur den Inten-
sitidtswert messen kann, so hat man die Information iiber die Linge U;. Die Menge der
Endpunkte von allen moglichen Vektoren U; bilden den Kreis K; mit dem Radius U;.
Wenn nur ein aufgenommenes Interferogramm vorhanden ist, kann der Objektvektor
nicht eindeutig definiert werden. Jeder Vektor, der zwischen dem Punkt R (Endpunkt
von Ug;) und einem Punkt auf K, aufgespannt ist, konnte der gesuchte unbekannte
Objektvektor Ug sein.

Bei zwei Interferogrammen wird die Anzahl aller méglichen Ug viel geringer. In
(4.14) wird der Rekonstruktionsvorgang graphisch dargestellt. Der Punkt R ist der
Endepunkt beider Referenzvektoren Ug; und Ugs. U_’O und U_g sind die Vektoren, die
im Punkt R den Ursprung haben und in den Schnittpunkten von K; und K5 enden. Das
sind die zwei Werte, die analytisch durch Losung der entsprechenden Quadratischen
Gleichung gefunden werden kénnen. Die Ug;, und Ugs sind bekannt. Es ist nur zu
entscheiden, welcher von U_’O und U_g der richtige gesuchte Objektwelle ist. Wenn man
im voraus technisch gewéhrleistet, dass die Amplitude der Objektwelle nicht den Wert
U0 maz = h tbersteigt, der die Bedeutung des Abstandes zwischen R und O;0; hat,
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kann man die kleinste von zwei Losungen nehmen. Das ist die gesuchte Objektwelle
Uo.

|SA0, RO, | _ ‘URl X UR2|
Ui — Ura|  |Uni — Uno
}U}u’ ’UR2| |Sin (5R)|

VITai|* + [Tro|* = 2 [T [T cos (5x)

UO,max =h=2
(4.17)

(a) Amplitude der (b) Interferogramm 1 (c) Interferogramm 2
Objektwelle

(d) Rekonstruktion der  (e) Fehler enthaltene (f) Fehler enthaltene
Amplitude Pixel: Amplitudenre- Pixel:
konstruktion Phasenrekonstruktion

Abb. 4.15: Simulation der Rekonstruktion der Objektwelle fiir eine zwei-Schritt-
phasenschiebende Interferometrie mit zwei in der Amplitude unterschiedenden

Referenzwellen. Die Objektwelle hat das Amplitudenmuster a. und eine zuféllige
Phase.

Es wurde eine numerische Simulation durchgefiihrt, die dem Rekonstruktionsvorgang
des Verfahrens entspricht. Als Objektwelle wurde eine komplexe Funktion erstellt,
deren Amplitude die Gestalt von der Aufschrift ”2-Step-Phase-shifting-Interferomet-
rie”hat. Der Hintergrund hat einen konstanten Anstieg von 0 bis 1 in Richtung der
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unteren rechten Ecke. Die Phase hat in jedem Pixel zuféllige Werte von —x bis .
Die Referenzwellen sind konstant in der Amplitudenanordnung und unterscheiden sich
in der Amplitude um den Faktor 2 und haben eine Phasenschiebung von § = /2
(Ury = 1,Ug2 = 0, 51). Die Rekonstruktion ergibt zwei Werte der Objektwelle fiir jeden
Pixel. Es wurde der kleinste, nach dem Betrag als rekonstruierte Amplitude (Abb.
4.15, d), genommen. Man erkennt die Fehler in dem Bereich, wo die Objektamplitude
hoch ist. Die Anordnung der fehlerhaften Pixel l4sst den maximalen Amplitudenwert
Uo max der Objektwelle ermitteln, der ohne Fehler rekonstruiert werden kann. Man sieht
das an dem Hintergrund der Objektwelle (4.15, a), dass die Region des Hintergrunds
fehlerfrei ist, bis er einen maximalen Wert erreicht, der etwas keiner als die Halfte ist.
Die Ermittlung von Ug max nach 4.17 ergibt Up max = 0,45, was mit der Simulation
iibereinstimmt.

4.4 Zusammenfassung — Optimierte Methoden in der
digitalen Holographie

In Kapitel 4 wurden optimierte Methoden in der digitalen Holographie und Vermessung
der Wellenfront in Bezug auf den optischen Aufbau und die numerische Rekonstrukti-
on behandelt. Im ersten Abschnitt wurde die Untersuchung fiir Fehler bei der Tiefen-
bestimmung und Blendenfunktion im optischen Aufbau fiir die digitale Holographie
durchgefiihrt. Die Untersuchung zeigt, dass ein dreidimensionale Volumen im Objek-
traum bestimmt werden kann, in dem der Offnungswinkel nur durch die Offnungsblende
des Mikroobjektives bestimmt ist und keine Abschattung durch eine andere Blende
stattfindet. Ein Konstanter Offnungswinkel im ganzen dreidimensionalen Objekvolu-
men ist wichtig bei der genauen Bestimmung der Partikellage bei der Rekonstruktion.
Anschlieflend wurden Vorteile und Nachteile der polychromatischen LED und der La-
serlichtquelle mit der rotierenden Streuscheibe untersucht. Durch richtige Einstellung
der Laserlichtquelle mit der rotierenden Streuscheibe erreicht man die optimale Be-
seitigung des Speckle-Hintergrundrauschens, mit dem Beibehalten der hochfrequenten
raumspektralen Anteile des aufgenommenen Hologramms. Der Abschnitt 4.2 wurde
der optimierten numerischen Verfahren gewidmet. Fiir eine optimale numerische Re-
konstruktion im Rahmen dieser Arbeit wurde eingeschrinkte Impulsantwortfunktion
verwendet. Eine optimale Modulation wird mit Hilfe der Gaussfunktion der hoheren
Ordnung eirreicht. Im Abschnitt 4.2.2 wurde die parametrisierte Impulsantwortfunk-
tion diskutiert. Die Rekonstruktion eines In-line-Hologramms mit dieser Funktion redu-
ziert wesentlich die Rekonstruktionszeit und ermoglicht, die Tiefeninformation anhand
der Musterkodierung der erhaltenen Partikelabbildungen zu entnehmen. Im letzten
Abschnitt 4.3 wurde iiber ein neues Verfahren in der zwei-Schritt-phasenschiebenden
Interferometrie berichtet. Das Verfahren ist eine Verallgemeinerung der existierenden
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Verfahren fiir den Fall, dass die zwei Referenzwellen eine beliebige Amplitude und
Phaseschiebung haben.
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5 Optimierte optische Aufbauten fiir
optische Pinzetten

5.1 Holographische Beobachtung und optische
Manipulation

Gleichzeitige holographische Beleuchtung und optische Manipulation kénnen durch ein
einfaches Prinzip der Teilung der Apertur erzielt werden. Das Prinzip besteht in der
Verwendung einer Linse mit hoher numerischer Apertur, die in der zentralen Region
einen planparallelen Bereich hat. Dann kann die kollimierte Pinzettenstrahlung der
Randregion fokussiert werden, wihrend der Beleuchtungsstrahl ungebrochen durch die
zentrale Region hindurch geht (Abb. 5.1).

SRRV A I

Fanglinse

N

Beleuchtung
Fir Holografie

Pinzetten-
strahlung

Abb. 5.1: Das Funktionsprinzip der Fanglinse

In [62] wird erklédrt, dass die numerische Apertur fiir ein erfolgreiches Fangen ca. 1,2
sein sollte. Fiir die weitere Entwicklung der Optik des Pinzettenstrahls wird angenom-
men, dass sie nur eine einzige asphérische Oberfliche haben soll, um den Herstellungs-
aufwand zu minimieren.

Der Offnungswinkel des konvergierenden Pinzettenstrahls (der punktformigen Ab-
bildung des kollimierten Strahls) wird durch die Brechung des Randstrahls an der
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optische
Manipulation

. . |7
Linse fiir | N
|
|

Abb. 5.2: Berechnung der maximalen NA fiir eine refraktive Fanglinse.

Oberfliche bestimmt. Es wird angenommen, dass der Randstrahl unter dem Einfalls-
winkel €, auf die asphérische Oberflache trifft (Abb. 5.2). Nach dem Brechungsgesetz
wird der ¢’ aus sin(¢}) = sin(ey)/ny ermittelt. Dann wird der Strahl weiter an den
Ebenen zwischen dem Linsenmedium, der Immersionsfliissigkeit, dem Deckglas und
Wasser gebrochen. Die Brechungsindizes der Zwischenmedien spielen keine Rolle, da
die Grenzebenen parallel sind. Wichtig sind nur die Brechungsindizes des ersten bzw.
letzten Mediums, des Wassers. Der Einfallswinkel auf der ersten Ebene wird mit dem
Ausdruck —es =1 —a —¢) =71 — 71+ + ¢} =1 + €] bestimmt.

sin(eg) = sin(e; — €}) = sin(ey) cos(g]) — cos(g1) sin(e))

sin(eq) (5.1)

ny

SiH2 (81)
B 2
1

— cos(eq)

=sin(ey)y/1
n

Die gesuchte numerische Apertur NA = nyw sin(—¢yy) des Fangstrahls wird im Was-
ser mit (5.2) bestimmt:

) .
nw sin(—ey) = nisin(—e2) = ny | sin(er) /1 - > (261) - cos(€1)—sm(€1)
" ™ (5.2)

= sin(e;)y/n? — sin®(g1) — cos(e; )sin(e;)

Wenn im duflersten Fall der Einfallswinkel e, — 7 ist, ergibt sich

NA =nwsin(—¢y)) =1/n3 — 1 (5.3)
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Die numerische Apertur wird fiir den Fall berechnet, dass der optische Falle im
Wasser gebildet wird (nw = 1,3261). Die Linse wird aus PMMA (npyya = 1,48)

gefertigt.
nw sin(—ely)) = 1/1,482 — 1 =1,09 (5.4)

Der Offnungswinkel des konvergierten Strahls im Wasser betrégt

-
—el, = arcsin <nl—> =55,6° (5.5)

L

Der Winkel ist fiir das Fangen eines Partikels zu klein. Das trifft fiir die Annahme
des duBersten Falles zu, wenn die asphérische Oberflache moglichst steil am Rand ist.

Die andere Variante der Strahlformung ist durch eine reflektierende Oberflache
moglich. Um die Fertigung zu vereinfachen und auf die Reflexionsbeschichtung zu
verzichten, wird der Effekt der inneren Totalreflexion benutzt (Abb. 5.3). Auch wie
im Fall mit der refraktiven Optik (Abb. 5.1) wird dieser optische Teil nur eine einzige
asphérische Oberfliche haben.

Ausgangsflache

Sammeloptik
flr optische
Manipulation

Kollimierter
Strahl

Abb. 5.3: Fangoptik mit reflektierender asphérische Oberfléiche

Der maximale Winkel —¢; .. des konvergierenden Fangstrahlbiindels wird nach
(Abb. 5.4) bestimmt. Der Winkel der inneren Totalreflexion betrdgt —e}, = arcsin(1
/npyma) = 42,5 < 45° wobei npyya der Brechungsindex fiir PMMA ist. Das bedeu-
tet, dass der maximale Winkel mit der optischen Achse im optischen Teil —ey (oder
der maximale Einfallswinkel an der Ausgangsfliche) bis w/2 betragen kann. Da das
Wasser einen niedrigeren Brechungsindex als das Medium des Bauteils besitzt, kann

der Winkel —¢/ im Wasser einen beliebig hohen Wert bis 7/2 annehmen.

n,max
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Sammeloptik
flr optische

Manipulation Tangente

Abb. 5.4: Bestimmung des Offnungswinkels des Fangbiindels

5.2 Entwicklung und Fertigung des optischen Teils zur
Formung des Pinzettenstrahls

Weiter wird der Teil mit einer asphérischen Oberfliche fiir die Formung des Pinzet-
tenstrahls eintwickelt. Als Ausgangsdaten fiir Entwicklung werden die Angaben der
vorhandenen Fassungen, Deckgldser und Immersionsfliissigkeit genommen. Eine pas-
sende Fassung fiir das Teil, das die Montage an der xy-Justiereinheit fiir das Qioptiq-
Mikrobanksystem ermoglicht, hat inneren einen Durchmesser von 16mm. Es wird an-
genommen, dass der Auflendurchmesser der asphérischen Oberfliche 15mm betréigt.
Die Dicken von Glas, die Immersionsfliissigkeit, Tiefe des Brennpunktes werden in der
Tabelle 5.1 aufgelistet.

