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Thesen zur Dissertation

Beleuchtung und Mikro-Kohérenz fiir die Mikroskopie

vorgelegt von Dipl.-Phys. Paul Petruck

In der Arbeit werden ausgewéhlte interferenzoptische Beleuchtungsverfahren der Mikrosko-
pie diskutiert. In der digitalen in-line holografischen Mikroskopie fiihren Interferenzen wie
Speckle zu stérenden Bildfehlern. Die Mikro-Kohérenz verbessert die Bildqualitit, wenn sie
messbar und passend eingestellt ist. Lichtquellen wie die Lumineszenzdiode (LED) miissen
charakterisiert werden. Die Mikroskopie mit strukturierter Beleuchtung bietet eine Auf-
16sung unterhalb der Beugungsgrenze des Objektivs, ist aber in der Grofse des Bildfelds
begrenzt. Kine alternative Beleuchtungsmethode kann eine laterale Auflésung unabhéngig
von der numerischen Apertur des Detektionsobjektivs erreichen und ist auch fiir nicht-

fluoreszierende Proben einsetzbar.

> Raumliche Mikro-Kohédrenz: Messung mit Array-Interferometern

e Der bekannte Youngsche Doppelspalt wird durch ein Apertur-Array erweitert. Bei der
Beleuchtung eines Arrays mit 125x125 nano holes (Durchmesser je 530 nm, Periode

4 pm) entstehen Vielstrahl-Interferenzen.

e Verglichen mit dem Signal-Rausch-Verhiltnis des Interferenzkontrasts eines dquiva-
lenten Doppel-Pinholes wird eine Erhohung des Signal-Rausch-Verhéltnisses bis zu
31 dB (Faktor 1300) erreicht.

e Der rdumliche Kohirenzdurchmesser wird im Mikrometerbereich von 5 pm bis

100 pm fir Lichtquellen wie Halogenlampen und LED gemessen.

> Partiell-kohdrente Lichtquellen: LED, Halogen- und Quecksilberdampflampe

e Die mikro-kohérente Beleuchtung wird durch spektrale Filterung (Interferenzfilter)
und durch Raumfrequenzfilterung (Blenden und Pinholes) von Lichtquellen wie LED,
Halogen- und Quecksilberdampflampen erzeugt. Die zeitliche sowie die rdumliche

Kohérenzlange werden im Mikrometerbereich von 5 pum bis 100 um eingestellt.

e Die Bestrahlungsstiarke der mikro-kohérenten Beleuchtung liegt im Bereich von
102 W/m? bis 10> W/m?2. Mit einem kommerziellen Bildsensor und einem kom-
merziellen Mikroskopaufbau werden Signal-Rausch-Verhéltnisse fiir die Beleuchtung
in der Objektebene bis 30 dB erreicht (Belichtungszeiten zwischen 2 ms und 20 s).



> Digitale in-line holografische Mikroskopie mit mikro-koh&renter Beleuchtung

Die mikro-kohirente Beleuchtung wird fiir die digitale in-line holografische Mikro-
skopie genutzt. Speckle sowie storende Interferenzen aus Mehrfachreflexionen werden

vermieden. Die Bildqualitdt wird verbessert.

Mit angepasster Kohédrenz (zeitliche Kohérenzlange ~ 8 um, raumliche Koharenzlén-
ge ~ 30 pm) werden Hologramme von 1 pum grofsen Objekten aufgenommen und

storungsfreie Bilder generiert (Objekt-Hologramm-Abstand von 50 pm).

Die nutzbare Intensitit ist ausreichend, um eine Bildwiederholrate von 25 Bildern

pro Sekunde (Video) mit einem Signal-Rausch-Verhiltnis von 8 dB zu erreichen.

> Mikroskopie mit strukturierter Beleuchtung durch separate Vielstrahl-Interferenz

Abweichend von den bekannten Verfahren der strukturierten Beleuchtung wird mit
einem neuen Konzept die Beleuchtungsapertur von der Detektionsapertur getrennt.
Fiir die Beleuchtung wird eine planare Chip-Anordnung im Durchlicht verwendet.
Die strukturierte Beleuchtung wird durch Vielstrahl-Interferenzen erzeugt. Ein kom-

merzielles Mikroskop kann durch einen kompakten Aufbau modular erginzt werden.

Fiir die Chip-Anordnung wird ein Array-Interferometer mit 80x80 nano holes (Durch-
messer je 530 nm, Periode 6 um) genutzt. Eine Probe wird von kleinen Interferenz-

Spots (Durchmesser bis %) linsenlos beleuchtet und abgetastet.

Die vom Detektionsobjektiv entkoppelte Chip-Beleuchtung ermdglicht eine hohe Auf-
16sung (NAjjjum > 0,7) unabhéngig von der numerischen Apertur des Objektivs (z.B.
0,2). Das Gesichtsfeld ist durch das Objektiv gegeben (z.B. Durchmesser 2,5 mm).

FEine numerische Rekonstruktion der strukturierten Beleuchtung fiihrt zu einer 3-fach
besseren lateralen Auflosung gegeniiber dem Auflésungsvermogen des verwendeten
Objektivs. Damit ist das ,,Abbe-Limit* des Objektivs bei gleichzeitig grofsem, objek-

tivgegebenen Gesichtsfeld unterschritten.

Das neue Verfahren ermdoglicht eine Weitfeld-Bildgebung von fluoreszierenden sowie

nicht-fluoreszierenden Proben.
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1 Einleitung

In der Arbeit wird ein Teilgebiet der optisch-mikroskopischen Bildgebung behandelt. Im
Fokus steht die Beleuchtung fiir ausgewihlte interferenzoptische Verfahren. Eine stets aktu-
elle Aufgabe ist es, bestehende Verfahren wie die digitale in-line holografische Mikroskopie
oder die Mikroskopie mit strukturierter Beleuchtung zu verbessern. Dies konnte mithilfe
moderner Lichtquellen wie der Lumineszenzdiode (engl. light-emitting diode, LED) oder
angepasster Array-Interferometer realisiert werden. Ein Schwerpunkt ist die Charakterisie-
rung von Lichtquellen und ihrer zeitlichen und rdumlichen Kohérenz sowie ihrer Interfe-
renzfihigkeit im Mikrometerbereich.

Die digitale in-line holografische Mikroskopie ermdglicht eine linsenlose, mikroskopische
Bildgebung bei gleichzeitigem Zugang zu Phasen- sowie 3D-Informationen mit nur einer ein-
zigen Aufnahme des Hologramms. Im Gegensatz zur makroskopischen Holografie liegen die
hier zu untersuchenden Volumina im Mikrometerbereich. Der iibliche Einsatz kohérenter
Lichtquellen (z.B. Laser) mit Kohdrenzléingen weit iiber dem Mikrometerbereich ist bekann-
terweise mit der Entstehung von Speckle verbunden. Eine partiell-koh#rente Beleuchtung
kann solche Stérungen minimieren und somit die Bildqualitdt verbessern. Allerdings feh-
len fiir die Anwendung einer Kohérenz im Mikrometerbereich (Mikro-Kohdarenz) in der
interferenzoptischen Mikrobildgebung systematische Untersuchungen.

Folgende Fragen miissen beantwortet werden: Welchen qualitativen und quantitativen
Einfluss hat eine zeitlich oder eine rdumlich mikro-kohérente Beleuchtung auf die latera-
le Auflésung? Welche Rolle spielt die Dimensionierung des gesamten optischen Aufbaus?
Welche Anforderungen an die Lichtquelle ergeben sich und was leisten Lichtquellen wie
beispielsweise die LED?

Um Kohérenz und Interferenz im Mikrometerbereich quantitativ bewerten zu konnen,
miissen sowohl die zeitliche als auch die rdumliche Kohérenz in diesem Bereich messbar
sein. Wiahrend die zeitliche Kohérenzlinge mit einem Michelson-Interferometer gut be-
stimmbar ist, ist die Messung rdumlicher Kohérenz und des Kohédrenzdurchmessers mithil-
fe des Young-Interferometers begrenzt. Durch die zwingend notwendige Verkleinerung von
Aperturabstand und -gréfe des Youngschen Doppelspaltes auf wenige Mikrometer verrin-
gert sich der Lichtdurchsatz und damit das Signal-Rausch-Verhéltnis des Interferometers
derart, dass eine Messung lichtschwacher Quellen im Mikrometerbereich nicht mehr mog-
lich ist. Eine Aufgabe besteht somit darin, ein auf einem Vielstrahl-Interferometer basie-
rendes Verfahren zu entwickeln, welches die sensitive Messung raumlicher Mikro-Kohérenz

ermoglicht.



1 Einleitung

Der Einsatz einer mikro-kohédrenten Beleuchtung in der digitalen in-line holografischen
Mikroskopie muss quantitativ untersucht werden. Das Ziel ist es, moderne Lichtquellen
wie die LED fiir die interferenzoptische Mikroskopie zugénglich zu machen und gleichzeitig
bestehende Grenzen wie Bildstérungen aufgrund kohérenter Beleuchtung zu verstehen und
zu iiberwinden.

Es stellen sich weitere Fragen: Welche Kohéarenzldngen und Kohérenzdurchmesser lassen
sich durch Filterung einstellen und messen? Welche Lichtmenge steht mit einer gefilterten
Quelle zur Verfiigung? Welche Anforderungen an den Detektor und welche Messzeiten
ergeben sich? Welche modernen Lichtquellen sind fiir eine mikro-kohdrente Beleuchtung
geeignet?

