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1 Einleitung und Motivation

Die Holographie ist ein Verfahren zur Aufzeichnung und Rekonstruktion von Wellenfron-
ten, d. h., neben der Intensitit wird auch die Phase eines Lichtwellenfeldes aufgenommen.
Bei der digitalen Holographie wird das Hologramm, das aus der Uberlagerung von zuein-
ander kohdrenten Objekt- und Referenzwellen entsteht, mit einem Rastersensor (z.B. einer
CCD-Kamera) aufgezeichnet, der die Intensitét des einfallenden Lichtes in ein elektrisches
Signal konvertiert. Nach anschlieflender Diskretisierung wird die Information zur digitalen
Weiterverarbeitung im Computer gespeichert. Die Rekonstruktion der Signalwelle erfolgt
mit Hilfe von numerischen Rekonstruktionsalgorithmen.

Am Centrum fiir Biomedizinische Optik und Photonik werden digitalholographische Metho-
den fiir den Einsatz in der Mikroskopie entwickelt. Die digitalholographische Mikroskopie
stellt ein Verfahren zur quantitativen Phasenkontrastmikroskopie von biologischer Proben
dar und 6ffnet neue Moglichkeiten der Zellbeobachtung. Im Vergleich zu anderen Metho-
den wie z.B. der Fluoreszenzmikroskopie ermdglichen digitalholographische Verfahren eine
Detektion von optischen Weglingendnderungen mit interferometrischer Genauigkeit, die
im Reflexionsfall durch die Form des Objektes und bei Transmission durch dessen Bre-
chungsindex bzw. deren Anderung verursacht werden. In der Lebendzellanalyse erlauben
digitalholographische Verfahren eine gleichzeitig schnelle, minimal invasive, flichenhafte,
markerfreie und quantitative Analyse von lebenden Zellen [1].

Hierbei werden die durch die Probe verursachten Variationen in der optischen Weglinge
aufgezeichnet und als quantitative Phasenkontrastbilder rekonstruiert [2].

Laser fiihren aufgrund der grofen Kohéarenzlénge, die im Meterbereich liegen kann, bei der
digitalen Holographie zu storenden zusitzlichen Interferenzen, die z.B. durch Mehrfache-
flexionen im Aufbau verursacht werden.

Der Einsatz von kurzkohérenten Lichtquellen er6ffnet hierbei die Moglichkeit zur Verminde-
rung dieser Effekte, da nur innerhalb des Kohéarenzbereiches Interferenzen auftreten konnen.
Es ist daher zu erwarten, dass kurzkohérentes Licht zu einem geringeren Phasenrauschen
und damit zu einer besseren Qualitét des holographischen Phasenkontrastes fiihrt |3, 4].
Ziel dieser Arbeit ist der Aufbau, die Optimierung und Charakterisierung eines kurzko-
héarenten digitalholographischen Mikroskopiesystems, das insbesondere zur Untersuchung
von Zellen eingesetzt werden soll. Hierbei werden ultrahelle Leuchtdioden (LEDs) unter-
schiedlicher Lichtwellenlingen auf die Eignung als Lichtquellen in der digitalen Holographie
untersucht, da diese eine Kohdrenzlinge von wenigen Mikrometern aufweisen und die An-
schaffungskosten gering sind.

Zunéchst wird hierzu das fiir die spitere Anwendung wichtige spektrale Verhalten sowie das
Abstrahlprofil verschiedener ultraheller LEDs ("Light Emitting Diodes") untersucht. Des
Weiteren werden verschiedene Betriebsmodi und Anwendungsmethoden der eingesetzten



Lichtquellen erprobt. Anschliefend erfolgt eine Charakterisierung der Kohéirenzeigenschaf-
ten der LEDs mit einem auf einem Michelson Interferometer basierenden experimentellen
Aufbau. Dabei werden die bei quasimonochromatischen Lichtquellen auftretenden Disper-
sionseffekte unterschiedlicher Gliser charakterisiert. Hierzu erfolgt die Optimierung eines
Streifenkontrastalgorithmus fiir vergleichende Kontrastanalysen. Die kurzkohérenten Licht-
quellen werden im weiteren Verlauf der vorliegenden Arbeit in einem digitalholographischen
Linnik-Mikroskopie-Aufbau implementiert. Zudem erfolgt ein Vergleich unterschiedlicher,
raumlich und zeitlich phasenschiebender Rekonstruktionsmethoden an technischen und bio-
logischen Proben.
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Grundlagen der Holographie

Die Holographie ist ein Verfahren zur Aufzeichnung und Rekonstruktion von Wellenfron-
ten. Um ein Objekt holographisch aufzuzeichnen wird es mit kohirentem Licht be- oder
durchleuchtet. Durch die kohirente Uberlagerung des am ObJekt gebeugten, reflektierten
oder gestreuten Lichts Eo(6,t) mit einer Referenzwelle Ex(7t) entsteht in der Hologram-
mebene das durch Gl 2.4 beschriebene Interferogramm [ (0,7). Dabei bezeichnet k die
Wellenzahl, w die Kreisfrequenz, ¢t die Zeit und o, 7 die jeweiligen Ortsvektoren.