Stoff/Medium Brechungsindex Starke
PMMA nNpMMA — 1, 483 -
Immersionsfliissigkeit | np; = 1,506 2o = 0,2mm
Deckglas ng = 1,496 z3 = 0, 145mm
Wasser nw = 1,3261 z4 = 0, lmm

Tab. 5.1: Optische Medien und Stoffen

Das Bauteil wurde mit dem Programm Zemax simuliert. In den zahlreichen Versu-
chen, die asphérische reflektierende Oberfliche zu optimieren, wurde festgestellt, dass
man die besten Ergebnisse durch die Festlegung der Koordinate und Tangente des
Punkts Py auf den inneren Rand des Profils bekommt (Abbildung 5.5).

Das Profil wird ab diesem festen Punkt F, durch die Optimierung bestimmt. Die
Position des Punktes Py wurde durch den Durchmesser Dy und die Tangente defi-
niert. Der Durchmesser Dy bestimmt die Grofle der zentralen flachen Region. Der Wert
Dy = 7Tmm resultiert aus der Bedingung, dass man auf die grofle flache Region einen
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“P0 72 =3, "4

Glas
Wasser

D

\B
\
Abb. 5.5: Prinzip des Zemax-Modells. Die Koordinate des Punktes Py und die Tangente in
dem Punkt sind vorgegeben.

/Immersionsﬂ.

ausreichend grofien Tropfen der Immersionsfliissigkeit setzen kann. Dann muss bei der
Verschiebung der Probe gewihrleistet sein, dass die Immersionsfliissigkeit nicht auf die
reflektierende asphérische Oberfliche gelangt. In diesem Fall wird die Strahlformung
im optischen Teil verhindert, da die Strahlung nicht von der asphérischen Oberflache,
sondern von der Oberfliche der Immersionsfliissigkeit zuriick reflektiert wird, was star-
ke Aberrationen verursacht. Die Tangente hat einen Winkel von Sy = 30° zur opti-
schen Achse. Das bedeutet, dass am Punkt Py der reflektierte Strahl unter dem Winkel
g9 = 60° zur optischen Achse nach (5.5) gebrochen wird. Die numerische Apertur im
Wasser wird durch (5.6) bestimmt:

NA = ny sin(g},) = npyya sin(eh) = 1,483 - 0,866 = 1,28 (5.6)

Der maximale Winkel ¢ des Traps im Wasser betrégt

MMA

g}, = arcsin (nP sin 52> =75,6° (5.7)

nw
Der Winkel ist ausreichend fiir optisches Fangen nach [62]. Bei einem grofien Winkel
¢y wird der konvergierte Pinzettenstrahl von den Kanalwénden abgeschattet oder es
wird die Manipulation im Mikrokanal beschrinkt. Der Durchmesser der nicht abge-
schatteten Flache des Kanalbodens muss betragen
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Dy = 2z4tan(ey) =2-0,1 - tan(e)) ~ 0,78 mm (5.8)

Kanalwand
Kanalwand D

) /

R L
B L L N el

Abb. 5.6: Einschrinkung des maximalen Offnungswinkels des Traps durch die Kanalwiinde.

Die Optimierung ergibt den RMS-Wert von 0,603 um. Der Durchmesser des Spots bei
aberrationsfreier Fokussierung des kollimierten Strahls bis zum ersten dunklen Ring
kann nach 5.9 abgeschétzt werden zu.

S 1,22-4 1,22-1,06 _

d NA o8 1pm (5.9)

Die ringformige Apertur muss ebenfall genommens beriicksichtigt werden, da der
Strahl nur von der Randregion fokussiert wird. Der Durchmesser der punktférmigen
Abbildung soll in diesem Fall grosser als 1pm sein. Das System ist gut optimiert. Als
Ergebnis der Optimierung wurden die Polynomkoeffizienten der asphérischen Ober-
fliche bestimmt (Tab. 5.2).

Das Polynom hat die Form

2(r) = Bur + Bor® + Bsr® + Bar + Bsr® + Ber® + for” + fer® — C (5.10)

wobei C' der Abstand (thickness) zwischen dem axialen Punkt des Profils und der
nachfolgenden Fléche ist.

62



5 Optimierte optische Aufbauten fiir optische Pinzetten

B —29,893896 Be 0,017121758

Bs 18, 302021 B, —8, 3721557 - 10 *
Bs —6, 5342479 Bs 1,7778631- 107
B 1,4291369 C —22,49578

Bs —0, 19860205

Aus dem Polynom ermittelt man die z-Koordinate des Punktes F, des anfénglichen

Tab. 5.2: Polynomkoeffizienten

L.

Abb. 5.7: Entwurf des entwickelten otpischen Bauteils

Bezugpunktes des Profils:

Fiir die Fertigung muss dieses Bauteil noch entsprechend vorbereitet werden. Es
geht darum, dass der innere konkave Radius der gefertigten Oberfliche nur mit dem
Radius rw = 0,5mm gefertigt werden kann, wobei rw der Werkzeugradius ist. Das
ist besonders kritisch an der oberen ringférmigen Region der asphérischen Oberflache

zpo = 2(rpo) = 2(3,5) = 1,450546 mm

(Abb. 5.8 a), da dort die Strahlen mit dem groiten Winkel erzeugt werden.

Der angepasste Durchmesser und die Hohe des zylindrischen Teils werden aus (5.12)

und (5.13) ermittelt:

Dy = Dy — 2(rw —14) = Dy — 2(rw — rw - cos(30°)) = 6,866 mm

2po = zpo — 24y SIn(30°) + 2y tan(15°) = 1, 3345 mm
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D, =7

(a) Das nicht angepasste Teil. Die (b) Das angepasste Profil durch die
markierte Fléche ist wegen der Anderung des Durchmessers des
sich sprunghaft #nderden zylindrischen Teils

Kriimmung nicht funktionsfihig

Abb. 5.8: Anpassung des Teils an die Fertigung.

Das entwickelte optische Teil wurde mit der Drehmaschine gefertigt. Dabei musste
die optische Qualitdt der Oberflichen gewéhrleistet werden. Aber die obere Oberflache
hatte nur relativ eine niedrige Qualitét (5.10). Die Bearbeitungsspuren waren dort ganz
gut sichtbar. Wie die Versuche gezeigt haben, war das Teil trotzdem gut funktionsfahig.
Das konnte damit verbunden sein, dass die Brechungsindizes des gefertigten Bauteils
und der Immersionsfliissigkeit sich nicht stark unterscheiden. Auflerdem wurde der
untere zylindrische Sockel um 1,3 mm kiirzer gefertigt, was akzeptabel ist, da das
Bauteil mit kollimierten Strahlen beleuchtet wird.

5.3 Zusammenfassung — Optimierte optische
Aufbauten fiir optische Pinzetten

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Herausforderung erfiillt, das optische System fiir
die Mikromanipulation in den Aufbau fiir die digitale In-line-Holographie zu integrie-
ren. Zu Beginn des Kapitels wurde kurz auf die Geschichte der optischen Pinzette
eingegangen. Nach der Diskussion iiber die Natur der vom Licht erzeugten Kraft wur-
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Abb. 5.9: Ermittlung des Durchmessers Djy und der Héhe zp, des zylindrischen Teils der
Pinzettenstrahl formenden Optik

(a) Gefertigtes Bauteil (b) Rauheit auf der oberen Oberfléiche

Abb. 5.10: Realisiertes Bauteil

den grundlegende Konzepte der optischen Systeme fiir die Manipulation von Partikeln
erortert. Die am haufigsten verwendeten Systeme enthalten Mikroobjektive mit hoher
numerischer Apertur (von NA =1 bis NA = 1,4). Mikro-DOE und zahlreiche Fasern
optischer Werkzeuge besitzen einen sehr kurzen Arbeitsabstand. Eine Moglichkeit ist
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die Anwendung eines freiform-optischen Elements. Ein solches Element lasst sich aus
einem Stiick Kunststoff fertigen und kénnte deswegen sehr billig in der Massenfertigung
sein. Refraktionsoptik aus PMMA kann den maximalen Offnungswinkel von 55,6° im
Wasser gewihrleisten, was fiir die optische Manipulation nicht ausreichend ist. Eine
Reflexionsoptik mit einer inneren Totalreflexion ist ebenfalls eine passende Variante.
Das Bauelement muss eine holographische Beobachtung ermoglichen. Dazu wurde eine
Gestalt mit einer planen, zentralen Region entwickelt. Der Parallelstrahl der hologra-
phischen Beleuchtung geht ungebrochen durch die plane Region hindurch, wihrend
der Pinzettenstrahl von der ringférmigen Reflexionsoberflache fokussiert wird.

Das Bauelement wurde dimensioniert und mit dem Optik-Simulationsprogramm Ze-
max entwickelt. Es enthélt eine asphérische Oberfliche und hat eine duflere numeri-
sche Apertur von NA = 1,28. Nach der Ermittlung von Polynomkoeffizienten der
asphérischen Oberfliche wurde die zusétzliche Anpassung des Bauteiles an die Her-
stellung durchgefhiihrt.
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6 Experimenteller Aufbau und
optische Manipulation

Im Rahmen dieser Dissertation wurde zur Bestédtigung und Untersuchung der Funk-
tionsfahigkeit des Verfahrens ein Aufbau (Abbildung 6.1) fiir die integrierte digital-
holographische Beobachtung in ein optische Pinzettensystem fiir digitale Holographie
und optische Manipulation von Partikeln entwickelt, aufgebaut und justiert.

6.1 Optischer Aufbau fiir digitale Holographie mit dem
integrierten System fiir optische Manipulation

6.1.1 Beleuchtungssystem fiir digitale Holographie

In der Abbildung 6.1 ist der experimentelle Aufbau fiir optische Manipulation mit
digitaler holographischer Beobachtungschematisch dargestellt. Das Beleuchtungssys-
tem besteht aus Laser, Fokussierlinse FL;, Streuscheibe S, Kollimationslinse Kl;, Iris-
blende IB;. Als Lichtquelle wird ein Gaslaser (Spindler&Hoyer HeNe 633-7p 10 mW)
benutzt. Durch zahlreiche Versuche wurde festgestellt, dass die Kohérenz des Lasers
(Kohérenzldnge ca. 200 mm) zu erheblichen Hintergrundstérungen fithren kann. Eine
gute Qualitit der Aufnahmen wurde mit Hilfe der rotierenden Streuscheibe S erreicht.
Die Streuscheibe wird zwischen Fokussier- und Kollimationslinse (FL; und KI;) mon-
tiert. Die Fokussierlinse FL; erzeugt einen Lichtfleck an der Streuscheibe S. Die Grofie
des Lichtflecks kann durch ihre Position eingestellt werden. Die gestreute Strahlung
wird danach mit der Linse KL; kollimiert. Dabei gilt: Je kleiner der Lichtfleck, desto
hoher ist der Grad der rdumlichen Kohérenz. Es ist anzumerken, dass eine rotierende
Streuscheibe S auch ein zeitliches Zufallsrauschen verursacht. Das hingt vor allem von
der Rotationsgeschwindigkeit der Streuscheibe und der Belichtungszeit der Kamera
ab. Dieses zeitliche Rauschen nimmt bei Erhchung der Rotationsgeschwindigkeit der
Streuscheibe und der Belichtungszeit der Kamera ab. Wir nehmen im Folgenden im-
mer an, dass die Rotationsgeschwindigkeit so wie auch die Belichtungszeit grof§ genug
sind, um das Rauschen vernachléssigen zu konnen.