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf der Mikroskopie mit struktu-
rierter Beleuchtung. Aktuelle Verfahren der ,Super-Resolution Mikroskopie (STED,
PALM/STORM und SIM) beschéftigen sich mit der Verbesserung der Auflésung bis weit
unter die klassische Beugungsgrenze (,,Abbe-Limit“). Die dafiir notwendigen Mikroskopauf-
bauten sind aufwendig, kostenintensiv und in ihrer Anwendbarkeit noch begrenzt. So bieten
diese Verfahren eine sehr hohe Auflésung, nutzen aber gleichzeitig ein stark begrenztes Ge-
sichtsfeld. Kurze Arbeitsabstdnde erschweren oft die Probenzuginglichkeit. Zudem sind
alle modernen Methoden auf spezialisierte Fluoreszenzmarker angewiesen, wobei fiir biolo-
gische Anwendungen fluoreszenzmarkerfreie Verfahren wiinschenswert sind.

Eine Aufgabe der Arbeit ist es, ein Beleuchtungsverfahren zu entwickeln, welches ei-
ne Trennung der strukturierten Beleuchtung und ihrer Detektion ermoglicht. Durch den
Einsatz von Objektiven mit geringer numerischer Apertur sind grofe Gesichtsfelder und
grofe Arbeitsabstéinde gegeben. Eine Entkopplung von Beleuchtung und Detektion wiirde
somit eine hohe Auflosung bei gleichzeitig grofem Gesichtsfeld erméglichen. Eine struktu-
rierte Beleuchtung lésst sich wiederum durch Vielstrahl-Interferenzen erzeugen. Es ist zu
untersuchen, ob ein alternatives Beleuchtungskonzept mithilfe eines chip-basierten Array-
Interferometers die bisherige Kompromisslésung vereinfachen und verbessern kann. Die
Analyse von nicht-fluoreszierenden Objekten ist ebenfalls von Interesse.

Die Arbeit ist in die folgenden Kapitel gegliedert: In Kapitel 2 werden Grundlagen zu Ko-
harenz und Interferenz erlédutert. Dabei liegt ein Schwerpunkt auf der Messung réaumlicher
Kohérenz mit Array-Interferometern, welche das Prinzip der Vielstrahl-Interferenz nutzen.
In Kapitel 3 werden partiell-kohérente Lichtquellen vorgestellt und deren Kohirenzparame-
ter vermessen. Kapitel 4 handelt von der digitalen in-line holografischen Mikroskopie und
der Anwendung einer mikro-kohérenten Beleuchtung. In Kapitel 5 wird eine strukturierte
Beleuchtung vorgestellt, welche durch Vielstrahl-Interferenzen erzeugt wird und eine Mikro-
skopie mit erhohter Auflésung und grofsem Gesichtfeld ermdoglicht. Abschliefend werden in

Kapitel 6 die Ergebnisse der Arbeit zusammengefasst.



2 Raumliche Mikro-Koharenz:

Messung mit Array-Interferometern

2.1 Grundlagen zu Kohdrenz und Interferenz

Der Kohdrenzbegriff

Kohdrenz (von lat. cohaerere, jzusammenhingen®) beschreibt im physikalisch-optischen
Sprachgebrauch die Eigenschaft von Lichtwellen, miteinander zu interferieren. Die Inter-
ferenz ist eine zeitlich sowie ortlich stationédre Erscheinung, bei welcher sich die komplexwer-
tigen Amplituden zweier oder mehrerer optischer Felder nach dem Superpositionsprinzip
iiberlagern. Der Kohdrenzbegriff ermoglicht die genauere Beschreibung der Interferenz und
aller dazugehorigen physikalischen Grofen.

In der Quantentheorie geht man von kohdrent superponierbaren Zustinden aus. Ein Zu-
stand wird dabei als Ensemble von Wahrscheinlichkeitsdichten interpretiert. Der Messpro-
zess, welcher ein Eingriff in das betrachtete, quantenmechanische System darstellt, fiihrt
zur Dekorrelation eines kohirenten Uberlagerungszustands, weshalb hier der Begriff der
Dekohdrenz [1] eingefiihrt wurde. Dekohérenz ist ein wesentlicher Bestandteil beim Uber-
gang zu makroskopischen Systemen, wobei der Uberlagerungszustand in eine statistische
(klassische) Verteilung von unkorrelierten Einzelzustédnden iibergeht.

Klassisch beschreibt die Kohdrenz die Fahigkeit von Lichtwellen, sich konstruktiv und
destruktiv zu iiberlagern. Hierfiir wird eine Korrelationsfunktion I' definiert [2,3]. Diese
wechselseitige Kohérenzfunktion I' beschreibt die Kreuzkorrelation eines stationéren Wel-
lenfelds w an zwei verschiedenen Punkten im Raum (r; und r3) und zu verschiedenen
Zeiten (t; und to =t + 7):

T
[(ry,r,7) =Ta(7) = Tlim / w*(ry,t) w(rg, t + 7) dt . (2.1)

Dabei wird die Korrelation als Erwartungswert des Wellenfelds w beschrieben. Durch Nor-

mierung lasst sich der komplexwertige Kohdrenzgrad ~ definieren als

Flg (T)
I'11(0) I'x2(0)

Y12(7) = = |y1a(7)| €120 | (2.2)

wobei T';(0) = I; die Intensitéit ergibt und ®15(7) den Phasenwinkel zwischen beiden



2 Réumliche Mikro-Kohédrenz: Messung mit Array-Interferometern

Wellenfeldern darstellt.

In der Praxis werden die Interferenzeigenschaften zweier Lichtbiindel untersucht, indem
diese iiberlagert werden und der Interferenzkontrast gemessen wird. Analytisch ldsst sich
diese Zwei-Strahl-Interferenz anhand der Uberlagerung zweier stationirer Wellenfelder

und wuy folgendermafen formulieren:

Usum = U1 + U2
Ium = (Usum Ugym)
= L +1+2Re{l2(7)}
= L+ I+ 2y/T1 Iy |y12(7)] cos ®1a(7) - (2.3)

Der Interferenzkontrast K ergibt sich aus den lokalen Extrema:

I'max — Imin o 2 \/Il I

K = =
Irnax +Imin Il +I2

[y2(7)] - (2.4)

Dabei lasst sich folgende Fallunterscheidung vornehmen:

|v12(7)] = 1 ... (vollstindige) Kohéirenz,
0 < |ma2(7)] < 1 ... partielle Kohdrenz und (2.5)
|v12(7)] = 0 ... (vollstindige) Inkohérenz.

In der physikalischen Realitét existieren weder vollstindig koh&rente, noch vollstdndig
inkohérente Lichtquellen, denn dazu miisste das Spektrum einer kohdrenten Quelle streng
monochromatisch und die Quelle selbst punktférmig, d.h. ohne jegliche Ausdehnung, sein.
Inkohé&rente Quellen hingegen miissten ein unendlich ausgedehntes Spektrum haben und
auf einer unendlich ausgedehnten Fliche emittieren. Beide Extremfille werden in der Rea-
litdt nicht erreicht, so dass alle natiirlichen und kiinstlichen Lichtquellen partiell-kohédrent
sind. Thermische Lichtquellen und Lumineszenzstrahler werden dabei als schwach (partiell)
kohérent eingeordnet (|yi2(7)| — 0), wahrend Laser als stark (partiell) koh#rent charakte-
risiert werden (|yi2(7)| — 1).

Die Kohéarenzfunktion lésst sich im speziellen Fall in einen zeitlichen (longitudinalen)

Anteil und einen rdumlichen (transversalen) Anteil separieren.

Zeitliche Koharenz

Zeitliche Koharenz beschreibt die Korrelation zweier Wellenfelder an ein und demselben
Ort, dabei gilt r;1 = ry. Daraus folgend wird lediglich die (Auto-)Korrelation zu unter-

schiedlichen Zeiten 7 betrachtet:

F(?"l,TQ,T) — F(Tl,’l“l,T) :FH(T) :F(T) . (2.6)



2.1 Grundlagen zu Kohédrenz und Interferenz

Jedes Wellenfeld besitzt ein charakteristisches Leistungsspektrum W (v), dem sich eine
mittlere Frequenz U sowie eine spektrale Frequenzbandbreite Av zuordnen lassen. Ein
exakter Zusammenhang zwischen dem Leistungsspektrum W (r) des Wellenfelds und dem
zeitlichen Anteil der Kohérenzfunktion I'(7) ist durch das Wiener-Khintchine-Theorem [4,

5] gegeben. Demnach sind beide mittels Fouriertransformation ineinander tiberfithrbar [2]:
(1) = / W(v) exp(—i2nvT)dv. (2.7)
0

Die spektrale Breite Av kann dabei auch als reziproke Kohérenzzeit 1/7., = Av in-
terpretiert werden. Diese gibt an, in welchem Zeitinterval das beobachtete Wellenfeld ko-
harent, d.h. mit korrelierten Phasen, beobachtet werden kann. Diese Interpretation stellt
eine Vereinfachung des Kohérenzgrads nach Fallunterscheidung (2.5) dar, bei der ein frei
wiahlbarer Wert als Grenze zwischen |y12(7)| = 0 und |y12(7)| = 1 angenommen wird, oh-
ne den Bereich der partiellen Kohérenz direkt einzubeziehen. Die Kohérenzzeit 7.on ldsst
sich in eine charakteristische Kohérenzlinge Lcon, = ¢ Teon umformen, wobei ¢ die Ausbrei-
tungsgeschwindigkeit im Medium beschreibt. Ein in der Praxis oft verwendeter Ansatz zur
Berechnung der Kohérenzlange ist mit folgender Approximation [6, Seite 268| gegeben:
2In2 A2 A2

Lcoh =

wobei ein gaufférmiges Spektrum sowie dessen Halbwertsbreite (FWHM) als spektrale
Bandbreite A\ und A = ¢/v als Wellenldnge angenommen werden. Als Grenzwert der Ko-
hérenzfunktion wird ein in der Praxis gingiger Kohdrenzgrad von |y(7)| = 0,5 angenom-
men. Im Beispiel fiir eine zentrale Wellenldnge von A = 500 nm wiirde bei einer spektralen
Breite von AX = 10 nm die Kohérenzlange bei Lo, = 11 pm liegen, bei einer Bandbreite
von AX = 1 nm hingegen bei L., = 110 um. Das bedeutet, dass gute zeitliche Kohérenz

nur von quasi-monochromatischen Lichtquellen realisiert werden kann.

