Mikroskopie mit synthetischer Apertur
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Wir zeigen, wie die Aufldsung eines digitalen holografischen Mikroskops mit Hilfe einer
synthetischen Apertur vergréfRert werden kann. Dazu wird ein Objekt mit verschiedenen ver-
kippten Beleuchtungswellen beleuchtet. So werden verschiedene Ausschnitte des Fourier-
spektrums holografisch aufgezeichnet. Wir stellen ein Verfahren zur Synthese der Ausschnitte
vor, das alle Parameter aus den Hologrammen bestimmt und sonst keine Messdaten bendtigt.

1. Einfuhrung

Nach dem Abbeschen Auflésungskriterium
Ad~MNA (Ad Kkleinster auflésbarer Abstand, A Wel-
lenlange, NA numerische Apertur) kann das Aufl6-
sungsvermogen eines Mikroskops gesteigert
werden, indem die Wellenlange verkleinert und die
numerische Apertur vergréRert wird. Bei optischen
Mikroskopen kann die Wellenlange des Beleuch-
tungslichts jedoch nicht unbegrenzt verkleinert
werden, da Linsen im kurzwelligen Bereich immer
starker absorbieren und sehr kurzwellige Strahlung
(UV) fur Mikroorganismen schadlich ist. Mikroob-
jektive mit groBer NA dagegen haben ein kleines
Bildfeld und missen auf3erdem aufgrund der gerin-
gen Brennweite sehr nahe an das zu untersuchen-
de Objekt herangefiihrt werden.

In diesem Experiment wird daher eine synthetische
Apertur verwendet, um das Auflésungsvermégen
eines Mikroskops zu vergroRern, ohne bauliche
Veranderungen am Mikroobjektiv vorzunehmen.

Die Idee, eine synthetische Apertur in der Optik
einzusetzen, stammt von W. Lukosz [1] und wurde
in letzter Zeit auf vielfaltige Weise umgesetzt [2,3].
Wir verwenden in diesem Experiment eine verkipp-
te Beleuchtung, um zu selektieren, welcher Aus-
schnitt aus dem Fourierspektrum eines Objektes
vom Mikroobjektiv Ubertragen wird. Gleichzeitig
wird die digitale Holografie eingesetzt, um Amplitu-
de und Phase dieser Ausschnitte aufzuzeichnen.
Die Ausschnitte werden dann im Computer zusam-
mengesetzt (synthetisiert) und ergeben schliefllich
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Abbildung 1: Der experimentelle Aufbau

ein Fourierspektrum des Objektes, welches hohere
Raumfrequenzen beinhaltet, als eigentlich vom Mi-
kroobjektiv Ubertragen werden kénnen. Wir haben
ein Verfahren entwickelt, welches einen Uberlapp
zwischen den einzelnen Ausschnitten ausnutzt, um
alle zur Synthese notwendigen Parameter aus den
aufgezeichneten digitalen Hologrammen zu be-
stimmen.

2. Experiment

In Abbildung 1 ist die experimentelle Anordnung
dargestellt. Es handelt sich um ein Mach-Zehn-
der-Interferometer. Im Objektarm befinden sich
zunachst zwei gekreuzte holografische Gitter, wel-
che die Beleuchtungswelle in verschiedene Wellen
aufspalten. Mit Hilfe des LCOS SLM (Liquid Crystal
on Silicon Spatial Light Modulator) kann die Polari-
sationsrichtung des einfallenden Lichtes verandert
und somit entschieden werden, welche Beleuch-
tungswelle auf das Objekt fallt. Das vom Objekt ge-
beugte Licht wird anschliefend vom Mikroobjekiv
abgebildet und mit Hilfe der Referenzwelle auf dem
Detektor (CCD-Chip) holografisch aufgezeichnet.

3. Apertursynthese

Die einzelnen Ausschnitte des Fourierspektrums
werden zunachst rekonstruiert, indem mit einer
Fresnel-Transformation die Lichtverteilung in der
Fourierebene des Mikroobjektivs numerisch wie-
derhergestellt wird. In diesem Experiment werden
die Beleuchtungswellen so eingerichtet, dass sich
die auRBeren Ausschnitte mit dem mittleren Aus-
schnitt Uberlappen. Durch eine Korrelation des
mittleren Ausschnitts mit den auferen kénnen da-
her ihre relativen Positionen zunachst auf 1 Pixel
genau bestimmt werden.

Die verschiedenen Beleuchtungswellen legen alle
unterschiedliche Wege zuriick, daher haben sie
auf dem Objekt auch alle eine unterschiedliche
Phasenlage. Diese Phasendifferenzen mussen be-
kannt sein, um bei der Rekonstruktion der Amplitu-
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denverteilung in der Objektebene eine phasenrich-
tige Uberlagerung zu gewahrleisten.
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Abbildung 2:

Die Verteilung der Phasendifferenzen und das Hi-

stogramm im oberen Uberlappbereich

Die Phasenwerte werden daher in den Uberlapp-
bereichen direkt voneinander abgezogen und in
ein Histogramm aufgetragen (Abbildung 2). Aus
diesem Histogramm kann dann die mittlere Pha-
senverschiebung (gestrichelte Linie) und deren
statistischer Fehler (FWHM) ermittelt werden. Im
hier gezeigten Histogramm liefert der Gaul3-Fit den
Mittelwert @o=(0,584+0,004)1T und eine mittlere Ab-
weichung von A@=(0,092+0,003) (halbe Breite
bei halber Hohe). Die maximale Hohe der Kurve
(hier h=4,80+0,10) Prozent ist ein Indikator fir die
Giite der Ubereinstimmung der beiden Ausschnitte
im Uberlappbereich.

Der duflere Ausschnitt wird nun um weniger als 1
Pixel verschoben, indem das Ausgangshologramm
vor der Rekonstruktion mit einem linearen Phasen-
faktor mit einem Anstieg von weniger als 21 multi-
pliziert werden. Anschliellend wird wieder ein
Histogramm berechnet und die H6he des Peaks
ausgewertet. Hat er sich vergroflert, so ist die
Ubereinstimmung zwischen den Ausschnitten bes-
ser geworden. Auf diese Weise werden alle Aus-
schnitte abgerastert und die Position gesucht, an
denen die Histogramm-Peaks die grofiten Werte
annehmen. So kann die relative Verschiebung zwi-
schen den einzelnen Ausschnitten auf weniger als
1 Pixel genau bestimmt werden. In [4] wird dieses
Verfahren im Detail beschrieben.

4. Ergebnisse

In Abbildung 3 sind zwei rekonstruierte Amplitu-
denverteilungen eines Testobjektes dargestellt.
Das Aufldsungsvermogen des verwendeten Mikro-
objektivs (Zeiss Planachromat 6,3x/~, NA=0,12)
wird durch das Zusammensetzen von 5 Ausschnit-
ten in axialer Richtung von 4,4um (Struktur 1) auf
2,3um (Struktur 2) gesteigert.

Abbildung 3:
Die rekonstruierten Amplitudenverteilungen des
Objekts und deren zugehdrige Fourierspektren

5. Zusammenfassung

Durch die Synthese von 5 einzelnen Ausschnitten
des Fourierspekirums konnte das Auflésungsver-
mogen eines Mikroskops um ca. den Faktor 2 ge-
steigert werden. Das vollautomatische Synthese-
verfahren kann die relativen Positionen der
Ausschnitte im Fourierspektrum mit Sub-Pixel-
Genauigkeit bestimmen und deren Phasendifferen-
zen auf 0,091 genau messen.
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