Die Kombination aus Fokussier- und Kollimationslinse (FL; und KL;) hat auch die
Funktion der Strahlaufweitung. Dadurch wird die notwendige gleichmé&fige Beleuch-
tung des Objektvolumens gewéhrleistet. Nach dem Passieren der Kollimationslinse und

67



6 Experimenteller Aufbau und optische Manipulation

K ]
F _
- MS

Pinzettenstrahlung
A=1064 nm

OF

KL,

Str. S

Holographische -\

Beleuchtung /7)

A=633 nm FL
1

Abb. 6.1: Experimenteller Aufbau. FL; — Fokussierlinse im holographischen Beleuchtungs-
system; S — rotierende Streuscheibe, KI.; — Kollimationslinse im holographischen
Beleuchtungssystem; 1By — Irisblende im holographischen Beleuchtungsarm; US;
und USy — Umlenkspiegel, OF — optische Faser fiir IR-Strahlung; KL, — Kolli-
mationslinse im IR-Arm; US3 — Umlenkspiegel; FLo — Fokusierlinse im IR-Arm;
KLj3 Kollimationslinse im IR-Arm, DS dichroitischer Spiegel, IBo — Irisblende fiir
optische Pinzette; FO — Optischer Teil zur Formung des Pinzettenstrahls; P —
Probe; MO — Mikroobjektiv; TL — Tubuslinse; F — IR-Filter; K — Kamera.

den Umlenkspiegeln US; und US, gelangt der Strahl durch den dichroitischen Spiegel
DS zum Objektvolumen. Der Einfallswinkel des kollimierten Strahls spielt keine we-
sentliche Rolle fiir die in-line-holographische Beleuchtung der Probe. Wichtig ist, dass
der holographische Beleuchtungsstrahl nicht die asphérische Oberfliche des optischen
Bauteils fiir die optische Manipulation FO trifft und immer innerhalb der zentralen pla-
nen Region bleibt. Die zentrale flache Region des Teils ist ausreichend grof§ (~ 7mm).
Trotzdem wird das Beleuchtungssystem mit einer zusétzlichen Iris-Blende IB; ausge-
stattet, um den Durchmesser des holographischen Beleuchtungsstrahls zu steuern.
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6 Experimenteller Aufbau und optische Manipulation

6.1.2 Beleuchtung fiir die optische Pinzette

Ein wichtiger Teil der optischen Pinzette ist die Formung des kollimierten Strahls. Die
Strahlaufweitung muss eine gute Qualitéit des parallelen Strahls gewéhrleisten, um die
Aberrationen im Fokus der FO zu minimieren. Zur Strahlaufweitung wird ein Keppler-
sches Fernrohr FLy und KLz zur Vergréerung (f] = 200 mm, f; = 50 mm ) eingesetzt.
Die kollimierte Strahlung kommt danach in die Strahlenkopplung, die aus zwei Spie-
geln besteht. Ein dichroitischer Spiegel DS hat die Funktion des Umlenkspiegels fiir
die Pinzettenstrahlung. Dieser lédsst den holographischen Beleuchtungsstrahl durch.

6.1.3 Abbildungssystem

Die technischen Daten fiir das Abbildungssystem sind im Anhang 1 zu finden. Das
Abbildungssystem besteht aus dem Mikroobjektiv MO, der Tubuslinse TL, dem Filter
F und der Kamera K. Die Bauelemente werden auf einer getrennten Mikroskopschiene
MS montiert, um die Schérfeeinstellung des gebauten Mikroskopes zu ermoglichen. Das
Mikroobjektiv MO und die Tubuslinse TL bilden das Kepplersche Fernrohr mit einer
Vergroferung (5 = —6). Die von den Partikeln gestreute und durch das Abbildungs-
system hindurchgehende IR-Pinzettenstrahlung wird von zwei Filtern F, die zwischen
Tubuslinse und Kamera eingesetzt sind, absorbiert.

6.1.4 Justage des Aufbaus

Die Justage beginnt mit dem Aufbau einer Aufweitung ohne Streuscheibe im hologra-
phischen Beleuchtungsarm. Die Aufweitung besteht nur aus der Fokussierlinse FL; und
der Kollimationslinse KL; des spéteren Beleuchtungssystems. Die Justage der Auf-
weitung erfolgt mit Hilfe der Shearing-Platte Melles Griot 09SPMO001. Eine korrekt
justierte Aufweitung erzeugt einen parallelen Strahl, der sich in der Shearing-Platte
durch ein reguléres Streifenmuster kontrollieren lésst. Ein kollimierter Strahl ist fiir die
Einstellung des Abbildungssystems notig. Die Justage des Abbildungssystems beginnt
man an der Tubuslinse TL. Der kollimierte und mit einem Polarisator abgeschwéchte
Laserstrahl erreicht die Tubuslinse und wird auf die Kamera K fokussiert. Schon mit
den installierten IR-Filtern F findet man die richtige Position fiir die Kamera auf der
Brennebene der Tubuslinse. In der néchsten Phase muss das Mikroobjektiv MO justiert
werden. Mit Hilfe der Shearing-Platte wird die Position des Mikroobjektives gesucht,
an der das Fernrohr (Mikroobjektiv MO und Tubuslinse TL) einen moglichst parallelen
Strahl erzeugt. Da schon zwei aufeinander folgende Fernrohre (Aufweitung und Ab-
bildungssystem) eingebaut sind, wird das Interferenzbild an der Shearing-Platte nicht
mehr perfekt sein wegen der Aberrationen an den Einzellinsen. Nach dem Einsetzen
der Kamera in die Fassung wird das Abbildungssystem justiert. Das Objektiv MO wird
auf die x-y-Verstellung montiert. Darauf wird spéater noch einmal eingegangen.
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Wie bereits erwéhnt, ist das holographische Verfahren nicht besonders empfind-
lich gegen den Einfallswinkel des Beleuchtungsstrahls bei der Beleuchtung der Probe.
Deswegen geniigt es, ohne weitere Einstellungen die rotierende Streuscheibe zwischen
Fokussier- bzw. Kollimationslinse zu installieren.

Fiir die richtige Einstellung der Pinzettenbeleuchtung muss zuerst der kollimier-
te IR-Strahl durch Verschiebung und Kippung des Umlenkspiegels US3 parallel zur
Achse der Aufweitung FL, und KL3 ausgerichtet werden. Die Parallelitdt des Strahls
der Schiene wird durch zwei Irisblenden kontrolliert. Danach miissen die Aufweitungs-
linsen F'Ly und K L, installiert und justiert werden. Eine genaue Justage wird an-
hand der Shearing-Platte ausgefiithrt. Da die IR-Pinzettenstrahlung nicht sichtbar ist,
wird eine gewohnliche Webkamera eingesetzt, die die besondere Eigenschaft hat, die
IR-~Strahlung aufzunehmen. Das aufgenommene Streifenmuster im IR-Bereich hat ei-
ne hellblaue Farbe (Abb. 6.2). Obwohl das Kameraobjektiv nicht fiir diese Strah-
lung entwickelt wurde, ist der Kontrast ausreichend, um eine genaue Justage durch-
zufithren. Nach Meinung des Autors ist die Qualitéit des Streifenmusters gut, wenn
man beriicksichtigt, dass die Aufweitung aus zwei einfachen Plankonvexlinsen besteht.

(a) Nicht justierter IR-Strahl (b) Justierter paralleler Strahl. Nur zwei
Streifen sind ersichtlich

Abb. 6.2: Einstellung der Aufweitung fiir Pinzettenstrahl mit Hilfe des Shearing-Plates und
Web-Kamera.

Die letzte und gleichzeitig die aufwendigste Phase der Justage ist die Einstellung der
Fangoptik fiir die optische Manipulation FO. Die Einstellparameter sind der Einfalls-
winkel des IR-Winkels und die Neigung der Probe. Der Pinzettenstrahl muss immer
parallel zur optischen Achse des Bauteils laufen, wobei die Probe senkrecht zur opti-
schen Achse positioniert werden muss. Die Simulation in Zemax zeigt eine erhebliche
Empfindlichkeit des optischen Bauteils zu diesen Einstellungen. Die Justage der Fas-
sung der Probe muss gewéhrleisten, dass die Probe korrekt positioniert ist. Da die
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6 Experimenteller Aufbau und optische Manipulation

Probenfassung keine Kippeinstelleinheiten besitzt, miissen entsprechende Einstellun-
gen ,per Hand“, bei halbgelosten Schrauben gemacht werden. Der Winkel wird mit
einem einfachen Verfahren kontrolliert. Man legt das Deckglas DG auf die Proben-
fassung F und fahrt die Fassung F nach unten, bis das Deckglas komplett auf der
zentralen Planregion des Bauteils fiir die optische Manipulation PL liegt (Abb. 6.3).

Abb. 6.3: Kippeinstellung der Probenfassung. DG, Deckglas, F, Probenfassung, FO, Fang-
optik.

Bei dieser Verschiebung nach unten beobachtet man die Spiegelung eines entfernten
Objektes in der Deckglasoberfliche. Wenn das Deckglas die Oberfliche des Bauteils
beriihrt, bemerkt man bei nicht eingestellter Fassung die Verschiebung der Spiegelung
an der Deckglasoberfliche. Das wird dadurch verursacht, dass die Fldche der Fassung
nicht senkrecht zur optischen Achse des Bauteilen fiir die Bildung des Pinzettestrahls
ist. Das weist darauf hin, dass die Fassung gekippt zu dem Bauteil fiir die optische
Manipulation ist. Bei dieser Einstellung versucht man die Verschiebung der Spiegelung
zu verringern (Abb. 6.3).

Zur Einstellung der Parallelitéit des IR-Pinzettenstrahls der optischen Achse des Bau-
teils fiir die optische Manipulation beobachtet man direkt den Schnitt des Strahlprofils,
der vom Bauteil selbst erzeugt wird. Das Strahlprofil l4sst sich im diinnen Streume-
dium, das statt der Probe eingesetzt wird, beobachten. Es wurden unterschiedliche
Streuproben und Milchglédser ausprobiert. Bei den meisten war der Streuwinkel nicht
ausreichend grof}, um die gestreute Strahlung von dem hoch konvergierten Pinzetten-
strahl in ein Mikroobjektiv mit kleiner numerischer Apertur vollkommen einzufangen.
Dadurch war das Strahlprofil einfach nicht sichtbar. Den deutlichsten Effekt hatte
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6 Experimenteller Aufbau und optische Manipulation

die Probe mit der 1 ym-Partikel-Losung zwischen zwei Deckglidsern. Zur Vorbereitung
der Teststreuprobe setzt man einen kleinen Tropfen in die Mitte des Probenglases und
legt ein anderes darauf. Dann wird die Probe iiber das optischen Bauteil FO mit einem
Immersionsfliissigkeitstropfen platziert. Das Profil sollte mit dem schon eingestellten
Mikroskop zu sehen sein. Der benétige Einfallswinkel kann durch das Kippen des di-
chroitischen Spiegels DS realisiert werden. Mit Hilfe des justierten Mikroskops erreicht
man einen symmetrischen ringférmigen Querschnitt des Strahls in der Teststreuprobe
(Abb. 6.4). Bei der Justage des Einfallswinkels des Pinzettenstrahls muss die Querpo-
sition der Fangoptik FO nachjustiert werden. Dafiir verfiigt die Fassung der Fangoptik
FO iiber eine x-y-Verschiebung. Gleichzeitig muss die x-y-Position des Mikroskopob-
jektives mit der x-y-Verstellung nachjustiert werden, um den Fokuspunkt der Pinzette
in der Mitte des Objektbereichs zu beobachten. Die endgiiltige x-y-Position des Bau-
teils bestimmt die optische Achse des gesamten holographischen bzw. Fangsystems.