Raumliche Kohirenz

Licht aus einer punktformigen Quelle kann stets interferieren, da es rdumlich kohdrent ist.
Analog zu Spezialfall (2.6) lasst sich eine Korrelation zweier Wellenfelder an verschiedenen
Orten innerhalb einer zur Ausbreitungsrichtung senkrechten Ebene und zu einer festen
Zeit T = 0 betrachten:

F(’r‘l,TQ,T) — F(T‘l,TQ,O) = F12(0) = Flg . (29)

Anstelle des Leistungsspektrums W (v) ldsst sich mithilfe des Ortsfrequenzspektrums ein
Zusammenhang zum rdumlichen Anteil der Kohérenzfunktion I'1o herstellen. Das Theorem
nach van Cittert und Zernike |7, 8| besagt, dass die Kohérenzfunktion in einer zur Quell-

ebene parallelen Ebene der Fouriertransformierten der Intensitétsverteilung I(£,n) in der
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Quellebene entspricht [2]:

I = exp(iw)//oo I1(&,m) exp (_Zfﬂ- <X1]—%X2£+ Y1];Y2n>> d§ dn mit

o oon (X7 +YP) — (X3 +YD))
o= T (2.10)

Dabei sind r; = (X;,Y;, Z;) die Koordinaten der beiden Punkte im Raum, welche zu-
dem in ein und derselben Ebene senkrecht zur Ausbreitungsrichtung des Wellenfelds
(Zy = Zy = Z) liegen. R (= Z) beschreibt den Abstand dieser Ebene von der Quellebene
und 1 ist ein Phasenvorfaktor. Dabei wird angenommen, dass R > X; sowie R > Y;
(Fraunhofer-Naherung) sind und die Quellverteilung I(£,n) unkorreliert und damit inkoh#-
rent ist.

Um einen geometrischen Parameter zur Charakterisierung der rdumlichen Kohérenz ver-
gleichbar zur (zeitlichen) Kohérenzlange nach Formel (2.8) zu erhalten, wird ein frei wihl-
barer Grenzwert fiir die Kohérenzfunktion festgelegt und man erhélt eine charakteristische
Kohédrenzfliche Ay Falls eine radialsymmetrische, homogene Quellverteilung vorliegt,
folgt nach Formel (2.10) eine Kohérenzfunktion mit Airy-scheibchenférmigem Verlauf. Die
dann kreisférmige Kohérenzfliche Ao ldsst sich vereinfacht durch einen Kohirenzdurch-
messer Do, beschreiben:

Deon =2m e (2.11)
P

Hierbei bezeichnet p den Durchmesser der kreisférmigen Quellverteilung. Der Kohirenz-
durchmesser Do, kann auch als laterale (rdumliche) Kohérenzlange bezeichnet werden.
Fiir manche Betrachtungen kann ein Raumwinkel 6 ~ }% eingefithrt werden, der beschreibt,
unter welchem Winkel die Quelle in der entsprechenden Ebene gesehen wird. Die Wahl des
Parameters m richtet sich meist nach der Anwendung, bei welcher beschrinkte, partielle
Kohérenz zum Einsatz kommt. So lassen sich beispielsweise die folgenden Werte fiir m

wahlen

0,16 mit |y12| = 0,88 ... ,gute* Kohérenz [9, Seite 562],
0,35 mit |y12] 0,5 ... analog zur Halbwertsbreite, vgl. (2.8),
0,50 mit |y12] ~ 0,15 ... Kohérenzbedingung nach E. Verdet,

0,61 mit |y12] =0 ... erste Nullstelle der Kohéirenzfunktion.

Typische Werte der Beleuchtung in der Mikroskopie liegen bei R ~ 10 cm und fiir p im Be-
reich von < 1 mm bis 10 mm, woraus sich fiir A = 500 nm Kohérenzdurchmesser im Bereich
von 5 pum bis {iber 50 um ergeben. Hierbei ist 8 < 6°. Eine Ausnahme bildet die Beleuch-
tung mit einem Kondensor. Dabei wird der Beleuchtungswinkel und damit die numerische
Apertur der Beleuchtung vergrofkert, woraus eine Verkleinerung des Kohdrenzdurchmessers
folgt.
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Koharenzvolumen

Nach Definition sowie Separation der allgemeinen wechselseitigen Koharenzfunktion steht
die zeitliche Kohdrenzldnge L.y, orthogonal zur Kohérenzfliche Acq,. Aus beiden Parame-
tern lasst sich ein Kohédrenzvolumen V., konstruieren:

m

Vcoh = Acoh Lcoh = 4

D2, Leon - (2.12)

Das Kohérenzvolumen stellt somit einen approximierten, geometrischen Parameter anstel-
le der exakten Kohérenzfunktion zur Verfligung und erlaubt damit die vollstdndige Cha-
rakterisierung eines partiell-kohdrenten Wellenfelds im Ortsraum anhand eines festgeleg-
ten Grenzwerts beziiglich des Kohédrenzgrads |yi2(7)|. Da die allgemeine Kohérenzfunkti-
on I'12(7) von den Ortsraumkoordinaten r; abhéngig ist, verhélt sich auch das Koharenz-
volumen Vo, bei einer Ausbreitung des Wellenfelds nicht konstant, sondern hingt nach
Formel (2.11) von R ab.

Kohdrenzmessmethoden

Heutige Detektoren sind in der Lage, den Energiefluss pro Fliche und iiber eine bestimmte
Integrationszeit zu messen und somit die Bestrahlungsstarke zu bestimmen. Mit solchen
Detektoren lasst sich die Kohdrenzfunktion nicht direkt messen. Da der Kohéarenzbegriff
aus einer Modelldefinition folgt, um (stationére) Interferenzerscheinungen beschreiben zu
konnen, werden Interferometer verwendet, mit denen die Kohérenzfunktion anhand (statio-
nérer) Intensititen indirekt vermessen werden kann. Bei den meisten Messmethoden wird
auf approximierende Modelle zuriickgegriffen und nach zeitlichem und rdumlichem Anteil
separiert. Die Messung rdumlicher Kohérenz wird in den Kapiteln 2.2 und 2.3 behandelt.

Zeitliche Kohédrenz kann durch die Kohérenzzeit 7., ausgedriickt werden. Es wird auf
die Kohérenzlinge L¢o, als Messgrofse zuriickgegriffen. Zur Bestimmung dieser wird Licht
aus ein und demselben Quellpunkt iiber verschiedene optische Weglingen ausgebreitet
und anschliefend wieder iiberlagert. Diese Vorgehensweise wird mit einem Michelson-
Interferometer realisiert [3] (siche Abb. 1). Um réumliche Kohédrenz zu gewéhrleisten, wird
eine kleine Aperturblende hinter der Quelle eingesetzt. Ein Strahlteiler dient zur Aufspal-
tung des Ausgangsbiindels in zwei getrennte Interferometerstrecken S; und Sy = S1 + AS.
Wihrend eine dieser beiden Strecken konstant gehalten wird, kann die andere in ihrer
Lange variiert werden. Diese Langenvariation AS entspricht einer Variation der Korrelati-
onszeit 7. Somit lisst sich nach anschlieRender Uberlagerung beider optischer Teilwege ein
Interferenzbild erzeugen, welches die (punktuelle) Autokorrelation des Ausgangswellenfelds
beinhaltet. Der am Detektor gemessene Interferenzkontrast stellt nach Formel (2.4) den
Betrag des zeitlichen Kohérenzgrads dar.

Eine weitere indirekte Methode zur Bestimmung der zeitlichen Koh&renzfunktion ist die

Messung des Spektrums des Wellenfelds mit einer anschlieffenden Fouriertransformation
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Spiegel 1

A
Y

Strahl- ', Spiegel 2

teiler i
Quelle} oo e l s N
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Y Weglange ~5/2

Detektor | ]

Abb. 1: Schematischer Aufbau des Michelson-Interferometers: Das Licht einer Punktquelle wird
in zwei Teilbiindel aufgespalten, welche jeweils verschiedene Strecken durchlaufen und anschlie-
fend wieder iiberlagert werden. Anhand der Léngendifferenz AS und des am Detektor gemessenen
Interferenzkontrasts lisst sich die Kohérenzldnge der Quelle bestimmen.

nach Formel (2.7). Die Umkehrung dieses Prinzips findet in der Fourier-Spektroskopie
Anwendung. Eine Approximation der Kohérenzlinge ist beispielsweise durch Formel (2.8)
gegeben.

Bei einem einfachen, unstabilisierten Helium-Neon-Laser liegt die Kohérenzlinge im Be-
reich der Resonatorlinge, typischerweise bei etwa 25 cm [9]. Die Halbwertsbreiten von
Spektrallinien einer Entladungslampe fithren hingegen zu vergleichsweise kurzen Kohirenz-

léingen im Bereich von nur wenigen Mikrometern.

Variation der Koharenzfunktion

Da die Kohéarenzfunktion I'j2(7) eine ortliche Abhéngigkeit besitzt, kann Kohérenz nicht
als alleinige Eigenschaft der verwendeten Lichtquelle verstanden werden, sondern ist auch
von der Ausbreitung des betrachteten Wellenfelds abhéngig. Dabei kann gezielt in den Aus-
breitungsprozess eingegriffen und somit die Kohérenz des Wellenfelds manipuliert werden.
Eine dafiir typische Vorgehensweise ist die Verwendung von optischen Filtern.

Um die zeitliche Kohérenz eines Wellenfelds zu dndern, werden Farb- oder Interferenzfil-
ter genutzt, welche das Spektrum der verwendeten Quelle gezielt einschrinken. Es ver-
ringert sich die effektive Bandbreite, wenn, ausgehend von einem breiteren Quellspek-
trum, kleine Bereiche des Spektrums herausgefiltert werden. Dadurch erhéht sich nach
Formel (2.8) die Kohérenzlinge. Eine andere Moglichkeit, zeitliche Kohérenz gezielt zu
beeinflussen, ist die Verwendung von zeitlich gepulsten Wellenfeldern. Hierfiir werden ty-
pischerweise Ultrakurzpulslaser verwendet. Dabei ist die resultierende Kohérenzliange iden-
tisch mit der Pulslinge des verwendeten Laserpulses.

