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Digitale holografische Messtechnik kann zur Gewinnung dreidimensionaler Bildinformation eingesetzt werden. Dieses Potenzial zur Abbildung mit erweiterter Tiefenscharfe ist insbesondere in mikroskopischen
Abbildungssystemen z.B. fiir lab-on-a-chip Anwendungen von groBer Bedeutung. Dabei interessiert insbesondere die raumliche Zell- oder Partikelverteilung innerhalb des Fluidkanals. In Kombination mit optischen
Systemen zur Partikelmanipulation kann eine gezielte Steuerung des Partikelflusses mit gleichzeitiger Uberwachung realisiert werden. Wir prisentieren grundlegende experimentelle Ergebnisse zur digitalen
Holografie und vergleichen unterschiedliche Aufbaugeometrien und Rekonstruktionsalgorithmen. Verschiedene Konzepte zur Integration holografisch-optischer Abbildungssysteme in optischen Pinzettensystemen
wurden untersucht.

Motivation Varianten der digitalholografischen Spektralanalyse des Hologramms
Aufbauten Interferenz an der Hologrammebene
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l:l:()y\ | | picg Eine Opik (umgekehrtes Fernroh) vr dem CCD Sensor bildet die im Mirofidana Das Helogrammspekirum besteht aus dinem zentrierten sowie zwei um die
Laser 10640 Strahiteiler WeiBlichtquelle kollimierte Obj R spatiale Frequenz der Spektren der Obj
v.|  (Bild 4). Durch die Filterung werden die 0. Beugungsordnung, das Spektrum des
o B Zwillingsbildes sowie storende Anteile (Rauschen, Speckle) unterdriickt. Nach der
Bild1: Herkémmii g mit & = Riicktransformation wird der lineare Phasenterm, der von der Interferenz mit der
ki ) ° : : )
e Referenzwelle herriihrt, eliminiert. Es liegen die Amplituden- wie auch die
In einem mikrofluidischen Kanal werden transparente Partikel durch eine /. .____Referenzpfad (nuroff-axis) Bild 4: Spektrum off-axis :
optische Counterpropagation Plnzet(e eingefangen und verschoben. Zur i — ineli
Ul der i wird der Kanal mit WeiBlicht t :/'; me e : P e
beleuchtet und durch ein Ojektiv auf den Kamerasensor abgebildet. Die 3/ fegen o,,= O steht der gesamte Frequenzraum des Hologramms nur fir das
Schirfentiefe dieses optischen Beobachtungsssystems ist zu gering (ca. 2| : Objektspektrum zur Verfiigung (Bild 5).
20um) und erlaubt keine Betrachtung in der gesamten Kanaltiefe ohne 2 3 v ) . ) o
mechanische Nachstellungen. Der Einsatz einer koharenten el s S e TR g
Laserlichtquelle anstelle der Weilichtbeleuchtung ermdglicht die Filter Mikofuid- ~ Kollmation | des Aufbaus. Die Numerische Apercur des optischen Abbildungssystems sollie
Aufnahme eines Hologramms, aus dem durch die numerische (nurinvline) anal | rfassbar
Py dF E5arh do Ot e G 1 __~ Maw. " ) Dieermittelte Objektwelle ist Ausgangspunkt fiir die Rekonstruktion benachbarter
erweiterten Tiefenschirfebereich gewonnen werden. Dieses Bild 5: Spektrum in-line  Ebenen [3].
digitalholografische S‘ys(en‘w lasst fwch ohne Funktionsbeeintrichtigungen Strahlteiler Vergleich der Verfahren
der Counterpropagation Pinzette integrieren. - Die in-line Anordnung besitzt den Vorteil, dass kein Referenzpfad erforderlich ist. Wegen der Ausblendung der 0.
Bild 2: Holografische Versuchsanordnung Beugungsordnung steht der Sensor in seiner vollen fiir die Auswertung der Obj zur
Verfiigung (100facher Kontrast gegeniiber off-axis). Ebenso kann seine volle spektrale Breite fiir die Objektwelle
genutzt werden. Diese Bandbreite bestimmt die kleinste auflésbare Struktur, die beim in-line Verfahren 2 Pixel
(Abtasttheorem), bei der off-axis Anordnung wegen der auf 33% reduzierten Bandbreite in mindestens einer
Richtung (x,y) nur 6 Pixel groBist.
Beispiel |: Lokalisieren von Partikeln
propagierte Objektwellen xz Querschnitt Aus dem in-line Hologramm des Beispiels | ko di benachbarten Ebenen rekonstruiert
z = 389um z=413um z=451um werden. Somit wird die Tiefenscharfe auf iber 500um erweitert.
Reihe oben:
in-line Hologramm Ein markiertes Partikel veréindert in jeder Ebene seine Erscheinungsform (Ringe - Punkt - Ringe). Es befindet
(Dunkelfeldaufnahme) sichin der jenigen z-Ebene, in der sein Durchmesser minimal ist.
Reihe unten:
Durch eine geeignete Filterung und Schwellwertbildung (Korrelation) lassen sich Partikelstrukturen besser
erkennen, detektieren bzw. lokalisieren.
Dieses Verfahren funktioniert besonders gut bei kleinen Objekten, weil die relativen Anderungen zwischen
den Ebenen bezilglich des Durchmessers des Partikels groB sind. Die Kleinen Partikel benétigen eine groBe
spektrale Bandbreite, die mit dem in-line Anordnung leicht erzielt werden kann.
DieBeispiele 2und 3 zeigen Rekonstruktionen der O inem off gramm. Nicht nur die
die értlichen iede, die die optische Weglingendi durch
sl S S e g oder iede (bei
. NP - ) ) konstanter Brechzahl) verursacht werden und erlauben eine bessere Beobachtung der Probe als die
Beispiel 2: Salzkorn in Seifenlésung Beispiel 3: Kieselalge (Pleurosigma angulatum) Auswertung der Amplitudendarstellung.
off-axis Hologramm Amplitude off-aixs Hologramm Amplitude Phase So wird im Beispiel 2 die variierende Dicke des Salzkorns erst durch die Phasendarstellung sichtbar
(Brechzahl innerhalb des Korns ist konstant). Deutlich erkennbar ist der Brechzahlunterschied, der durch die
nsinder 5 rerursacht wird.
Im Beispiel 3 sind lokale Variati Br d ile der Kieselalge Ausschlag gebend.

Die Phasendarstellungen besitzen jedoch den Nachteil, dass sie nur einen Wertebereich modulo 27 zulassen.
Eine Bereichserweiterung durch Entfaltung ist bei idi Strukturen im i nicht
widerspruchsfrei moglich.
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