(a) Der IR-Strahl ist der optischen Achse der  (b) Justierter Strahl
Fangoptik nicht parallel.

Abb. 6.4: Einstellung der Parallelitit des IR-Pinzettenstrahls der optischen Achse des Bau-
teils fiir die optische Manipulation.

6.2 Experimentelle Ergebnisse der optischen
Manipulation

Die Probe fiir die Versuche zum optischen Fangen wird schematisch in Abbildung 6.5
dargestellt. Die Losung aus Mikropartikeln fiillt den Raum zwischen zwei Deckglasern
aus. Die Hohe des Objektraums wird mit dem doppelseitigen Klebeband fixiert, dessen
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6 Experimenteller Aufbau und optische Manipulation

Stéarke ca. 0,2 mm betrigt. Das Experiment erfolgt unmittelbar an im Anschluss die
Probenvorbereitung, wenn die Partikeln noch schwebend in der Wasserschicht bleiben.
Das ermoglicht, Partikeln in der passenden Hohe zu finden.

130..160 pm

% ~ 200 pm

Abb. 6.5: Schematische Darstellung der Probe mit 3lpum-Partikeln fiirs optische Fangen

Im ersten Versuch wird das Mikroskop so eingestellt, dass die eingefangenen Partikel
sich in der scharf abgebildeten Objektebene befinden. Wenn das Mikropartikel bei
eingeschaltetem Fang-IR-Laser in den Fangfokus gerét, verbleibt es unbeweglich, auch
wenn die Probe mit zwei XY-Verstellungen bewegt wird. Die vier Einzelbilder der
Abbildung 6.6 zeigen den Vorgang der Bewegung der Probe in der positiven y-Richtung,
wéhrend das Partikel im Fangpunkt fixiert ist.

Der Fangstrahl hat eine derartige Konfiguration, dass kein Teil von ihm wegen des
hohen Konvergenzwinkels des Mikroobjektivs MO mit der kleinen numerischen Aper-
tur hineingehen muss. Jedoch streut ein gefangenes Partikel, wenn das Partikel gefan-
gen wird, die IR-Fangstrahlung in alle Richtungen, so dass ein Teil dieser Streustrah-
lung in das Mikroskopobjektiv MO gelangt. Da die Kamera diese IR-Strahlung regis-
triert, erscheint im aufgenommenen Bild ein heller Fleck in der Umgebung des Partikels
(Abb. 6.6). Dies ist eine unscharfe Abbildung des Partikels im IR-Spektralbereich. Um
diese Storung zu unterdriicken, wurden in den folgenden Versuchen IR-Filter einge-
setzt.

Eine Reihe von Versuchen hat gezeigt, dass die 3 um-Partikel zuverlissig gefangen
werden konnen. Es gibt trotzdem eine Tendenz des Aufsteigens der Partikeln nach
oben. Das zeigt sich dadurch, dass nur die Partikel in den Fangfokus hineingezogen
werden, die sich unterhalb des Fokuspunktes oder in derselben Hohe befinden. Ober-
halb liegende Partikeln steigen bei Fangversuchen weiter auf.

6.2.1 Effizienz

Bei der Verwendung der Fangoptik wird nicht die gesamte Energie der Fangstelle zu-
gefithrt. Um das System zu vereinfachen, wurde kein ringférmiger Strahl benutzt. Die
Fangoptik wurde mit einem kollimierten einfachen Gauf-Strahl beleuchtet. Ein Teil
der IR-Strahlung ging durch die plane zentrale Region hindurch.

Um den Strahlungsanteil, der in die Fangstelle fokussiert wird, zu berechnen, geht
man davon aus, dass die Taille des Gau3-Strahls sich in der Nahe der Aufweitung KL,
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(a) (b)

(c) (d)

Abb. 6.6: Bewegung der Probe mit einem vor der optischen Pinzette festgehaltenen 3pm-
Mikropartikel. Das abgebildetes Feld 440 x 440 um?.

FLs (Abb. 6.1) befindet. Die Abbildung der Taille folgt nahe dem Fernrohr. Wegen der
geringfiigigen Divergenz des Strahls nach der Aufweitung wird angenommen, dass das
Strahlprofil in der Eingangsapertur der Fangoptik das Profil der Taille hat. Die Taille
des kollimierten Strahls vor der Aufweitung hat einen Durchmesser von 1,25 mm. Es
wird angenommen, dass die Taille des aufgeweiteten Strahls 5 mm betrégt, da die Ver-
groflerung der Strahlaufweiterung 4 ist. Im Aufbau wurde noch die zusétzliche Blende
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Abb. 6.7: Effizienz der Fangoptik. Nur ein Teil des GauB-Strahls (rot) wird zur Fangstelle
geleitet.

verwendet, die vor der Fangoptik eingesetzt wurde und deren Durchmesser 10 mm
betragt. Es wird, basierend auf diesen Angaben, die Energiemenge berechnet, die vom
aufgeweiteten GauB-Strahl (wy = 5 mm) durch eine ringférmige Apertur durchgelassen
wird. Die Apertur hat einen inneren Durchmesser von 7 mm und ein Auflendurchmesser
von 10 mm(Durchmesser der Blende).

Eine numerische Berechnung zeigt, dass der Teil des Gauf-Strahls, der durch ei-
ne solche Blende hindurchgeht, 0,18 ergibt. Bei der verwendeten Leistung von 0, 5W
werden ca. 0,091 (unter Vernachlissigung der Reflexionsverluste) zum Objekt ge-
leitet. Dieser Energieanteil kann durch eine schlechte Oberflichenqualitdt der planen
zentralen Region der Fangoptik verursacht werden. Dadurch wird nicht das gesamte
Licht in die Fangstelle geleitet, was die Effizienz der Fangoptik reduziert. Eine weitere
Berechnung zeigt, die Beleuchtungsstirke der nicht-fokussierten IR-Strahlung auf der
optischen Achse 0,052 uW /um? betrigt.

6.2.2 Holographische Aufnahme und Rekonstruktion

Das optisches Fangen und die holographische Rekonstruktion wurden mit dem gleichen
Aufbau durchgefiihrt. Das Mikroskop wurde so eingestellt, dass sich die Objektebene
der scharfen Abbildung ca 200 gum auBerhalb des Objekvolumens befand (Abb. 6.8).
Die optischen Filter wurden besser angepasst, so dass keine vom Partikel gestreute
Strahlung um die Fangstelle herum erscheint, die die holographische Rekonstruktion
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(a) Einzelbild der holographischen Videoaufnahme  (b) Einzelbild der Rekonstruktion. Die
mit dem festgehaltenen Partikel in der Mitte. Raute-Marke zeigt die Lage der
Fangstelle. Die Koordinaten sind in
Millimetern angegeben.

Abb. 6.8: Optische Manipulation und holographische Beobachtung

storen konnte.

Der andere Effekt der Verwaschung des Hologramms durch die schnelle Bewegung
der Probe wihrend der Belichtungszeit fithrt dazu, dass Partikeln nicht immer erkannt
werden koénnen. Dieser Effekt zeigt sich durch Verschwinden mancher Partikeln im
Rekonstruktionsvideo.

Die Partikeln wurden durch die Suche nach lokalen Intensitdtsminima der Holo-
grammaufnahme detektiert. Dieses Verfahren ermoglicht eine gleichzeitige optische
Manipulation und holographische Beobachtung in bester Weise.

6.3 Zusammenfassung — Experimenteller Aufbau und
optische Manipulation

In Kapitel 6 wurden die experimentellen Ergebnisse der optischen Manipulation und
die Ausfithrung des experimentellen Aufbaus sowie die Vorgehensweise seiner Justage
beschrieben. Im Beleuchtungsarm fiir digitale Holographie wurde eine rotierende Streu-
scheibe zum Erreichen der partiellen rdumlichen Kohérenz der Beleuchtungsstrahlung
eingesetzt. Die Zusammenfiithrung des Pinzettenstrahles und Beleuchtungsstrahles fiir
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(a) bewegte Probe (b) feststehende Probe

Abb. 6.9: Verwésserung des Hologramms des desselben Partikels bei der schnellen Bewe-
gung der Probe

die digitale Holographie erfolgte mit einem dichroitischen Spiegel. Da der Aufbau re-
lativ kompliziert ist und manche Justageparameter sehr kritisch fiir eine erfolgreiche
Funktionsweise sind, wurde eine Teil des Kapitels der Justage gewidmet. Zu diesen
Parametern, die prézise einzustellen sind, gehoren vor allem der Einfallswinkel des
Pinzettenstrahls, die Justage der Pinzettenaufweiterung und die Neigung der Probe.
Anschliefend wurden die Ergebnisse von einer Reihe von Experimenten dargestellt.
Als Fangobjekte wurden 3 pm-Partikel benutzt. Der Aufbau zeigt eine zuverlissige
Funktionsweise. Die Videoaufnahmen von Mikropartikeln im mikrofluidischen Kanal
zeigen eine erfolgreiche Anwendung der Kombination aus gleichzeitiger holographischer
Rekonstruktion und optischer Manipulation. Das geschriebene Programm fiir die Er-
mittlung der dreidimensionalen Lage der Partikeln ermoglicht eine dreidimensionale
Darstellung der Partikelwolke als auch die numerische Darstellung von Partikelkoordi-
naten in Form eines Arrays.
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7 Digital-holographische Bestimmung
der Partikeldetektion

Das Thema der z-Auflésung in der digitalen In-line-Holographie ist von grofiem Inter-
esse. Viele Einschiatzungsformeln und Methoden zur Ermittlung von Schérfentiefe und
z-Auflosung werden in wissenschaftlichen Beitrdgen vorgeschlagen. In [30] wird der
Ausdruck (7.1) angefiihrt, der es ermdglicht, den minimalen Abstand zwischen zwei
Intensitdtsmaxima von zwei Partikeln bei der Rekonstruktion zu ermitteln, falls sie
auf einer Linie der z-Achse entlang angeordnet sind:

A

e 7.1

ro — 1| =

Ahnliche Ausdriicke sind in anderen Quellen [39, 94] fiir die Einschéitzung des Ray-
leigh-Kriteriums (7.2) und der Schérfentiefe (7.3) vorgebracht:

4\

DOF — 1.77@ (7.3)

Im folgenden Kapitel wird die Genauigkeit der z-Koordinate des Partikels nicht ana-
lytisch, sondern experimentell ermittelt. Dabei werden drei unterschiedliche Verfahren
verglichen.

7.1 Partikeldetektion mittels
Phasendetektionsverfahrens anhand der komplexen

Amplitude und Intensitatsverfahren
In der Abbildungen 7.1 bis 7.3 werden Beispiele der Rekonstruktionen gezeigt. Die

Rekonstruktion wird mit schrittweise verdnderter z-Koordinate unter Verwendung der
oben erwihnten Rekonstruktionsalgorithmen (2.40) und (2.41) durchgefiihrt.
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(a) MO1; 3 um-Partikel ; Feld 100 x 44,5 ym? (b) MOT1; 1 ym-Partikel ; Feld 100 x 44, 5 ym?