Der rdumliche Kohdrenzgrad, und damit verbunden die Grofe der Kohérenzflache, 1dsst
sich ebenfalls durch Filter beeinflussen. Ausschlaggebend ist dabei der Raumwinkel 6, un-

ter dem die Quelle gesehen wird. Dieser kann einerseits durch eine (in einer abgebildeten,
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sekundaren Quellebene) zusitzlich eingebrachte Aperturblende beeinflusst werden. Dabei
wird die Grolke der Quellebene kiinstlich reduziert und dadurch die Kohérenzflache ver-
grofsert. Andererseits besteht die Moglichkeit, den Abstand zwischen Quell- und Beobach-
tungsebene zu verdndern. Dabei kénnen auch Linsen zum Einsatz kommen, welche die
Quellebene beispielsweise ins Unendliche abbilden. An einem optischen Mikroskop sind
diese beiden Filtertypen einerseits durch die Leuchtfeldblende und andererseits durch den
Kondensor gegeben. Letzterer ist bei der ,Kéhlerschen Beleuchtung® fiir eine Ausleuch-
tung der Objektebene mit sehr geringer rdumlicher Kohérenz verantwortlich und férdert
dadurch das Auflésungsvermégen des Mikroskops. Idealerweise liegt der Kohérenzdurch-
messer dann unterhalb der Auflosungsgrenze des verwendeten Objektivs und somit meist
auch unterhalb der verwendeten Wellenldnge.

Fiir den Fall, dass in einem rdumlich quasi-kohdrenten Wellenfeld der Kohdrenzgrad
verringert werden soll, kénnen aktive Diffusoren (wie eine rotierende Streuscheibe oder
ein fliissigkeitskristall-basierter raumlicher Phasenmodulator) genutzt werden. Dabei wird
die zuvor korrelierte Phasenbeziehung im Wellenfeld (in einem Zeitraum unterhalb der
Detektionszeit) statistisch variiert und somit dekorreliert.

Bei der Manipulation der Kohérenzfunktion durch Filterung, insbesondere wenn es sich
um eine Erh6éhung des Kohérenzgrads handelt, besteht eine unvermeidbare Folge darin,
dass von der urspriinglichen Strahlungsleistung der Quelle lediglich ein Bruchteil fiir den
weiteren Abbildungs- und den anschliefsenden Detektionprozess genutzt werden kann. Die
Empfindlichkeit des Detektors sowie das Rauschverhalten von Quelle und Detektor begren-
zen die Messbarkeit von Interferenzen. Die relevanten Grofen, welche die Strahlungsleis-
tung und die Kohérenzeigenschaften miteinander verkniipfen, sind beziiglich der Quelle die
spezifische spektrale Ausstrahlung (auch spektrale Ausstrahlungsstromdichte, engl. spectral
emittance, genannt) und beziiglich des Detektors die spektrale Bestrahlungsstirke (auch
spektrale Strahlungsstromdichte, engl. spectral irradiance, genannt). Beide Grofen werden
in Watt pro Quadratmeter (bezogen auf die Flidche) und pro Nanometer (bezogen auf das

Spektrum) angegeben.
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2.2 Young-Interferometer

Grundlagen

Monochromatisches Licht aus einer nahezu punktférmigen Quelle ist interferenzfihig. Die
Interferenzféhigkeit hingt von der realen Grofe der Quelle ab und wird durch die rdum-
liche Kohérenz beschrieben. Raumliche Kohérenz ist dabei durch die Kreuzkorrelation
eines Wellenfelds zwischen zwei verschiedenen Ortspunkten und zu einem festen Zeitpunkt
definiert. Dieses Modell wird experimentell mithilfe eines Doppelspalts iiberpriift. Das
Doppelspalt-Interferometer wurde erstmals von T. Young zu Beginn des 19. Jahrhunderts
realisiert [2,10]. Anstelle der Spalte werden haufig auch kleine, kreisrunde Aperturblenden
(engl. pinholes) verwendet [3,11]. Den schematischen Aufbau zeigt Abbildung 2.

Die beiden Aperturen liegen in der Ebene, in welcher der rdumliche Kohérenzgrad gemes-
sen werden soll. Das Doppel-Pinhole wird dabei von einer Lichtquelle beleuchtet. Um die
rdumliche Kohérenz vermessen zu konnen, darf die zeitliche Koh#renz nicht einschrinkend
wirken. Es wird quasi-monochromatisches Licht verwendet. In Abhingigkeit von der Grofe
der Quelle, des Abstands von Quelle und Doppelspalt sowie des Abstands der Spaltaper-
turen voneinander kommt es hinter dem Doppelspalt zur Interferenz. Der Kontrast der
entstehenden Interferenzstreifen ist (bei identischen Aperturgrofen) als raumlicher Kohé-

renzgrad definiert (siehe auch Formel (2.4)). Anhand eines einzigen Werts fiir den Kohérenz-

Doppel-Pinhole Interferenz-
muster

ausgedehnte
Lichtquelle

WL VAVAN

In2[ =77%  |y12| =48%  |yi2[ =17%  |y12| =3%

Abb. 2: Schematischer Aufbau des Youngschen Doppelspalt-Interferometers: Eine ausgedehnte,
monochromatische Lichtquelle beleuchtet eine Apertur in Form eines Doppel-Pinholes. Beide Pin-
holes erzeugen zwei aperturabhingige Beugungskegel, welche sich anschlieffend iiberlagern und in-
terferieren. Der Kontrast der dabei entstehenden Interferenzstreifen korreliert mit dem rédumlichen
Kohérenzgrad |y12| in der Spaltebene und erhoht sich mit einer Vergroferung des Quellabstands
oder einer Verkleinerung der Quellgrofie sowie einer Verkleinerung des Spaltabstands. Hier sind
experimentelle Aufnahmen fiir die Kontrastmodulation mit Werten zwischen |vy12] =3 % und 77 %
gezeigt [12].
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grad ldsst sich der Verlauf der rdumlichen Kohdrenzfunktion allerdings noch nicht ableiten.
Nur durch eine Variation des Abstands beider Pinholes kann dieser Verlauf bestimmt wer-
den. Falls eine exakte Quellverteilung bekannt ist, kann die Kohérenzfunktion auch direkt
nach (2.10) berechnet werden. Eine Approximation fiir die Groke der Kohédrenzfliache fiir
homogene, kreisrunde Quellen ist durch Gleichung (2.11) gegeben. Der Kohérenzgrad er-
gibt sich dann aus der Fouriertransformierten der Verteilungsfunktion der kreisférmigen
Quelle und wird durch einen Airy-scheibchenférmigen Verlauf beschrieben [2]:

12| = 2 Jé(f) mit  § = w% : (2.13)

Dabei ist J; die Besselfunktion erster Gattung und erster Ordnung. p beschreibt den Durch-
messer der Quelle, d ist der Abstand beider Pinholes und R ist der Abstand von der (sekun-
déren) Quellebene bis zur Pinhole-Ebene. Der Durchmesser der Kohérenzflache berechnet
sich nach Formel (2.11).

Messbarkeit im Mikrometerbereich

Fiir die Vermessung partieller Kohédrenz mit lateralen Kohédrenzlangen im Mikrometer-
bereich sollten beim Young-Interferometer die Aperturabstinde des Doppel-Pinholes eben-
falls im Mikrometerbereich liegen. Die Verkiirzung des Spalt- oder des Pinhole-Abstands
fordert eine gleichzeitige Verkleinerung der Spaltgroke auf wenige Mikrometer. Bei einem
geeigneten Verhdltnis von Lochabstand und -gréfe konnen die Lochgréfsen bereits im Be-
reich der Wellenldnge von sichtbarem Licht liegen. Die detektierte Intensitdt nach einem
Pinhole nimmt dabei quadratisch mit dem Pinhole-Durchmesser ab. Lichtschwache Quellen
wie thermische Strahler oder LED verfiigen iiber eine begrenzte spektrale Ausstrahlungs-
stromdichte. Filterprozesse, welche die Kohérenz der Beleuchtung erhéhen, reduzieren die
nutzbare Intensitit ebenfalls. Die Detektion des Interferenzmusters ist je nach Detektor
durch dessen Empfindlichkeit und Rauschverhalten bei geringer Intensitat limitiert. Zwar
kann man mit Detektoren wie Photomultipliern, Avalanche-Dioden oder electron multi-
plying charge-coupled devices (EM-CCD) einzelne Photonen nachweisen, doch der Inter-
ferenzkontrast lésst sich naturgem&f nur aus einem Ensemble von Photonen bestimmen,
so dass sich die Messzeit verldngert. Moderne digitale Bildsensoren wie Peltier-gekiihlte
CCDs, back side illuminated CCDs (BSI-CCD) oder back side illuminated complementary
metal ozide semiconductors (BSI-CMOS) sind trotz Rauschpegeln unterhalb der Grenze
des Photonenrauschens und Quanteneffizienzen bis nahezu 100 % in der Regel nicht in der
Lage, mit Messzeiten im Millisekunden- bis Sekundenbereich derart geringe Intensitédten

mit gutem Signal-Rausch-Verhéltnis zu detektieren.
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Weitere Messmethoden

Neben dem klassischen Doppelspalt-Experiment gibt es weitere Moglichkeiten zur Messung
rdumlicher Kohdrenz. Es werden zwei weitere Systeme unterschieden: Bild-invertierende
Interferometer und Vielstrahl-Interferometer. Beide Systeme haben im Vergleich mit dem
einfachen Doppel-Pinhole-Interferometer aufgrund ihres physikalischen Prinzips einen ge-
steigerten Lichtdurchsatz.

