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Das Rauschen lasererzeugter Interferenzstreifensysteme, wie sie in der  
digitalholographischen Mikroskopie Verwendung finden, hängt von im Aufbau 
auftretenden Mehrfachreflexionen ab. Um dieses zu reduzieren, werden 
Leuchtdioden als Lichtquellen erprobt und die Anwendbarkeit für biologische 
Zellen demonstriert. 

1 Einleitung 

Die digitalholographische Mikroskopie ermöglicht 
die numerische Rekonstruktion des von einer Pro-
be ausgehenden Wellenfeldes in Phase und Amp-
litude. Sie ist geeignet für eine quantitative, mini-
mal-invasive, zerstörungsfreie Untersuchung von 
Phasenobjekten wie z. B. biologischen Zellen [1]. 
Es soll überprüft werden, ob der Einsatz von LEDs 
als Lichtquelle zu einer Steigerung der Bildqualität 
beiträgt. Die Kohärenzlänge von LEDs im µm-
Bereich reduziert Bildrauschen in Folge von Mehr-
fachreflexionen, begrenzt jedoch die maximale 
Zahl der Interferenzstreifen im Hologramm, so 
dass die Anwendung von räumlichen Phasen-
schiebeverfahren, wie sie in [1] eingesetzt werden, 
problematisch ist. Daher werden zeitliche Phase-
schiebeverfahren eingesetzt.  

2 Grundlagen  

Die Erprobung einer LED (λ=624 nm, ∆λ=16,0 nm) 
als Lichtquelle in der digitalholographischen Mikro-
skopie erfolgt mit einem Mach-Zehnder-
Interferometer entsprechend  Abb. 1. Im Objektarm 
befinden sich eine Mikroskopoptik und die Probe. 
Die Interferogramme von Objekt- und Referenz-
welle werden bei unterschiedlicher, mittels eines 
Piezotranslators (P) variierter Referenzwellen-
phasenlage mit einer CCD-Kamera aufgezeichnet. 

 
Abb. 1: Digitalholographischer Mikroskopieaufbau; F: 
Raumfrequenzfilter, BS: Strahlteiler, M: Spiegel, P: 
Piezotranslator, USAF: USAF-1951-Auflösungstestchart, 
MO: Mikroskopoptik, ST: Schiebebühne  

Aus den Aufnahmen wird anschließend unter Ver-
wendung eines variablen Drei-Schritt-Algorithmus 
[2], aus je drei Hologrammen die komplexe Ob-
jektwelle berechnet. Ist die Abbildung in der Ebene 
des CCD-Sensors unscharf, so kann die zugehöri-
ge elektrisch Feldstärkeverteilung mit Hilfe der 
Faltungsmethode [1] numerisch in eine Abbil-
dungsebene propagiert werden. 

3 Ergebnisse 

Zunächst wird mit  dem in Abb. 1 beschriebenen 
Experimentalaufbau die Rekonstruierbarkeit einer 
Objektwelle des Testcharts in Abhängigkeit von 
der optischen Weglängendifferenz zwischen Ob-
jekt- und Referenzwelle ∆z untersucht. Hierzu er-
folgt mit Hilfe einer Schiebebühne (ST) die Verän-
derung der Länge des Referenzarms in Schritten 
von 2 µm. 

 
Abb. 2: Digitalholographisch rekonstruierte Amplituden- 
(oben) und Phasenverteilung (unten) eines Ausschnitts 
eines USAF-1951 Testcharts bei unterschiedlicher Weg-
längendifferenz zwischen Objekt- und Referenzarm ∆z. 

Abb. 2 zeigt Ausschnitte der rekonstruierten Pha-
senverteilungen. Von Ausschnitt 1 bis 5 nimmt das 
Rauschen ab, bei den Ausschnitten 6 bis 10 wie-
der zu. Das Auftragen der Modulation der zu den 
Phasenbildern in Abb. 2. gehörigen Hologramme 
in Abhängigkeit von ∆z führt zur in Abb. 3 gezeigten 
Normalverteilung. Diese ist gegenüber der theore-
tisch zu erwartenden Verteilung verbreitert (gestri-
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chelte Linie). Erklärbar ist dies durch Dispersion in 
den im Interferometer verwendeten Glasbauteilen.  
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Abb. 3: Hologrammkonstrast V in Abhängigkeit von der 
optischen Weglängendifferenz zwischen Objekt- und 
Referenzarm ∆z. (durchgezogene Linie: an Messwerte 
angepasste Gausverteilung, gestrichelte Linie: Erwar-
tung aufgrund der Kohärenzlänge) 

Als nächstes wird das Rauschen σ der rekon-
struierten Objektphase untersucht. Dieses wird 
definiert als die mittlere Abweichung der gemesse-
nen Phasenverteilung φ*(n,m) von der tatsächli-
chen Phase φ(n,m). Da die tatsächlichen Phasen-
werte nicht bekannt sind, wird die Bestimmung des 
Rauschens an einem Probenbereich ohne Struktu-
ren durchgeführt und φ(n,m) durch Glättung auf 
einem 20x20 Pixel großen Gebiet approximiert. 
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(1) Die Anwendung des Rauschquantifizierungsal-
gorithmus Gl. (1) auf die in der vorherigen Mes-
sung bestimmten Phasenverteilungen führt auf die 
Ergebnisse für σ, die in Abb. 4 gegen die optische 
Weglängendifferenz ∆z aufgetragen sind. 
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Abb. 4: Phasenrauschen σ in Abhängigkeit von der 
optischen Weglängendifferenz zwischen Objekt und 
Referenzarm ∆z. 

Das minimale Rauschen wird erwartungsgemäß 
beim vollständigen Abgleich der optischen Weg-
längen der Interferometerarme erreicht und beträgt 
σ=0,14 rad. Bis zu einer Weglängendifferenz von 
∆z=+/-0,025 mm ist das Rauschen nahezu kon-
stant. Die Größe des Intervalls entspricht ungefähr 
der dreifachen Kohärenzlänge der Lichtquelle.  

Abschließend wird eine LED basierte digitalho-
lographische Untersuchung an fixierten Bauspei-
cheldrüsen-Tumorzellen durchgeführt. Die entfalte-
te Objektphase wird rekonstruiert und in die in 
Abb. 4 wiedergegebene Pseudo-3D-Darstellung 
umgewandelt. Die Abbildung zeigt, dass es trotz 
des niedrigen Kontrastes bei Einsatz von LEDs 
möglich ist, unter Verwendung der digitalen Holo-
graphie quantitative Phasenkontrastbilder zu er-
zeugen. 

 
Abb. 5: Pseudo-3D-Darstellung der Phasenverteilung 
von Pankreas-Tumorzellen 

4 Zusammenfassung 

Es wurde gezeigt, dass die digitale Holographie 
mit LED-Lichtquellen einen genauen Abgleich der 
Interferometerarme erfordert, um einen deutlichen 
Interferogrammkontrast und damit  ein niedriges 
Phasenrauschen zu erzielen. Die Einsatzfähigkeit 
an biologischen Proben wurde an Pankreas-
Tumorzellen demonstriert. 
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