Abb. 7.1: Das axiale Profil des rekonstruierten 3D-Feldes. (a) und (b) Intensitét (oben)
und Phase (unten). Das verwendete Mikroobjektive: MO1: Nikon, AC,
10 x /0,21. Medium: Wasser, Deckglas 0.17mm. Beleuchtung: Laser, A = 543 nm

-

(a) MO2; 3 um-Partikel ; Feld 60 x 22,5 ym? (b) MO2; 1 um-Partikel ; Feld 60 x 22,5 ym?

Abb. 7.2: Das axiale Profil des rekonstruierten 3D-Feldes. (a) und (b) Intensitéit (oben)
und Phase (unten). Das verwendete Mikroobjektiv: MO2: Nikon, AC,
20 x /0,35. Medium: Wasser, Deckglas 0.17mm. Beleuchtung: Laser, A = 543 nm

7.1.1 Phasendetektionsverfahren

Es ist aus den Abbildungen von 7.1 bis 7.3 zu entnehmen, dass das Partikel sich nicht
nur durch Intensitét, sondern auch durch Phasendnderung zeigt. An der Stelle, wo
sich das Partikel befinden muss, sieht man einen starken Phasenanstieg (7.1 a, unten)
bis zum 27-Phasensprung (7.2 a, unten). Das Verfahren in [60] beruht auf Detektion
der stérksten Phasendnderung des rekonstruierten Feldes komplexer Amplituden. Die
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(a) MO3; 3 um-Partikel ; Feld 40 x 10,1 ym? (b) MO3; 1 um-Partikel ; Feld
20 x 10,1 pm?

Abb. 7.3: Das axiale Profil des rekonstruierten 3D-Feldes. (a) und (b) Intensitit (oben)
und Phase (unten). Das verwendete Mikroobjektiv: MO3: NewPort, AC,
40 x /0,65. Medium: Wasser, Deckglas 0.17mm. Beleuchtung: Laser, A = 543 nm

theoretische Grundlage des Verfahrens kann wie folgt dargelegt werden. Das komplexe
Feld wurde rekonstruiert in der Tiefe der schirfsten Partikelabbildung. Obwohl das
Partikel durchsichtig ist, wird die scharfe Abbildung dunkler als der Hintergrund, we-
gen der Verluste an Streuung der Referenzstrahlung bei der Hologrammaufnahme. Die
dunkle Partikelabbildung kann analytisch als Substraktion der adsorbierten Amplitude
aus der Referenzwelle dargestellt werden: Nach der Rekonstruktion des Feldes auf der
Ebene der scharfen Partikelabbildung, kann es anndherungsweise als Substraktion des
»aktiven“Partikels mit der normierten Amplitude 7,(x,y) aus der Amplitude von der
Beleuchtungswelle beschrieben werden (Gl. 7.4).

E(x,y,z=2z) ~1—1,(x,y)

Tp = 1,7‘ S To (74)
T = 057 > 1y,

mit 7, Funktion der Transparenz des Partikels, ry Radius des Partikels.

Das Feld in der Umgebung des Partikels ndher und weiter von dem Hologramm
kann anndherungsweise durch Faltung des 7,-Terms mit der Impulsantwortfunktion
h(z) = 1/(i\z) - exp(ikr®/2(z — z)) dargestellt werden. Das Faltungsintegral in den
Zylinderkoordinaten fiir den axialen Punkt sieht wie folgt aus:
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1 o 2w ikr?
E ~l— —— . — |dfd
Tl A R ey L
21 o ikr?
S [ : M Vg 7.5
iA(z — 20) /0 roexp (2(2 — zo)) " (7.5)

_ ikr?
A exp —2(2 oy

Aus dem Ausdruck (7.5) entnimmt man, dass die Phase auf der optischen Ach-
se oder in der Mitte der Partikelabbildung sich sprunghaft veridndert bei Anderung
der z-Koordinate. Detektion dieses Phasensprunges ist die Hauptidee des Verfahrens
fiir Partikeldetektion. Stetige Intensitétsprofile konnen ungenau sein bei der Detekti-
on des Maximums oder maximalen Anstieges von Intensitdt oder Phase. Der Phase-
nunstéatigkeit kann dagegen exakt die Partikellage aufweisen, da die Lage des Phasen-
sprungs sehr genau bestimmt werden kann. In [60] erldutern die Autoren, dass dieser
Phasenaufstieg erst unter der Bedingung der Séttigung der Phasenfunktion entstehen
kann. Das bedeutet, dass die Auflésung des Abbildungssystems zweimal besser als der
Partikeldurchmesser sein muss. Die Einschitzung der Auflosung des Abbildungssys-
tems wird mit dem Abbe-Kriterium jedes Mikroobjektives gemacht (siche Anhang).
Zum Beispiel betrigt nach dem Abbe-Kriterium die Auflésung des MO1 Objektives
dyvo, = 1,83 pm. Fiir 3 pm-Partikeln ist das nicht ausreichend, um den Phasensprung
zu beobachten, weil 2dyo, > 3 pum (Abb. 7.1 (a)). Die Bedingung der Séttigung der
Phase erfiillen nur die Félle 7.2 (a) und 7.3 (a). Da ist ein scharfer Phasenaufstieg deut-
lich zu sehen. Der Fall mit der Aufnahme von 3um-Partikeln vom MO3-Objektiv weist
mehrere Phasenaufstiege und Intensitdtsmaxima im axialen Profil 7.3 (a). Das Profil
dhnelt dem Bessel-Strahl. Der Grund dafiir ist die sphérische Verzeichnung bei den
Ubergéingen Wasser-Glas-Luft bei der Ausbreitung der vom Partikel gestreuten Strah-
lung. Der Effekt wird durch die grofie numerische Apertur Objektives MO3 verstérkt.
Bei der Rekonstruktion des Phasenprofils des 3 pm-Partikels, das mit demselben Objek-
tiv in der Luft aufgenommen wurde (Abb. 7.4), ist nur eine einzige Unstétigkeitsstelle
der Phase zu sehen. Das Fehlen der sphérischen Verzeichnung fiihrt zur korrekten Re-
konstruktion des Partikels. Alle Energie der realen in-line-holographischen Abbildung
wird dann wahrend der numerischen Propagation zu einer Stelle gefiihrt.

Obwohl nicht alle Partikelrekonstruktionen (Abbildungen 7.1, 7.2 und 7.3) einen
scharfen Phasenanstieg zeigen, wird das Phasendetektionsverfahren fiir alle Kombina-
tionen der Partikeln und Objektive verwendet, weil die z-Lage des Partikels trotzdem
durch den positiven Phasenanstieg ermittelt werden kann. Die numerische Implemen-
tierung wird in Abbildungen 7.1, 7.2 und 7.3 dargestellt. Man geht davon aus, dass
es immer zwei Punkte z; und z; (Abb. 7.5) gibt, die auch nicht unbedingt ganz dicht
aneinander sein miissen, wo die Phasendifferenz ¢,,,, ihr Maximum hat. Die Parti-
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Abb. 7.4: Axiales Profil des rekonstruierten 3D-Feldes. Intensitét (oben) und Phase (unten),
Partikel 3 ym; Feld 40 x 10,1 pm?. NewPort, AC, 40 x /0,65. Medium: Luft.
Beleuchtung: Laser, A = 543 nm

kelkoordinate z, wird in diesem Fall als Mitte zwischen zwei Punkten definiert. Ein
entscheidender Parameter ist der Abstand Az. In den nachfolgenden Rekonstruktions-
vorgéangen, bei denen axiale Partikellage ermittelt wird, wird auch dieser Parameter
variiert.

P

('Dlll ax

Abb. 7.5: Ermittlung der z-Partikellage beim Phasenverfahen.

7.1.2 Verfahren der Partikeldetektion anhand der komplexen
Amplitude

Im Paper [59] wird ein anderes Verfahren zur Ermittlung der z-Koordinate dargestellt,
das die Autoren als PECA (Particle Extraction using Complex Amplitude) bezeichnen.
Die Hauptidee besteht darin, dass die Transparenz eines absorbierenden Partikels als
eine reelle Funktion A(z,y) dargestellt werden kann. Das bedeutet, dass das Partikel
keine Auswirkung auf die Phase der Belichtung haben muss. Sie beeinflusst nur die
Amplitude und stellt die Absorbtionseigenschaften des Partikels dar. Nach der Holo-
grammrekonstruktion entstehen vier Terme (2.3,2.4 und 2.5). Die Abbildung des Par-
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tikels ist der propagierte reelle Term O. Auf der Ebene der scharfen Partikelabbildung
muss das reelle Feld A(x,y) numerisch rekonstruiert werden. Das bedeutet, das im Be-
reich der Partikelabbildung der imaginére Teil des rekonstruierten komplexen Feldes
gegen 0 streben muss. Die Autoren untersuchen die statistischen Eigenschaften des
rekonstruierten Signals im Bereich der scharfen Partikelabbildung, um die Stérungen
dieses rekonstruierten Feldes zu beseitigen, die von nicht fokussierten reellen und ima-
gindren Abbildungen erzeugt wurden.

In [59] wird das Hologramm eines durchsichtigen 10 pm-Partikels in der Luft ohne
Abbildungsoptik aufgenommen und untersucht. Die Mie-Streuungs-Simulation zeigt,
dass die Winkeldimension des Hauptstreumaximums fiir die Partikeln fast dem Off-
nungswinkel entspricht, in dem alle Raumfrequenzen nach dem Nyquist-Kriterium von
dem Detektor noch aufzunehmen sind. Wenn das Partikel durchsichtig ist, kann sei-
ne Transparenz nicht nur reell sein, sondern auch einen Phaseneinfluss aufweisen. In
diesem Fall hat die A(x,y)-Funktion der Transparenz nicht nur einen reellen, sondern
auch einen imagindren Teil. Bei der Rekonstruktion wird das rekonstruierte Signal im
Bereich der scharfen Partikelabbildung nicht reell, sondern komplex. Im erwihnten
Paper wird trotzdem anndherungsweise angenommen, dass die Partikel als absorbie-
rende wirken. Die Aufnahme mit dem Objektiv mit kleiner numerischer Apertur ist
fiir die Annahme, dass viel gestreutes Licht an der Apertur des Objektives vorbeigeht.
Dieses Licht erreicht die Hologrammebene nicht und das Partikel kann als absorbie-
rend dargestellt werden. In der Abbildung 7.6 (a) die mikroskopische Abbildung von
3 pm-Partikeln dargestellt. Bei der Aufnahme mit dem Mikroobjektiv mit kleinen NA
erscheinen die Partikeln als absorbierende Objekte. Obwohl das Verfahren eher fiirs Ob-
jektiv mit kleinerer numerischer Apertur geeignet ist, werden Detektionseigenschaften
des Verfahrens auch fiir andere Abbildungssysteme mit stidrkeren Objektiven (MO,
und MO3) untersucht.

In der vorliegenden Dissertation wird das PECA-Verfahren weiterentwickelt. Man
geht davon aus, dass sich nah an der Partikelabbildungsstelle der Imaginérteil stark
andert. Man untersucht, wie genau die Partikellage anhand der zweiten Ableitung des
Imaginéarteils ermittelt werden kann. Allgemein kann man feststellen, dass dort, wo
die zweite Ableitung ihr Maximum hat, sich das Partikel befinden muss. Die nume-
rische Realisierung des Verfahrens sieht folgendermaflien aus: Die Rekonstruktion der
komplexen Amplitude A wird in den drei Ebenen zi, 2, 2o durchgefiihrt. Es wird der
Wert D = Im(A(z1)) +Im(A(z2)) —2Im(A(z,)) berechnet, der der zweiten Ableitung
des Imaginérteils annidherend gleich ist (Abb. 7.7). Es wird nach dem Maximum des
Wertes D in einem dreidimensionalen Volumen gesucht, wo sich das Partikel befinden
muss, wie es im ersten Verfahren gemacht wurde.