Bild-invertierende Verfahren implementieren den folgenden Ansatz: Die Kreuzkorrelation
zweier Punkte wird erreicht, indem die Bildebene, in welcher die Kohirenz gemessen werden
soll, um eine oder zwei Achsen gespiegelt wird und sich anschliefend mit der urspriinglichen
(ungespiegelten) Bildebene tiberlagert [13—-16]. Im Bereich der optischen Achse interferieren
dann, je nach Groke der Kohdrenzfliche, gegeniiberliegende Bildpunkte miteinander. Durch
Anwendung eines bild-invertierenden Interferometers zur Vermessung der Kohérenzfliche
eines broad-area vertical-cavity surface-emitting lasers (BA-VCSEL) wurde der Messbereich
bis auf einen Mikrometer erweitert [17]. Ein solches Interferometer lasst sich aufgrund der
bendtigten Strahlteiler und bild-invertierenden Elemente wie Prismen jedoch schwer in
Mikroskope oder kompakte, bildgebende Chipsysteme integrieren. Zudem erfordert die
erhohte Komplexitit des Aufbaus eine aufwendige Justierung.

Vielstrahl-Interferometer nutzen anstatt zweier Spalte oder Pinholes eine gréfsere Anzahl
an Aperturen. Die Idee dabei ist, die beim Doppel-Pinhole-Interferometer notige mehrfa-
che Messung mit verschiedenen Pinhole-Absténden zu parallelisieren und gleichzeitig den
Durchsatz des Interferometers zu erh6hen. Die Parallelisierung erméglicht es, die Kohé-
renzflache mit nur einer einzigen Messung bestimmen zu kénnen [18]. Eine weiterfiihrende
Unterteilung dieses Interferometertyps kann nach der Anordnung der Aperturen vorgenom-
men werden. So gibt es redundante (periodische) Anordnungen [19,20], nicht-redundante
Anordnungen [18,21] sowie statistische Anordnungen mit einer Auswertung von Speckle-
Mustern [22,23]. Nicht-redundante Arrays haben gegeniiber redundanten Arrays den Vor-
teil, auch nicht invariante Kohédrenzfunktionen vermessen zu kénnen. Die Auswertung der
komplexen Interferogramme erfolgt in der Regel iiber eine Analyse des Fourierspektrums.

Mejia und Gonzalez |18] verwendeten fiir ihr Experiment mit einer nicht-redundanten
Anordnung Lochgréfen von 500 pm und Abstdnde von mindestens 4 mm, was eine Mes-
sung der rdumlichen Kohérenz im Bereich von etwa 1 mm bis 10 mm ermoglichte. Barreiro
und Ojeda-Castanieda [19] experimentierten mit einem einfachen periodischen Gitter mit
127 pum Periode. Castaneda und Jaroszewicz [20] rechneten in ihrer Simulation mit Spal-
ten mit 6 pmx300 pm Grofe und einer Periode von 48 pm. Mit den beiden letzteren
Anordnungen lassen sich Kohérenzdurchmesser im Bereich um 100 gm bestimmen.

Die in der interferenzoptischen Mikroskopie verwendeten Kohérenzdurchmesser liegen
in der Regel unter 100 pym. Eine kompakte, planare Chip-Anordnung muss deswegen eine

Messung der raumlichen Kohédrenz im Bereich von 5 pym bis 100 pm ermdglichen.
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2.3 Array-Interferometer

2.3.1 Vielstrahl-Interferenz und der Talbot-Effekt

Eine Erweiterung des Youngschen Doppel-Pinhole-Interferometers wurde durch den Ein-
satz von Vielstrahl-Interferenzen realisiert [18-21]. Vielstrahl-Interferenzen treten beispiels-
weise bei optischen Gittern (aufgrund transversaler Kohdrenz) oder bei Mehrfachrefle-
xionen in optischen Schichtsystemen (aufgrund longitudinaler Kohérenz) auf. Die kon-
struktive Uberlagerung von vielen Strahlenbiindeln kann durch Interferenz zu einem lo-
kalen Intensitdtsmaximum fiithren, welches die mittlere Gesamtintensitit um Gréfenord-
nungen iibersteigt. Eine analytische Darstellung von Interferenzerscheinungen, die auf der
(partiell-)kohsirenten Uberlagerung von mehr als zwei Strahlen beruht, lisst sich anhand
von Formel (2.3) und auf der Grundlage des Superpositionsprinzips auf den Fall mit N
Strahlen erweitern [12,24]:

N
Usum = g Up
p=1
N p—1

N
Lum = Y L+2 ) Y /I, I; |ypg(r) cos Bpy(r) . (2.14)
p=1

p=2q=1

Dabei werden in der Doppelsumme alle N(/N —1)/2 Kombinationen von Strahlenpaaren
mit dem jeweils zugeordneten, wechselseitigen Koharenzgrad 7, 4(7) beachtet. Im Vergleich
zum Doppel-Pinhole-Interferometer und der dabei auftretenden Zwei-Strahl-Interferenz
kann die Maximalintensitiit bei Vielstrahl-Interferenz um den Faktor N2/4 erhoht sein,
falls sich alle Teilstrahlen vollstandig kohérent {iberlagern und alle wechselseitigen Phasen-
differenzen (®,,(7) mod 27) = 0 sind.

Der Talbot-Effekt

Die Grundlage fiir identische Phasendifferenzen kann nur durch eine spezielle Form der
Vielstrahl-Interferenz, jene mit periodischer Feldverteilung, realisiert werden. Diese kann
beispielsweise durch periodische Gitteranordnungen erzeugt werden. Die Interferenzfigur ei-
ner derart periodischen Quell- beziehungsweise Intensitétsverteilung wird durch den Talbot-
Effekt [25-28] beschrieben. Charakteristisch fiir diese Vielstrahl-Interferenzen sind die im-
mer wiederkehrenden Interferenzmuster in periodisch auftretenden Ebenen entlang der
optischen Achse. In diesen Ebenen, den Talbot-Ebenen, dhnelt die Interferenzfigur der pe-
riodischen Quellverteilung. Man spricht deshalb auch vom Selbstabbildungseffekt [27-30].
Die Lage zp dieser Ebenen (Abstand zur periodischen Apertur) ist definiert mit:
AQ

ar=2T (2.15)
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Dabei ist T eine beliebige natiirliche Zahl und A die Periode der Feldverteilung. In erwei-
terter Form kann 7' auch eine positive rationale Zahl sein, wodurch die dortigen Ebenen
durch den fraktionalen Talbot-Effekt [26,28] gekennzeichnet sind.

Abbildung 3 zeigt beispielhaft die Entwicklung eines solchen Talbot-Interferenzmusters
im zweidimensionalen Fall. Ein periodisches Amplitudengitter wird mit einer ebenen, mono-
chromatischen Welle beleuchtet. Die einzelnen Gitteraperturen beugen das Licht zu kegel-
artigen Beugungsfiguren, welche sich anschliefend kohéarent iiberlagern. Deutlich erkennbar
sind die dabei entstehenden, immer wiederkehrenden Interferenzebenen.

Neben der Lage der Talbot-Ebene kann der lokale Interferenzkontrast [12], aber auch die
Grofe der Interferenz-Spots [24] bestimmt werden. Mit Verkleinerung der Kohédrenzflache
nimmt der Kohérenzkontrast ab, wihrend die Spot-Grofse zunimmt. Bei der Zwei-Strahl-
Interferenz entspricht der Interferenzkontrast dem rdumlichen Kohirenzgrad. Dieser Zu-
sammenhang ist bei Vielstrahl-Interferenz nicht mehr gegeben. Durch die Aufsummierung
von verschiedenen rdumlichen Kohérenzgraden |vy,4(7)| bei Vielstrahl-Interferenzen (vgl.
Formel (2.14)) ldsst sich anhand des Interferenzmusters keine direkte Messung eines einzel-
nen Kohé#renzgrads realisieren. Deshalb ist auch eine Auswertung des Interferenzkontrasts
nur mit zusétzlichem Aufwand beispielsweise durch Fouriertransformation [19] oder Fal-
tung [20] moglich. Eine einfache Messung des Kohérenzdurchmessers kann erfolgen, indem
die Grofe der Interferenz-Spots ausgewertet wird [24].

Die Grofse der Interferenz-Spots hiangt von verschiedenen Parametern ab, welche sich alle
anhand einer numerischen Apertur abschitzen lassen. Letztendlich bestimmt die kleinste

aller numerischen Aperturen im System die Groke der Interferenz-Spots. Es gilt nach Abbes

Beleuchtung mit
ebener Welle

A1

—
—
—
—
—
—
—
- ——
—
—
| —
—

Periodische Apertur Talbot-Ebenen
(z.B. Transmissionsgitter) Zraii L1y

Abb. 3: Schematische Darstellung zur Entstehung des Talbot-Effekts mit den charakteristischen
Talbot-Ebenen: Eine mit einer ebenen Welle beleuchtete, periodische Apertur erzeugt ein periodi-
sches Beugungs- und Interferenzmuster. Nach festen Langen zp entstehen Talbot-Ebenen: planare
Flachen mit sehr kontrastreichen Interferenzen. Die Abbildung zeigt eine Simulation im zweidi-
mensionalen Raum. Folgende Parameter wurden verwendet: Kohédrenzgrad |v,,(7)| = 1, Gitterpe-
riode A = 5 um, Apertur6ffnungen von jeweils 1,5 pm und Wellenléinge A = 500 nm.
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2.3 Array-Interferometer

Auflosungskriterium [31-33]| fiir kohérente, schrige Beleuchtung:

A

m . (2.16)

dspot =
Hier kann die kleinste numerische Apertur auch mit NA,,;, = sin ¢ {iber den Halbwinkel ¢
beschrieben werden. Die Aperturgréfse der beugenden Pinholes definiert eine Beleuchtungs-
apertur NApinhole ~ 1,22 %, wobel a den Durchmesser der Pinholes beschreibt. Diese nu-
merische Apertur wird NApinnole = 1, falls die Aperturgréfe a < 1,22 X ist. Dann erzeugen
die Pinholes nahezu sphérische Wellen mit einem Beleuchtungswinkel von 180°.