Eo(Gt) = Ego(d) el@!=keomo0), 2.1
ER(Ft) = Eop(r) et-hr=o), 2.9
In(or |Eo(6t) + Er(7t)]” (2.3)
= |Eo(0)P + |Er(PM + Eo(dt) - Ex (Tt)+ER( 1) Eo (d}t)
\E 0)” + | Er(7t)[* + 2| Eo(0)|| E(7 )ICOS( o(7) — dr(7))

\31,/—\
~—

= Io(7) + Ir(7) + 2/ 1o(7) Ir(F) cos(¢o(7) — ¢r(7))- (2.4)

Im Gegensatz zur konventionellen Photographie wird zusétzlich zu der Amplitude auch die
Phase des Lichtwellenfeldes gespeichert. In einem zweiten Schritt kann das Wellenfeld, das
wihrend der Speicherung von dem Objekt ausging, rekonstruiert werden.

Klassische Holographie

Bei der klassischen, optischen Rekonstruktion wird das Hologramm mit der zur Aufzeich-
nung verwendeten Referenzwelle beleuchtet, so dass die Referenzwelle Egr in der Holo-
grammebene (z,) mit dem Transmissionsgrad T moduliert wird. Werden die Zeitabhin-
gigkeit und der vektorielle Charakter vernachlassigt, gilt fiir die transmittierte Feldstérke:
ET(I7y):ER(xay> ’ T(ZL’,y) N

Im Falle eines Amplitudenhologramms 1st die Amplitudentransmission 7' abhéngig von
der eingestrahlten Energie B(x fo x,y,t)dt und kann in einem linearen Bereich des
Aufnahmemediums wie z.B. einem fotographlschen Film durch die Aproximation

T(z,y) = a—bTply(z,y) (2.5)

beschrieben werden. Die entstandenen rdumlichen Transmissionsschwankungen bilden das
Hologramm. Die ortliche Auflésung ist dabei durch die Lichtwellenlinge, den Winkel zwi-
schen Objekt- und Referenzwelle und die spezifischen Eigenschaften des Aufnahmemateri-
als bestimmt [15]. Die &rtliche Auflosung begrenzt zudem die Grofe des aufzunehmenden



2.1. GRUNDLAGEN DER HOLOGRAPHIE

Objektes.

Referenzwelle B, (3. Term)

‘v Beobachter

E.E, (2. Term)

orthoskopisches virtuelles Bild pseudoskopisches reelles Bild

Abb. 2.1: Rekonstruktion eines "off-axis"-Hologramms mit riumlicher Trennung der Bilder.

Zur optischen Rekonstruktion wird i.A. die Anordnung von Referenzwelle und Hologramm
beibehalten und das Hologramm ausschlieklich mit der Referenzwelle beleuchtet (Abb.
2.1). Dadurch entsteht unmittelbar hinter der Hologrammebene eine elektrische Feldstérke
Er, die gleich dem Produkt aus Amplitudentransmission 7' des Aufnahmemediums und
eingestrahlter Feldstirke Ep ist:

Er(zy) = Egr(zy) T(zy) = abr(zy) — 0Tpln(z.y)
= aBg(v,y) — bTs(Er(z.y)|Er(z,y)* + Er(z,y)|Eo(z,y)]* +
+Er(z,9)ES(2,y)Er(z,y) + Er(x,y)Eo(x,y) Ex(,y)) (2.6)
= aEp(z,y) — bTs(Er(z,y) (Ir(z,y) + lo(zy))

+ Eolay)Ir(v,y) + Ex(x,y)EH(2.y)) (2.7)

' Vv
virtuelles Bild reelles Bild

Der erste Term in GI. 2.7 ist bis auf einen konstanten Faktor proportional zur eingestrahl-
ten Referenzwelle und hat somit keine Bedeutung fiir die Bildrekonstruktion (Term 0. Ord-
nung). Der zweite Term liefert das virtuelle, orthoskopische (nicht invertierte) Bild, dessen
Wellenfeld proportional zur urspriinglichen Objektwelle ist. Das Objekt erscheint bei Be-
trachtung des Hologramms an der urspriinglichen Stelle, an der es wihrend der Aufnahme
positioniert war (Abb. 2.1). Der dritte Term in Gl. 2.7 ist proportional zu der konjugiert
komplexen Wellenfront und liefert ein reelles, pseudoskopisches Bild, d.h. dass die Tiefen
invertiert sind. Dieser Teil wird auch als Zwillingsbild (engl.: "twin image") bezeichnet.
Sind die Propagationsrichtungen von Objekt- und Referenzwelle in der Hologrammebene
parallel, wird diese Anordnung als "in-line"-Holographie bezeichnet. In diesem Fall {iberla-
gert sich bei der Rekonstruktion das Bild mit der 0. Ordnung und dem Zwillingsbild. Dies
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