83



7 Digital-holographische Bestimmung der Partikeldetektion

(a) MO1; Partikel 3um; Feld 110 x 110um? (b) MO2; Partikel 3um; Feld 110 x 110um?

Abb. 7.6: Mikroskopische Abbildung. Verwendete Objektive: MOy: Nikon, AC, 10 x 0, 21;
MOa: Nikon, AC, 20x0, 35; Medium: Wasser, Deckglas 0, 17 mm. Beleuchtung:
Laser, A = 543 nm

Im(.1)
Im(A(z,)) “p
Im(A(z) === Z, . o~— s
Im(A(_zp ')) )
2 2

Abb. 7.7: Ermittlung der z-Partikellage beim Verfahren der komplexen Amplitude.

7.1.3 Intensitatsverfahren

Das letzte Verfahren, das in der experimentellen Arbeit verwendet wurde, ist die Er-
mittlung der axialen Partikelkoordinate nach dem Intensitdtsminimum. Wie es schon
besprochen wurde, verursacht die Lichtstreuung am Partikel Leistungsverluste. Des-
wegen muss die Partikelabbildung die Stellen mit niedriger Intensitdt bei der Rekon-
struktion aufweisen. Nach diesem Verfahren werden die Koordinaten an der dunkelsten
Stelle ermittelt.
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7.2 Durchfiihrung des Experiments und Ergebnisse der
Rekonstruktion

Fiir die statistische Ermittlung der Leistungsfahigkeit der drei oben dargestellten Ver-
fahren braucht man eine Referenz oder Kenntnis der genauen Position des Partikels
wihrend der Hologrammaufnahme. Als Referenz der Partikellage wird das Deckglas
benutzt. Die am Deckglas angehefteten Partikeln haben die gleiche z-Koordinate. Das
Prinzip wurde auch in [59] erkldrt. Die einfache Ebene mit Mikropartikeln wurde wie
im Paper durch eine kompliziertere Probe ersetzt, die einen Mikrokanal nachbildet.

Abb. 7.8: Probe mit zwei Schichten von an Deckgléser angehefteten Mikroparti-
keln.

Zur Erzeugung einer solchen Probe wurden zwei Deckgliser genommen (Abb. 7.8).
Man hat auf jedes Deckglas einen kleinen Tropfen von Mikropartikellosung gesetzt.
Nach einiger Zeit, zu der alle Partikeln absanken und an jedem der zwei Deckglédser
durch die Adhésionskraft angeheftet waren, wurden zwei Gléser zusammengesetzt,
dass die Losungstropfen zusammenfliefen. So entsteht ein Medium mit zwei parallelen
Ebenen, die von Partikeln besetzt werden. Der Abstand zwischen zwei Deckglasern
wird von zwei kleinen Deckglédsern bestimmt, die zwischen sie gelegt wurden. So wird
eine mehrschichtige, dreidimensionale Fiillung des Objektvolumens mit Mikropartikeln
imitiert, die trotzdem eine bekannte z-Position haben. Jede rekonstruierte Abbildungs-
ebene hat immer unscharfe Abbildungen von in der anderen Ebene liegenden Partikeln
am Hintergrund, was den reellen Rekonstruktionverhéaltnissen entspricht. Die Stérke
der Deckglaser liegt nach den Angaben des Herstellers im Bereich von 130 bis 160
pm. Die spielt keine wesentliche Rolle und wird nicht bestimmt. In manchen Féllen,
besonders beim Aufnehmen von 1 ym-Partikeln, war es nicht moglich, alle Partikeln an
den Deckglasoberflichen anhaften zu lassen. Kleinere 1 ym-Partikel bleiben wegen der
Brownschen Bewegung sehr lange im Wassertropfen schwebend, ohne auf die Deckgla-
soberfliche zu sinken. Deswegen wird eine andere Form der Probe benutzt. (Abb. 7.9).

Die Partikeln auf jeder Ebene werden zwischen zwei Deckglédser mit moglichst wenig
Wasser geklemmt. So versucht man zu erreichen, dass die Deckgléser wirklich auf den
Partikeln liegen. Die Rekonstruktion wird fiir zwei Partikelgroflen 1 gm und 3pum durch-
gefiihrt. Dabei werden drei Abbildungssysteme mit verschiedenen Mikroobjektiven ver-
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Abb. 7.9: Probe mit zwei Schichten von an Deckgldser angehafteten Mikroparti-
keln.

wendet. Proben mit zwei Glasern und Wasser (Abb. 7.8) werden weiter als ”gwg” ge-
kennzeichnet. Proben mit drei Deckgldsern (Abb. 7.9) werden als ” ggg” gekennzeichnet.

Fiir jeden z-Wert wird die komplexe Amplitude in drei Ebenen numerisch ermittelt;
fir die Koordinate z, = z als auch fiir 2; vor und 2 hinter der Rekonstruktions-
ebene z,. Der Abstand zwischen z; und 2z, betrdgt Az, so dass z; = zp — Az/2 und
29 = zp+Az/2. Fiir das Phasenverfahren hat Az die Bedeutung der Steigerung des Ar-
gumentes bei Ermittlung der ersten Ableitung. Beim Verfahren der komplexen Ampli-
tude betragt die Steigung zwischen drei Nachbarpunkten Az /2. Die Leistungsfiahigkeit
des Verfahrens fiir die komplexe Amplitude, abhéngig vom Az-Parameter wird unter-
sucht.

Eine charakteristische Phase von vielen in-line-holographischen Algorithmen ist die
grobe Partikeldetektion [32, 106], bei der die XY-Partikellage grob ermittelt wird. Im
néchsten Schritt kommt die Prézisierung der X-; Y- und Z-Koordinate. Im Rahmen
der Untersuchung hat man auf den ersten Schritt verzichtet, weil nicht alle Parti-
keln gleichartig waren. Weil zusammengeklebte Partikeln ein ganz anderes Profil der
rekonstruierten komplexen Welle haben, sind sie auch nicht erwiinscht bei der Unter-
suchung, weil sie die Statistik der z-Lage beeinflussen kénnen. Also kann man sagen,
dass sich die Untersuchung nur auf einzelne, homogene Partikeln in der Probe bezog.
Ein Programm erleichterte die Bearbeitung der zahlreichen Hologramme um ein , area
of Interest,,fiir Partikeldetektion zu bestimmen.

Es wurden insgesamt mehr als 580 Rekonstruktionen fiir insgesamt 16 Hologramme
durchgefiihrt, von denen jedes zwei Schichten von Mikropartikeln hatte. Der kleinste
Rekonstruktionsabstand war 25um, der groite 300 pm. Bei der Rekonstruktion beste-
hen zwei Alternativen. Entweder muss die numerische Propagation in der Luft durch-
gefithrt werden, dort, wo sich die Aufnahmeebene wihrend der Aufnahme befand. Eine
andere Variante wire die Rekonstruktion im Wasser, wo eine gestreute Strahlung von
Partikeln erzeugt wurde und wo die Strahlung sich ein Teil der Strecke in Richtung der
Aufnahmeebene ausbreitete. Der Unterschied liegt in der Wellenlédnge der Strahlung
bei der numerischen Propagation. Eine Reihe von Versuchen zeigte den Vorteil der
Rekonstruktion in der Luft. Das heifit, dass die Wellenldnge A\ bei der numerischen
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Abb. 7.10: Markierung ,,Area of Interest“in der mikroskopischen Abbildung der 3 um-

Partikeln. Die Daten mit Koordinaten von markierten Partikeln (gelb) werden
gespeichert und bei der Untersuchung der z-Genauigkeit benutzt. Die z-Lagen
nur von gleichartigen und einzelnen Partikel muss bestimmt werden. Die nicht
erwiinschten Einschliisse und zusammengeklebten Partikeln (rot) miissen die
Statistik der Untersuchung nicht beeinflussen.

Rekonstruktion 633 nm betragen hat.

Das Ergebnis einer Rekonstruktion sieht folgendermaflen aus:

Bestimmuny der z-Kobrdinate von 1pm-Pdrtikeln. Abstand: 150um

Min. Intens [hlau] Phasegrad (-greenjl 2t‘eAhI Imaig (o) :  w=149.08um o=:0.62um :
] RSN PSSO A S SN SO ISP PO Y tooo-op=14160pm o= 0.450m . doms

u—144 37um o=:0.32um ;

———————————————————————————————————————————————————————————————————————

i 160pum ] 170pm :

Abb. 7.11: Ermittlung der z-Lage von 38 3um-Partikel im z-Bereich von 135 bis 165 ym mit

drei unterschiedlichen Verfahren: Minimum der Intensitét (blau), Phasenverfah-
ren (griin), Verfahren der komplexen Amplitude (rot). Historgammdarstellung.

In der Abbildung 7.11 wird eine Rekonstruktion der Bodenebene eines Hologramms
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PartikelgroBe

und Objektiv Verfahren/  Streuung/ Az Absténde

Tum, MO, k. Amp. V. 0=1,67 Az =5um | 25,150 pm

lpm, MOs Phs. V. o=1.72 Az = 1pm | 50,100 pm

3um, MO, k. Amp. V. 0=1.8 Az = 1pm | 80,180,200 pm
3um, MO, Int. V. 0=0.81 50,150,200,300 pm

k. Amp. V. 0=102 Az =5um | 50,150,200,300 pm
k. Amp. V. 0=0.84 Az = 10um | 50,150,200,300 ym
3um, MOs k. Amp. V. 0=1.83 Az =bum | 80,200 pum

Tab. 7.1: Genauigkeit bei der Ermittlung der z-Partikellage mit unterschiedlichen Verfah-
ren: Int. V. — Intensitéitsverfahren; Phs. V. — Phasenverfahren; k. Amp. V. —
Verfahren der komplexen Amplitude

dargestellt. Es wurde die z-Lage von 38 3um-Partikeln mit drei dargestellten Verfah-
ren ermittelt. Az betrdgt 5 pm, der Aufnahmeabstand 150 pm. Die Aufnahme wurde
gemacht mit dem Mikroobjektiv Nikon, AC, 20 x /0,35.Die Farbkodierung ist fol-
gende: blau Intensitdtsminimum; griin- Maximum der ersten Ableitung; rot- zweite
Ableitung des imaginéres Teils. Das Ziel ist, das Verfahren mit minimaler Streuung zu
ermitteln. Nicht alle Verfahren funktionieren gleich gut bei der Rekonstruktion. Bei
der Einschitzung der Verfahren zur Ermittlung der z-Partikellage wurde die Streuung
betrachtet. In der Tabelle 7.1wird maximale Streuung fiir alle angezeigte Abstéinde
dargestellt abhéingig vom Objektiv und Partikelgrofle.