Die Groke der Kohérenzfliche hat ebenfalls Einfluss auf die Spot-Groke, denn nur die
Beugungskegel der Pinholes innerhalb der Kohérenzfliche interferieren. Somit ergeben der
Radius der Kohdrenzfliche und der Abstand der Talbot-Ebene einen Halbwinkel, welcher
auch als Aperturwinkel (kohédrenter Beleuchtung) fiir die Erzeugung der Interferenz-Spots
betrachtet werden kann. Falls die Kohdrenzfliche der begrenzende Parameter der Spot-
Grofe ist, lasst sich aus (2.11) sowie (2.16) fiir den Kohérenzdurchmesser Dy, ableiten [24]:

T

Dcoh ~2mA .
dSpot

(2.17)

Die Approximation gilt dabei streng genommen nur fiir kleine Winkel ¢ oder Do, < 27
beziehungsweise R >> p in (2.11). Zuletzt kann auch die Beobachtungsapertur NAjq, eines
zur vergroferten Abbildung verwendeten Objektivs zu einer Verbreiterung der Spot-Gréfe

fithren.

2.3.2 Experimentelle Realisierung und Ergebnisse
Verwendetes Mikroskop

Es wird ein aufrechtes Mikroskop (Zeiss Axioskop 2 MAT mot, siehe Abbildung 4) als
Plattform fiir die Untersuchungen verwendet. Die Stabilitdt und Flexibilitdt der Plattform
gewdhrleistet eine sehr gute Reproduzierbarkeit aller Parameter. Das verwendete Mikro-
skop bietet durch seinen modularen Aufbau die Méglichkeit, ohne zuséitzlichen Justage-
Aufwand verschiedene Lichtquellen, Filter und Objektive sowohl im Auflicht als auch im
Durchlicht zu nutzen. Des Weiteren verfiigt es {iber einen motorisierten Tisch, welcher eine
automatisierte, mikrometergenaue Positionierung der Probenebene zuldsst. Das Mikroskop
selbst ist auf einem Tisch mit aktiver Dampfung (Newport Workstation LW3030B-OPT)
platziert, um mechanische Storeinfliisse wie Vibrationen zu minimieren.

In Abbildung 4 ist ein schematischer Aufbau des verwendeten Mikroskops dargestellt.
Als Lichtquelle ist eine Halogenlampe gezeigt. Es werden aber auch andere Lampentypen
wie eine Quecksilberdampflampe oder eine LED-Lichtquelle untersucht. Laser-Lichtquellen
werden mithilfe einer Monomode-Faser und einer zusitzlichen Halterung unterhalb der

Objektebene eingekoppelt. Der Diffusor sorgt fiir eine homogene Lichtverteilung innerhalb
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2 Réumliche Mikro-Kohédrenz: Messung mit Array-Interferometern

1: Quelle
. Abb. 4: Schematischer
2: Diffusor
Aufbau des verwende-
3: Neutralgraufilter ten Mikroskops (Zeiss
4: Leuchtfeldblende Axioskop 2) nach [34].
5: Objekttisch/-ebene Es sind der Durchlicht-
e strahlengang sowie die
6: O_bJEkt'_Y Position der wichtigs-
7: Filterwarfel ten Komponenten dar-
8: Tubuslinse gestellt.
9: Kamera

der Leuchtfeldblendenebene. Die Neutralgraufilter werden bei Bedarf zur Anpassung der
Lichtmenge verwendet. Die Ebene der Leuchtfeldblende wird dabei als sekundére Quellebe-
ne angenommen, denn in dieser Ebene ist eine ndherungsweise homogene, ausgedehnte und
inkohérente Lichtverteilung gegeben. Durch Modifikation des Durchmessers der Leuchtfeld-
blende wird der effektive Durchmesser dieser sekundéren Lichtquelle verdndert. Dadurch
lassen sich sowohl die Gesamtlichtmenge als auch der Grad der rdumlichen Kohérenz in-
nerhalb der Objektebene beeinflussen. Der Durchmesser der Leuchtfeldblende ldsst sich
zwischen 0,8 mm und 20,0 mm variieren. Der Abstand von dieser sekundéren Quellebene
bis zur Objektebene misst 125 mm. Nach Formel (2.11) ldsst sich damit theoretisch ein
Kohérenzdurchmesser von 3 pum bis 78 um fiir das Kohdrenzkriterium m = 0,5 und fiir
eine mittlere Wellenldnge von 500 nm einstellen.

Abbildung 5 zeigt den schematischen Aufbau des Array-Interferometers im Vergleich zum
Youngschen Doppelspalt-Interferometer. Der Objekttisch ldsst sich mit einer Genauigkeit
unter 1 pm in seiner Hohe verstellen und wird zur Positionierung und Halterung von
Objektproben genutzt. Das Objektiv bildet die Objektebene zunéchst ins Unendliche ab.
Die Tubuslinse fokussiert anschliefend den Objektstrahlengang zu einem vergroferten Bild
in die Kameraebene. Die optionalen Filterwiirfel werden fiir den Auflichtstrahlengang oder
Fluoreszenzanwendungen verwendet. Zur Detektion der Bilder kommen Kameras vom Typ

Zeiss AxioCam MRm sowie Zeiss AxioCam HRm zum Einsatz.

Charakterisierung der Kameradetektoren

Beide Kamerasensoren (Zeiss AxioCam MRm und AxioCam HRm) nutzen jeweils einen
monochromen CCD-Chip (Sony ICX 285) mit 1388 x 1040 Pixeln und 6,45x 6,45 zm? Pixel-
grofie. Beide werden zusédtzlich durch ein einfaches Peltier-Element gekiihlt. Die Sensoren

verfiigen iiber eine lineare Kennlinie, einen Dynamikumfang von 12 bit sowie eine optionale
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2.3 Array-Interferometer

Zwei-Strahl-Interferenz Vielstrahl-Interferenz,
Talbot-Effekt
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Abb. 5: Prinzip der Messung raumlicher Kohérenz: Das bekannte Doppel-Pinhole-Interferometer
(links, Simulation) im Vergleich mit einem Vielstrahl-Interferometer, welches auf einem periodi-
schen nano hole Array basiert (rechts, experimentelle Daten). Das Doppel-Pinhole erzeugt Inter-
ferenzstreifen, deren Kontrast den rdumlichen Kohérenzgrad definieren. Die Vielstrahl-Interferenz
der Beugungskegel eines periodischen Arrays lésst sich durch den Talbot-Effekt beschreiben. Die
Grofe der Interferenz-Spots kann fiir die Messung des Kohdrenzdurchmessers ausgewertet werden.
Zur Messung wurde ein Objektiv 100x /0,75 verwendet.

Dunkelstromkorrektur. Die Belichtungszeiten der Kameras liegen zwischen 1 ms und 20 s
(AxioCam MRm) beziehungsweise zwischen 1 ms und 600 s (AxioCam HRm). Die Kamera
AxioCam HRm verfiigt zudem iiber ein schnelles Auslesen von Bilddaten (streaming), was

die Aufnahme von Videosequenzen ermdoglicht.
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2 Réumliche Mikro-Kohédrenz: Messung mit Array-Interferometern

Um das Rauschverhalten der Kamerasensoren zu untersuchen, wird fiir verschiedene Be-
lichtungszeiten ein Dunkelbild (engl. dark frame), ein Bild ohne jegliche Beleuchtung, aufge-
zeichnet. Eine Beispielaufnahme ist in Abbildung 6 dargestellt. Diese zeigt einen 32x32 Pi-
xel grofen Ausschnitt eines 1024x1024 Pixel groken Dunkelbilds, welches mit fexp, = 1 s
Belichtungszeit aufgenommen wurde. Ein Histogramm fiir das gesamte Dunkelbild wird
berechnet. Daraus ergeben sich ein Mittelwert von v = 8,3 digital counts (dc) sowie eine
Standardabweichung von o, = 2,4 dc pro Pixel. Messungen fiir weitere Belichtungszeiten
zwischen 1 ms und 10 s haben ergeben, dass unter Verwendung der Dunkelstromkorrek-
tur der Mittelwert nur sehr gering ansteigt (< 0,05 %) und die Standardabweichung pro
Pixel ebenfalls nur geringfiigig zunimmt (< 0,1 %) Da diese Abweichungen aber groker
werden, wenn die Dunkelstromkorrektur nicht aktiv ist, wird die Dunkelstromkorrektur
immer verwendet.

Wiéhrend der Mittelwert v einem Offset entspricht, welcher durch Subtraktion korrigiert
werden kann, stellt die Standardabweichung o, die zu betrachtende Rauschgréfe dar. Fiir
das Detektorrauschen wird folgender Zusammenhang beziiglich des resultierenden Signal-

Rausch-Verhéaltnisses formuliert:

v
SNRDetektor = P (2.18)

v

Dabei stellt v einen gemessenen Pixelwert (engl. pizel value) dar. Die Standardabwei-
chung o, wird experimentell bestimmt (vgl. dazu Abbildung 6). Das Detektorrauschen
lasst sich auf verschiedene Ursachen zuriickfithren. Der ermittelte Rauschwert enthélt ei-
ne Summe von Rauschanteilen, welche von thermischem Rauschen, Ausleserauschen, aber
auch von Pixel-Ubersprechen und Pixel-Ungleichmiifigkeiten verursacht werden.

Um Vergleiche zwischen der von den Lichtquellen zur Verfiigung gestellten Lichtmenge

und der Sensitivitdt sowie dem Rauschen des Detektors machen zu kénnen, bietet es sich an,

2.0 1 9, dark frame
- to,=1s
S 1.5 1
< v =83dc
«3 1.0 - o,=24dc
=
2
0O g5 -

O‘D = = T T

0 5 10 15 20
0 digital counts (dc) 20 Pixelwert v [dc]

Abb. 6: Untersuchung des Detektorrauschens der verwendeten Kamera AxioCam MRm: Darge-
stellt sind ein 32x32 Pixel grofer Ausschnitt (links) eines 1024x1024 Pixel groften Dunkelbilds,
aufgenommen mit ¢, = 1 s Belichtungszeit und aktiver Dunkelstromkorrektur, und das dazuge-
horige Histogramm (rechts).
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2.3 Array-Interferometer

alle hierfiir relevanten Grofen in Absolutwerten anzugeben. Im Folgenden werden deshalb
die gemessenen Lichtmengen und Strahlungsenergien in Joule (J) oder als Anzahl von Pho-
tonen mit der entsprechenden Wellenldange angegeben. Der verwendete Sensor-Chip besitzt
eine Quanteneffizienz von 65 % bei 546 nm (56 % bei 465 nm) und somit eine Sensitivitit
von 6,4 Photonen pro dc bei 546 nm (7,4 Photonen pro dc bei 465 nm) [35]|. Daraus ergeben
sich folgende Aquivalenzwerte fiir die oben genannten Messgrofen: Offset © = 53 Photo-
nen und Standardabweichung o, = 15 Photonen. Dies entspricht auferdem den absoluten

Energien von o = 1,97 - 10717 J und einer Standardabweichung von o, = 0,44 - 10717 J.

Praparation des Array-Chips

Ein am Institut fiir Photonische Technologien (IPHT) angefertigtes, periodisches Array
wird zur Messung rdumlich partieller Kohdrenz genutzt. Eine Rasterelektronenmikroskop-
aufnahme (REM-Aufnahme) eines Beispiel-Arrays ist in Abbildung 7 dargestellt. Die Di-
mensionierung des Arrays wird wie folgt an die Messaufgabe angepasst: Bei einer Anwen-
dung partiell-koharenter Beleuchtung in der interferenzoptischen Mikroskopie liegen die Ko-
harenzdurchmesser typischerweise im Bereich von etwa 5 pum bis 100 gm, womit der Mess-
bereich vorgegeben wird. Daraus folgt, dass der kleinste Abstand im Array hochstens 5 pm
sein darf, wihrend die Aperturen mit dem grokten Abstand mindestens 100 pm auseinan-
der liegen miissen. Als Periode wird deshalb sowohl in X- als auch in Y-Richtung A = 4 um
gewdhlt. Die maximale Ausdehnung des Arrays wird auf 496 pmx496 um festgelegt, um
eine statistische Auswertung iiber mehrere gleichférmige Interferenz-Spots zu ermdoglichen.
Daraus ergibt sich ein Array mit 125x125 Lochaperturen. Damit die Beugungskegel weit
auseinander liegender Lochaperturen auch bei nah gelegenen Talbot-Ebenen (zp < 100 pum)
miteinander interferieren kénnen, ist es notwendig, dass die Lochblenden einen mdglichst

grofsen Beugungskegel erzeugen. Falls die Lochgrofse so klein wie die verwendete Wellen-

WD 11.9mm

Abb. 7: REM-Aufnahmen der verwendeten nano hole Array Maske. Rechts: Beispiel eines
15x15 Test-Arrays mit 2 pm Periode. Links: Bestimmung des Durchmessers der verwendeten
Aperturen auf 530 nm.
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2 Réumliche Mikro-Kohédrenz: Messung mit Array-Interferometern

lange wird, erreicht die numerische Apertur des Beugungsbilds der Lochblende einen Wert
von Eins, was einem Beleuchtungswinkel von 180° entspricht. Aus diesem Grund wird der
Durchmesser der Lochaperturen (nano holes) auf 530 nm festgelegt. Der entsprechende
Array-Chip wird mittels Elektronenstrahl-Lithografie in einer 150 nm dicken Aluminium-
schicht prapariert, welche auf einem Quarzglas-Substrat aufgebracht ist. Die Dicke der
Aluminiumschicht ergibt sich durch einem Kompromiss aus einer hohen optischen Dichte
fiir ein hohes Kontrastverhaltnis und einem geringen Aspektverhéltnis der Strukturen fiir
eine stabilere Herstellung.

Das chip-basierte Array-Interferometer wird in der Probenebene des Mikroskops positio-
niert und mit einer Quecksilberdampflampe (Zeiss HBO 100) in Durchlichtanordnung be-
leuchtet. Das Spektrum der Lampe wird mithilfe eines Interferenzfilters (Zeiss BP546,/12)
im Bereich der griinen Fraunhofer-Linie (e-line) bei einer Wellenldnge von A = 546 nm
gefiltert. Die Linienbreite misst AX = 5 nm. Die Kohérenzldnge wird mit einem Michelson-
Interferometer auf Leo, = 38 pm bei einem Interferenzkontrast von v(7) ~ 0,15 be-
stimmt. Dieser Wert ist ausreichend fiir die meisten im Array auftretenden Gangunter-
schiede verschiedener Lochpaare. Die niedrigsten Talbot-Ebenen liegen nach (2.15) bei
Y=y = 29,3 pm, z(p—1) = 58,6 pum und Yr=3) = 87,9 um. Zur vergréferten Abbildung

wird ein Objektiv 100X mit einer numerischen Apertur von 0,75 verwendet.

Methode und Ergebnisse

Die rdumliche Kohéarenz wird mithilfe der Leuchtfeldblende imm Mikrometerbereich variiert

und das Interferenzmuster in einer der ersten drei Talbot-Ebenen (T = %, 1,%

men. Bei geschlossener Leuchtfeldblende lassen sich schmale und kontrastreiche Interferenz-

) aufgenom-

Spots beobachten. Zunichst wird das Intensitdtsmaximum dieser Interferenz-Spots ge-
messen und mit einem herkdmmlichen Zwei-Strahl-Interferometer verglichen. Dazu wird
ein Aquivalentes Doppel-Pinhole wie im Array mit jeweils 530 nm Aperturdurchmesser
sowie 4 pum Pinhole-Abstand genutzt. Zum direkten Vergleich wird das Beugungs- und
Interferenzmuster des Doppel-Pinholes im Abstand von z = 58,6 um aufgenommen, was
dem Abstand der ersten Talbot-Ebene (T = 1) entspricht. Das Array erzeugt eine Intensi-
tatserhdhung gegeniiber dem Doppel-Pinhole um einen Faktor 1300£300. Der relativ grofe
Fehlerbereich (£300) ist dem niedrigen Signal-Rausch-Verhiltnis (-11 dB) bei der Messung
mit dem Doppel-Pinhole geschuldet. Eine Simulation auf der Basis von Formel (2.14) er-
gibt einen theoretischen Faktor von 1380. Durch die Erhéhung der Spitzenintensitit kann
das Signal-Rausch-Verhiltnis um bis zu 31 dB verbessert werden.

Durch Vergrofherung des Durchmessers p der Leuchtfeldblende wird Folgendes beobach-
tet: Zum einen verliert das Interferenzmuster zunehmend an Kontrast, zum anderen nimmt
der Durchmesser der Interferenz-Spots zu. Zur Auswertung der Spot-Gréfen dient ein diago-
naler Schnitt durch das aufgenommene Interferenzmuster. Der Durchmesser der Spots wird

anhand der Halbwertsbreite zwischen dem Intensitdtsminimum und -maximum bestimmt.
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Abb. 8: Interferenzmuster eines 125x125 Arrays mit 4 um Periode, aufgenommen in der ersten
Talbot-Ebene bei zp—; = 58,6 pum: Die Spot-Durchmesser vergrofern sich mit zunehmendem
Blendendurchmesser p der Beleuchtung, wéhrend der Interferenzkontrast abnimmt. Die Spot-Grofe
wird anhand der Halbwertsbreite zwischen einem Intensitdtsminimum und -maximum entlang eines
diagonalen Schnitts bestimmt.

Abbildung 8 zeigt beispielhaft Ausschnitte der aufgenommenen Interferenzmuster fiir ver-
schiedene Blendendurchmesser sowie die dazugehorigen Intensitétschnitte zur Bestimmung
der Spot-Groken. Die Abhéngigkeit dieser Spot-Durchmesser von der Blendengréfe sowie
der Lage der Talbot-Ebene ist in Abbildung 9 dargestellt. Fiir einen Blendendurchmesser
von 0,8 mm bis 16 mm werden Spot-Durchmesser im Bereich von 0,5 pm bis 4,8 yum gemes-
sen. Dabei ist festzustellen, dass zwischen beiden Parametern eine lineare Abh#ngigkeit
vorliegt. An den oberen und unteren Messgrenzen treten zum Teil deutliche Messabwei-
chungen auf. Die untere Messgrenze der Spot-Grobe ist hier durch die begrenzte numerische
Apertur des Objektivs (NAje,s = 0, 75) gegeben. Die obere Messgrenze ist vorrangig durch
den abnehmenden Interferenzkontrast bei geéffneter Blende gegeben, welcher die Messge-
nauigkeit der Halbwertsbreite begrenzt. Zudem fithrt im Experiment eine Inhomogenitit
der Ausleuchtung innerhalb der Blendenebene fiir Blendendurchmesser grofer 12 mm zu

leichten Abweichungen des theoretisch linearen Zusammenhangs.
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2 Réumliche Mikro-Kohédrenz: Messung mit Array-Interferometern

Durchmesser der
Interferenz-Spots d spot [MM]
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Durchmesser der Leuchtfeldblende p [mm]

Abb. 9: Durchmesser der durch ein periodisches nano hole Array erzeugten Interferenz-Spots in
Abhéngigkeit vom Durchmesser der Leuchtfeldblende: Die Interferenzmuster in den ersten drei

Talbot-Ebenen (T = %, 1, %) sind ausgewertet. Zwischen beiden Parametern besteht ein linearer
Zusammenhang. Der Spot-Durchmesser wird genutzt, um die Grofse der Koharenzflache zu bestim-

men, welche mithilfe der Leuchtfeldblende zuvor eingestellt wird.