Man kann aus der Tabelle entnehmen, dass fast bei allen Féllen die Streuung der
numerisch ermittelten Partikellage ¥ ca. 1 bis 2 um betrigt. Bei NA = 0,21 (MO1)
ist das Ergebnis nur gut fiir das Verfahren fiir eine komplexe Amplitude (Tabelle 7.1
Zeile 3). Die Autoren von [59] haben auch gezeigt, dass es sogar bei niedrigerer numeri-
scher Apertur von ca. NA = 0, 1 moglich ist, axiale Auflésung zu erzielen, die mit dem
Partikeldurchmesser vergleichbar ist. Beachtlich ist auch, dass die grofere numerische
Apertur (NA = 0,35) vorteilhafter ist. (Tabelle 7.1 Zeilen 5,6) beim gleichen Ver-
fahren fiir die komplexe Amplitude. Eine weitere Erhéhung der numerischen Apertur
bietet fast keinen Vorteil (Zeile 7) im Vergleich mit dem MO; (NA = 0,21), (Zeile 3).
Das kann durch ein Vorhandensein der im Abschnitt 7.1.1 erwdhnten spéarischen Ver-
zeichnungen erkléart werden. Bei numerischen Apertur gleich 0,65 entstehen stirkere
sphérische Verzeichnungen, die die Fokussierung der numerisch rekonstruierten Ob-
jektwelle auf der Ebene der scharfen Abbildung hindern. Die Strahlung, die in einem
Punkt der Partikelabbildung gesammelt werden muss, wird iiber mehrere Maxima
verteilt (Abb. 7.3, a). Nach der Rekonstruktion in diesen Féllen entstehen mehrere
Intensitdtsmaxima und Phasenspriinge, die mehrmals in unterschiedlichen Absténden
auftreten (Abb. 7.12). Ein optimierter Rekonstruktionsalgorithmus, der das Schicht-
system beriicksichtigt, konnte hier Abhilfe schaffen.
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Fiir Verfahren fiir die komplexe Amplitude in Bezug auf 3 um-Partikel liefert die
Verwendung des Objektivs MOy (NA = 0,35) bei dem Abstand Az = 10um die
kleinste Streuung (siche Tabelle 7.1 Zeile 6). Das Verfahren fiir das Intensitatsminimum
zeigt ein vergleichbares Ergebnis (Zeile 4). Bei den 1 pum-Partikeln erwies sich das
Verfahren fiir das Intensitdatsminimum als nicht zuverlédssig. (Zeile 1,2).

Das Intensitédtsverfahren bleibt aulerhalb der Auflistung, da es sich im Verhéltnis
zu anderen als kein zuverldssiges Verfahren erwiesen hat. Wie man sieht, gibt es kei-
nen Vorteil bei den Objektiven mit héherer numerischer Apertur. Das kann durch das
Vorhandensein von sphérischen Aberrationen erklart werden. Die sphérischen Aberra-
tionen werden durch den Durchgang des Lichtes iiber die Mediengrenzen (Wasser-Glas-
Luft) ausgelost und steigen mit zunechmendem Erhéhen des Offnungswinkels des op-
tischen Systems. Nach der Rekonstruktion entstehen mehrere Intensitdtsmaxima und
Phasenspriinge (Abb. 7.1 a, 7.2 a, 7.3 a,), die mehrmals in unterschiedlichen Abstdnden
auftreten (Abb. 7.12).

_1“‘Besllﬁlmung dér 7. Koordlnate v0|i Fyui. Pai‘t"kern Hhs{antl Bllﬁiﬁ""‘;"""'"" """"" R R

Min. Intens (hlhu) Phasbgra(l (gl‘een) 2 té Abl. Imag (rot) ! u=88. 20pm o= 5. ?2ul“

R [ o e o e 72.124m o= 7.65pum G
. ] ! ! ] ! ] p= 85.30pm o= 0.63um [

Abb. 7.12: Ermittlung der z-Lage von 28 3 um-Partikel, Az = 2 pum. Histogramm. Mi-
kroobjektiv: M O3 (NewPort, AC, 40 x NAO, 65). Phasenverfahren (griin) zeigt
mehrmalige Phasenénderungen bei Ermittlung der Lage von Partikeln

| 40Bostimmung der-z_Kobrdinate-von 1um Partikeln, Abstand: -150m -3l R B
Nin. Imens {blau), Phasegrad. (green), 2 I;e Abl. Imag (rot) “_143 4pm o=! 2.89um : :

B e e s Fomm- 1437 e o= 2y - -F oo Ao
: : : : : : u—144 15um o= 1 Bbpm !

160m_,

Abb. 7.13: Ermittlung der z-Lage von 48 1 um-Partikel, Az = 25 pm, Histogramm. Mikro-
objektiv: MOy (Nikon, AC, 20 x NAO, 35). Das Effekt von Einzelausnahmen,
die das gesamte Ergebnis der Partikellageermittlung verschlechtern.

Einzelne Ausnahmen verschlechtern ebenfalls die Zuverldssigkeit des Verfahrens. In
der Abbildung 7.13 wird ein Beispiel gezeigt, in dem die Maxima des Histogramms fiir
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B;bstimmun‘h der z-Ko:or(Iinate v;bn 1|,un-PdrtikeIn. AI}Sian(I: 51;]|,un : : : :

in. Jntens (blau), Phaseqrad. {areeu). 2-4e AbL liwag (rof) . . p=182um o= 3.89um . .
od) blau i Amagad: jgraao) 25 e e gy :
p=38.62pm o= '0.00pm

Eaiii ﬁﬂ:nlj i ?l]l:un

Abb. 7.14: Ermittlung der z-Lage von 80 1 um-Partikel, Az = 6 um. Histogramm. Mikroob-
jektiv: M Oq (Nikon, AC, 10 x NAOQ, 21). Das hervorragende Ergebnis zeigt sich
nur in einem Rekonstruktionsabstand von z = 50 um bei der Rekonstruktion
von 1 pm-Partikeln mit dem Verfahren der komplexen Amplitude (rot).

jedes Verfahren gut ausgeprégt sind. Aber durch einzelne gestreute Ereignisse bei der
Ermittlung der Partikellage wird die Streuung hoéher, was die Qualitéit des Verfahrens
verringert.

Ein hervorragendes Ergebnis ist in der Abbildung 7.14. dargestellt. In einem kur-
zen Rekonstruktionsabstand von 50 pum stimmt die z-Koordinate von allen 80 1 pym-
Partikeln iiberein. Man kann behaupten, dass der Zuverlassigkeitsbereich vergleichbar
mit Az ist, der eine Hilfte der Wellenldnge betrifft. Das Ergebnis ist zweimal bei
der Rekonstruktion von zwei unterschiedlichen Hologrammen erschienen. Das gleiche
Ergebnis ¢ = 0 fiir das Verfahren der komplexen Amplitude sieht man bei der Rekon-
struktion von zwei unterschiedlichen Hologrammen mit 3 ym-Partikeln im Abstand
von 300 um bei Verwendung von MO1 Objektiv (10 x 0,21). Bei anderen Abstinden
fiir dieselben Partikeln und Mikroobjektive treten gréflere Werte der Streuungen auf,
weswegen diese nicht in der Tabelle 7.1 aufgelistet wurden.

7.3 Zusammenfassung — Digital-holographische
Bestimmung der Partikeldetektion

Das vorausgehende Kapitel wurde der Genauigkeit des Partikeldetektion gewidmet. In
der dargestellten Untersuchung wurden mehrere Rekonstruktionsverfahren beziiglich
unterschiedlicher Partikeln und mit verschiedenen Mikroobjektiven gepriift. Eines der
Verfahren ist die Ermittlung der Partikellage anhand der ersten Ableitung der Phase
von dem rekonstruierten komplexen Feld. Es wurde auch die klassische Ermittlung des
Partikels durch das Intensitdtsminimum untersucht. Die dritte Moglichkeit wére die
Suche nach dem Minimum der zweiten Ableitung des imaginéren Teils (Methode der
komplexen Amplitude). Die untersuchten Partikeln hatten den Durchmesser von 1 und
3 pm. Die verwendeten Objektive haben Vergroflerungen von 10x, 20x und 40x. Man
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geht davon aus, dass alle Partikeln, die sich auf einer Deckglasoberfliche befinden,
nach der Justage des Aufbaus die gleiche z-Koordinate haben. Jedes Rekonstruktions-
verfahren weist eine Abweichung aus. Die Einschétzung der Genauigkeit wird anhand
der gefundenen Streuung der z-Lage von rekonstruierten Partikeln gemacht. Das in
meisten Fillen zuverldssigste Verfahren fiir die Partikeldetektion nach der gemachten
Untersuchung ist das Verfahren der Ermittlung von Maxima der zweiten Ableitung des
imaginéren Teils.

Dabei bringt eine hchere numerische Apertur fast keinen Vorteil. Sphérische Ver-
zeichnungen, die bei der erhohten NA noch stédrker auftreten, verursachen vielfach
Intensitdtsmaxima im axialen Profil der rekonstruierten komplexen Welle. Es gibt
auch merkwiirdige Einzelfille, so wie bei der Rekonstruktion von 80 1um-Partikeln
im 50um-Abstand mit der Methode der komplexen Amplitude.
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Digitale In-line-Holographie ist eine einfache und robuste Technik zur Ermittlung der
dreidimensionalen Lage von Mikroobjekten und Partikeln. Sie findet ihre Anwendung
auf solchen Gebieten wie der Untersuchung von Einzellern und Mikroobjekten, der Ver-
messung von Verteilungen der Partikelgréfien und Mediumeigenschaften, wie auch bei
Kréften der optischen Pinzette. In der vorliegenden Arbeit wurden wichtige Aspekten
beziiglich der numerischen Rekonstruktion, des optischen Aufbaus und der Genauigkeit
der Lageermittlung von Mikropartikeln in der digitalen In-line Holographie betrachtet.

Die Erweiterung des Verfahrens mit der optischen Manipulation bietet noch mehr
Vorteile und einen noch breiteren Anwendungsspektrum. Viele Arten von Optiken zur
optische Manipulation sind kompliziert, teuer und aufwendig bei der Justage oder
haben gewisse Einschrankungen bei der Anwendung. Ein neues Konzept wurde im
Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht. Freiform-optische Elemente scheinen ein
grofes Potenzial bei der Erzeugung des Fangstrahls fiir optische Manipulation zu ha-
ben.

Das vierte Kapitel wurde den neuen Verfahren in der digitalen Holographie gewid-
met. Fiir eine ausreichende Qualitét der rekonstruierten Abbildungen von Mikroobjek-
ten und fiir die genaue Bestimmung von Mikropartikeln wahrend der Hologrammre-
konstruktion muss gewiihrleistet werden, dass der Offnungswinkel innerhalb des ganzen
Objektvolumen konstant ist. Einer der wichtigsten Teile des Kapitels ist die Bestim-
mung der Blendenfunktion im optischen System fiir digitale Holographie fiir ein dreidi-
mensionales Objektvolumen. Anhand der Angaben fiir das optische System und eines
entwickelten Programms wurde das dreidimensionale Volumen, in dem keine Abschat-
tung stattfindet und nur die Offnungsblende des Mikroobjektives den Strahlbiindel
einschrinkt, definiert. Das wurde fiir die drei unterschiedliche Objektive (10X, 20X
und 40X) durchgefiihrt.

Fiir optimale Rekonstruktion braucht man eine rdumliche und spektrale Einschréann-
kung der Impulsantwortfuntion. Im Anschluff wurde ein Vorteil der Modulation von
IRF mit der Gaussfunktion der hoheren Ordnungen erortert. AnschlieBend wurde iiber
neuartige IRF diskutiert. Diese IRF ermoglicht es, alle Tiefeninformationen der aufge-
nommenen Mikropartikel durch eine einzige Faltung zu erhalten. Die Tiefeninformation
ist in Form der Musterkodierung der rekonstruierten Partikellabbildungen darstellbar.
Ein weiteres Thema des Kapitels war die zwei-Schritt-phasenschiebende Interferome-
trie. Ein neues Verfahren fiir die Rekonstruktion des komplexen Signals anhand von nur
zwei Interferogrammen wurde présentiert. Die Neuigkeit besteht in der Verallgemei-
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nerung der schon existierend en Verfahren auf den Fall mit der Referenzwelle, die bei
der Aufnahme jedes Interferogramms eine beliebige sowohl Phase wie auch Amplitude
hat.

Einer der wichtigsten Schwerpunkte dieser Arbeit war die Entwicklung und Untersu-
chung des neuen otptischen Systems fiir die optische Manipulation. Die Fertigung des
Hauptteils aus einem Teil des Kunstoffs reduziert wesentlich die Kosten fiir Herstel-
lung. Eine Herausforderung ist dabei, digitale Holographie und optische Manipulation
in einem Aufbau zu vereinigen. Ein weiterer Vorteil besteht darin, dass das optische
Teil nicht in das Abbildungssystem gehort. Es ist nicht erforderlich, ein Mikroobjektiv
mit hoherer numerischer Apertur zu verwenden, wie es in zahlreichen optischen Sys-
temen ist. In diesem Teil der vorliegenden Arbeit, der der Entwicklung gewidmet war,
wurden die iiber unterschiedlichen Varianten der Fokussieroptik wie die refraktive und
reflektierende diskutiert. Die reflektierende Optik ist geeignet fiir die Formung des Pin-
zettenstrahls. Nach dir Dimensionierung folgt die Entwicklung des Teils in Zemax und
die Optimierung der Fertigung. Der optische Teil erzeugt einen Pinzettenstrahl mit
der numerischen Apertur von 1,28. Die mittlere Region lédsst den kollimierten Strahl
der holographischen Beleuchtung zu der Probe durch. Reflexion in der Optik erfolgt
durch die totale innere Reflexion im optischen Teil.

Im darauffolgenden Abschnitt wurden die experimentellen Ergebnisse der optischen
Manipulation und gleichzeitigen holographischen Visualisierung dargestellt. Da man-
che Justageparameter des Aufbaus sehr kritisch sind, wurde auch die Justage des Auf-
baus problematisiert. Das Verfahren wurde fiir 3pum-Partikel getestet und zeigte ein
stabiles Fangen von Mikropartikeln. Das entwickelte Programm fiir die Rekonstruk-
tion der holographischen Videoaufnahmen lieferte eine dreidimensionale Darstellung
von rekonstruierten Partikeln im Objektvolumen.

Die z-Auflésung ist eines der wichtigsten Themen in der digitalen In-line-Hologra-
phie. Dem Thema wurde der néchste Abschnitt der Dissertation gewidmet. Der Schwer-
punkt der Untersuchung lag auf dem Vergleich von unterschiedlichen Rekonstruktions-
verfahren fiir verschiedene Partikelgrofien und mit verschiedenen Mikroobjektiven. Drei
Verfahren wurden bewertet: die Auffindung des Partikels durch ein Minimum an Inten-
sitéat, durch ein Maximum des Phasengradientes und durch ein Maximum der zweiter
Ableitung von dem imaginéren Teil des rekonstruierten komplexen Singals. Das letzte
Verfahren erwies sich als das zuverldssigste bei meisten Féllen.

Als weiterfithrende zukunftige Arbeiten und Untersuchungen sollen die folgenden
aufgezahlt werden: Eine weitere Priifung von parametrisierten Impulsantworfunktio-
nen kann deren Funktionsweise verbessern. Aufier Anderung der Formen von der Funk-
tion, die die Tiefenauflosung des Verfahrens erhohen kéonnen, kann parametrisierte Im-
pulsantworfunktion auch fiir die Ermittlung von anderen Partikelparameter benutzt
werden. In zahlreichen Quellen berichtet man iiber die Anwendung von Mie-Streuung
zur in-line-holographischen Ermittlung von unterschiedlichen Partikelparametern wie
Partikelgréfie und Brechungsindex. Solange die Partikeln kreisférmige, zentralsymme-
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trische in-line-holographische Strukturen aufweisen, konnen diese Parameter in unter-
schiedlichen Schnitten der parametrisierten Impulsantworfunktion kodiert werden.

Nach der Fertigung des Teils fiir die optische Pinzette zeigte sich, dass eine wichti-
ge optische Oberflache wesentliche Rauheiten hatte. Trotzdem funktionierte das Ver-
fahren zuverldssig. Eine Verbesserung der Qualitdt der Oberflaiche durch nach einer
Nachbearbeitung konnte die Fangfahigkeit der optischen Pinzette steigern. Eine expe-
rimentelle Einschiatzung des Kréftepotenzials der erzeugten Fangstelle wire einer der
wichtigsten weiteren Schritte. Dies kann mit solchen Verfahren wie der Vermessung
der Stockschen Reibungskraft, durchgefithrt werden. Dariiber hinaus ist zu erwéhnen,
dass die Pinzettenoptik fiir die Erzeugung der Fangstelle in Hohe von 100pum von dem
unteren Deckglass optimiert wurde. Die Vermessung der Fangkraft in anderen Tiefen
muss Untersucht werden.

Um Aufbau und Justage zu vereinfachen, wurde in den durchgefiihrten Experimen-
ten fiir optische Manipulation ein Gaussstrahl fiir die optische Pinzette benutzt. Dabei
wurde nur die Randregion des Strahls fokussiert und zur Fangstelle gefiihrt. Die ganze
Effizienz des Verfahrens kénnte durch eine optimierte ringformige Pinzettenbeleuch-
tung erhoht werden, indem man einen Ringstrahl fiir die Beleuchtung des optischen
Teils mit einem Doppellaxikonsystem erzeugt.

Das entwickelte optische Teil fiir die optische Manipulation erzeugt nur eine einzige
Fangstelle. Fiir zahlreiche Anwendungen ist das ausreichend. Die Funktionsfahigkeit
des Verfahrens kann aber durch Erzeugung von mehreren Fangstellen erweitert werden.
Prinzipiell konnte dies funktionieren, indem man mit mehreren Strahlen die Fokussie-
roptik beleuchtet. Die einzige Freiformfléche ist aber durch starke Verzeichnungen bei
der Kippung des Beleuchtungsstrahls gekennzeichnet. Eine Aberrationskorrektur durch
die Anwendung von SLM zur Erzeugung mehrerer optimierter Beleuchtungsstrahlen
ist moglich.

(2, 49, 91, 97
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Zusammenfassung wichtiger Variablen
und Abkiirzungen
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Komplexe Beleuchtungswelle in der Hologrammebene
Achromat

Komplexes Feld in der Hologrammebene mit der zum Objekt komp-
lementéire Blende
Amplitudenbeitrag der Objektwelle

Komplexes Feld in der Hologrammebene mit dem Objekt
Amplitudenbeitrag der Referenzwelle

Pixelgrosse

Richtungscosine

Abbildungsmafschtab

Abbildungsmafstab des Abblildungssystems
Polynomkoeffizient

Winkel der Tangente des Freiformprofils
Charge-Coupled-Device

Complementary Metall-Oxid-Semiconductor
Kammfunktion

Aperturdimension

Streifenperiode

Durchmesser der Blende By

Elementare Kraft

Deckglas

Der innere Durchmesser der Freiformoberfliache
Der an die Fertigung angepasste innere Durchmesser der Freiform-
oberfliche

Auflésung des Mikroobjektives

Durchmesser des undurchsichtigen Objektes
Depth of field

Lichtfleckdurchmesser an der Streuscheibe
Elementare Flache

Durchmesser der Blende

Durchmesser des konvergierenden Pinzettenstrahls
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1By
I(z)

KLy
kAZ

MO1
MO2
MO3

H12

NAyo
N

Quantisierungsintervall

Der scheinbare axiale Abstand zwischen zwei Punkten in der Luft
Phasenschiebung der Referenzwellen

Der scheinbare axiale Abstand zwischen zwei Punkten im Wasser
elektrische Feldstérke

Quantisierungsfehler

Einfallswinkel an der Mediengrenze

IR-Filter

Fast Fourier Transform

Fast Fourier Transform direct Integration
Gradientenkraft

Fokussierlinse k

Brennweite des mikroskopischen Objektives
Optischer Teil zur Formung des Pinzettenstrahls
Raumfrequenz

Streukraft

Gesamtkraft

Brennweite der Tubuslinse

Phase der Objektwelle

Phase der Referenzwelle

Die Funktion des komplexen Kohérenzgrades
magnetische Feldstérke

Hologrammebene

Interferenzbild

Impulse Response Funktion

Irisblende k

Intensitéit (vereinfacht eindimensional)

Kamera

Wellenzahl

Kollimationslinse k

Tiefenskalierungsfaktor

Wellenlénge

Mittenwellenléinge

Mikroobjektiv 1 (sehe Anhang)

Mikroobjektiv 2 (sehe Anhang)

Mikroobjektiv 3 (sehe Anhang)

Wechselseitige Kohérenzfunktion

Anzahl von Bit

numerische Apertur des mikroskopischen Objektivs
Brechungsindex des Mediums k
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Mg Anzahl von Quantisierungsstufen

v Variable fiir Raumfrequenz

Vg Raumfrequenz des Pixelrasters von der Kamera

O Rekonstruierte Objektwelle

OE Objektebene

OF Optische Faser

oV Objektvolumen

oW Objektwelle

P Probe

D Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion

Fy Punkt der Polynomfunktion

P, P Zwei punktfoérmige Lichtquellen

PIAF Pametrisierte IRF

PMMA Polymethylmethacrylat

P(x) Bindre Funktion der lichtempfindlicher Fldche des Pixels (verein-
facht eindimensional)

RW Referenzwelle

To Radius des Partikels

rw Krummungsraduis des Werkzeuges

p Raduis des zentralen Maximums der Kohérenzfunktion

S geschloflene Oberfliche um den Unstéatigkeitspunkt F,

SNR Signal-Rauschverhéltnis

os Einfallswinkel der Objektwelle

T Zwillingsbild

Tp Funktion der Transparenz des Partikels

u objektseitiger Offnungswinkel

u skalares Feld

u bildseitiger Offnungswinkel

U, Summe von Referenzwelle 1 und Objektwelle

U, Summe von Referenzwelle 2 und Objektwelle

Uo Komplexe Objektwelle

U_’O,U_g Losungen fiir die Objektwelle

Uri, Uro Komplexe Referenzwellen 1 und 2

USy Umlenkspiegel k

X0, Yo Koordinaten eines Punktes in der Aperturebene

x,y Koordinaten eines Punktes in der Beobachtungsebene

A Konstantterm der an einem Hologramm gebeugten Strahlung

z Abstand

21, 2o z-Position der xy-Hilfsebenen fiir Partikeldetektion

2B, Die axiale Position der Blende By
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ZOV,Zl ) ZOV,ZQ
Zp

ZP0

AW

Axiale Koordinaten der Grenzebenen des Objektvolumens
z-Position der xy-Ebene fiir Partikeldetektion

Position des Punktes B,

z-Koordinate im Wasser
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Anhang. Technische Daten des
Abbildungssystems und Materialien

MO1 CF IC EPI Plan SLWD
Vergroflerung 10x
Brennweite frror = 20mm
Numerische Apertur NA=0,21
Arbeitsabstand a = —20,3mm
MO2 CF IC EPI Plan SLWD
Vergroferung 20x
Brennweite fros = 10mm
Numerische Apertur NA=0,35
Arbeitsabstand a = —20,5mm
MO3 M-40X
Vergroflerung 40x
Brennweite fros =4, 5mm
Numerische Apertur NA=0,65
Arbeitsabstand a = —0,6mm
Tubuslinse Linos (Achro-
mat)
Brennweite frp = 120mm

Kamera uEye UI-1540-M

Durchmesser der Fassung

Dy = 30mm

Sensortyp CMOS

Chip MTIMO01STM
Auflésung 1280 x 1024
Farbtiefe 8bit (10bit ADC)
Pixelgrofie (y = Gy = O, 20M

Optische Flache 6,656 x 5,325 mm
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Mikropartikel — 1um/3um
Kisker (Polystyrene)

11060.0 1.5716
Pinzettenoptik (PMMA)

T1060.0 1.4811
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