Anhand der so bestimmten Spot-Durchmesser wird anschlieffend mit der Formel (2.17)
die Grofe der Kohérenzfliche berechnet. Die berechneten Werte liegen trotz unterschied-
licher Messebenen deckungsgleich {ibereinander. Es werden Kohérenzdurchmesser im Be-
reich von 5 pum bis 50 pm fiir einen angenommenen Interferenzkontrast von |y12| & 0, 15 fiir
m = 0,5 bestimmt. Die Linie in Abbildung 10 représentiert die theoretisch zu erwartenden
Werte, welche anhand von Formel (2.11) mit R = 125 mm berechnet werden. Die Theorie
und die Messungen zeigen eine sehr gute Ubereinstimmung. Lediglich in den oberen und
unteren Messbereichen treten Abweichung auf, welche in den genannten experimentellen
Messgrenzen begriindet sind.

Messgrenzen dieses Verfahrens sind zum einen durch die Dimensionierung des Arrays,
zum anderen durch die Beobachtungsoptik gegeben. Das verwendete Array besitzt ei-
ne diagonale Periode von Agjsg = 5,66 pm, welche die obere Grenze fiir die Bestim-
mung der Spot-Durchmesser bildet. Abgesehen von der Objektivapertur sind die Pinho-
les mit einer Beleuchtungsapertur von NApi0le = 1 fiir eine minimale Spot-Grofe von
dspot = 5 = 0,273 pm (untere Grenze) verantwortlich. Aus diesen beiden Grenzen ergibt
sich fiir das verwendete Array ein theoretischer Messbereich von 3 ym bis 100 um, je nach
Wabhl der Talbot-Ebene und dem damit verkniipften Messabstand zum Array. Die Wahl des
Kohérenzkriteriums obliegt dabei dem Anwender und letztendlich der interferenzoptischen
Anwendung. Fiir ein strengeres Kriterium von beispielsweise |y12| ~ 0,88 fiir m = 0,16

liegt der Messbereich bei 0,9 pum bis 30 pum.
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Abb. 10: Vermessung der rdumlich partiellen Kohdrenz: Anhand der Durchmesser der Interferenz-
Spots kann der Kohérenzdurchmesser berechnet werden. Mit dem verwendeten 125x 125 Array wird
ein Messbereich von 5 pm bis 50 pm fiir einen angenommenen Interferenzkontrast von |vy12| &~ 0,15
abgedeckt. Die Linie im Diagramm zeigt die auf Formel (2.11) basierenden, theoretisch zu erwar-
tenden Werte, welche mithilfe des Durchmessers der Leuchtfeldblende angepasst werden.

Eine Verkleinerung der Periode im Array hitte zur Folge, dass aufgrund geringerer
Talbot-Ebenenabsténde der Messbereich fiir noch kleinere Kohérenzdurchmesser erweitert
werden konnte. Allerdings liegen diese Ebenenabstdnde dann auch in einem Bereich, der
durch klassische Fernfeld-Optik nicht mehr ausreichend approximiert werden kann und
Fresnel-Approximationen oder Nahfeldanalysen verlangt. Klassische Fernfeld-Optik defi-
niert ein theoretisches Minimum des Kohérenzdurchmessers von Dgoh min ~ % [2]. Diese
Grenze ist auch durch die Abbesche Auflésungstheorie begriindet. Falls die Kohérenzfla-
che unterhalb der Auflésungsgrenze liegt, spricht man von inkohérenter Beleuchtung. Eine
Nahfeldanalyse erméglicht die Untersuchung von Kohérenzdurchmessern unterhalb dieser
Grenze [36].
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3 Partiell-koharente Lichtquellen: LED,
Halogen- und Quecksilberdampflampe

3.1 Partiell-koharente Lichtquellen

Grundlagen

Um die Kohérenzeigenschaften von Lichtquellen wie Lumineszenzdioden, Halogen- und
Quecksilberdampflampen besser verstehen zu kénnen, muss der Emissionsprozess der je-
weiligen Quelle betrachtet werden. Grundsétzlich 1&sst sich dieser Emissionsprozess nach
dem quantenmechanischen Modell in spontane Emission und induzierte Emission unter-
teilen. Spontane Emission wird als inkohérenter Prozess betrachtet, da die Lichtquanten
(Photonen) statistisch in alle Raumrichtungen emittiert werden und in Frequenz, Pha-
se und Polarisation schwanken [37]. Induziert emittierte Photonen hingegen weisen eine
feste Phasenkorrelation auf und sind somit kohdrent zueinander. Das Modell dieser beiden
Emissionsprozesse ldsst sich mithilfe des Systems zweier Energieniveaus illustrieren. Fiir die
Besetzung dieser Niveaus gilt im thermischen Gleichgewicht die Boltzmann-Verteilung [37].
Die mittlere Photonenzahl n pro Mode ist dabei eine Funktion der Temperatur T und der
Frequenz v: .

n= exp(hv/kT)—1" (3:1)

Dabei ist h das Plancksche Wirkungsquantum und £ die Boltzmann-Konstante. Fiir den
optischen Spektralbereich von 7 = 3,8 10 Hz bis 7,9 10'* Hz und Temperaturen T
zwischen 10 K und 10* K ist die mittlere Photonenzahl 7 < 1. Unter diesen Bedingungen

ist spontane Emission wahrscheinlicher als induzierte Emission, da nach [38]:

Yind _ oy (3.2)

Wspont

Dabei ist wspont die Wahrscheinlichkeit fiir spontane Emission und wj,q die Wahrscheinlich-
keit fiir induzierte Emission. n ist die Photonenanzahl pro Mode (Besetzungszahl einer Pha-
senzelle). Da 7 nur einen Mittelwert aus vielen Einzelmessungen reprisentiert, unterliegt
die konkrete Photonenzahl n einer gewissen Schwankung. Fiir die Wahrscheinlichkeitsver-
teilung der Photonenzahlen einzelner Phasenzellen gilt die Bose-Einstein-Verteilung. Fiir
thermisches Licht (System im thermischen Gleichgewicht) setzt sich diese Schwankung zum

einen aus dem Wellencharakter des Lichts, zum anderen aus dem so genannten Korpuskel-
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3 Partiell-kohérente Lichtquellen: LED, Halogen- und Quecksilberdampflampe

charakter des Lichts (nach dem Teilchenmodell) zusammen. Nach [37] ldsst sich das mittlere

Schwankungsquadrat dabei wie folgt formulieren:
o =2
=n+n". (3.3)

Fiir kleine Besetzungszahlen gilt n < 1 — Anfherm ~ n und fiir groke Besetzungszahlen

n>»1— An?herm ~ n?. Bei der Emission von Licht in Systemen, welche nicht im thermi-

schen Gleichgewicht sind, wird eine Poisson-Verteilung als Wahrscheinlichkeitsverteilung

angenommen. Analytisch gilt:

3l

Anl%’oisson = (34)

Somit zeigt sich, dass sowohl inkohérentes (thermisches) Licht bei kleinen Photonenzahlen
als auch kohérentes (Poisson-verteiltes) Licht den gleichen Schwankungen unterliegt. Diese
lassen sich im Messprozess als Photonenrauschen (auch Schrot- oder Quellrauschen) be-
zeichnen. Unabhéngig vom verwendeten Detektor folgt fiir das resultierende Signal-Rausch-

Verhiltnis (engl. signal-to-noise ratio, SNR):

N
SNRphoton = Nodn VN . (3.5)
Hier ist N die Anzahl der detektierten Photonen. In einem optimierten, optischen System
mit idealem Detektor ist das Photonenrauschen die unterste Messgrenze.

Um den Anteil induzierter Emission und somit den Anteil kohérent erzeugter Strah-
lung zu erhdéhen, muss entweder die Gleichgewichtstemperatur erhéht werden, oder es
miissen Mechanismen verwendet werden, die das thermische Gleichgewicht auflosen. Nicht-
thermische Strahlung, so genannte Lumineszenz (. kaltes Licht“), 1dsst sich durch nicht-
thermische Felder erzeugen, bei denen die Photonenzahl nicht gleichméfig auf alle Moden
verteilt ist [38]. Dann l4sst sich der klassische Temperaturbegriff nur noch eingeschrénkt
flir spezifische Teilchen oder Prozesse definieren und nicht mehr geschlossen fiir das Ge-
samtsystem. Um den Anteil induzierter Emission weiter zu erhdhen oder stabil zu halten,
koénnen zusétzlich optische Resonatoren zur Anwendung kommen. Diese werden typischer-
weise fiir den Bau von Lasern verwendet. Die in der Praxis verwendeten Lichtquellen lassen
sich somit grundsétzlich in zwei Gruppen einordnen: die thermischen Strahler und die Lu-

mineszenzstrahler [39].

Lichtquelltypen

Thermische Strahler lassen sich am besten mit dem Modell des schwarzen Koérpers und,
davon abgeleitet, mit einem Hohlraumstrahler beschreiben, wobei der thermische Gleich-
gewichtszustand als Grundlage angenommen wird. Die spektrale FEnergiedichteverteilung
lasst sich mithilfe des Planckschen Strahlungsgesetzes formulieren, welches auch die in (3.1)

angesetzte Verteilung beinhaltet.
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3.1 Partiell-kohérente Lichtquellen

Typische Beispiele fiir thermische Lichtquellen sind Glithlampen. Dabei wird meist ein
Wolframdraht durch elektrischen Stromfluss erhitzt, um mit entsprechender Verteilung zu
strahlen. Glithlampen emittieren bei Arbeitstemperaturen zwischen 2000 K und 3000 K den
grofseren Teil ihrer elektromagnetischen Strahlung im infraroten Spektralbereich. Nur etwa
5 % der Strahlungsleistung liegt im Bereich von sichtbarem Licht. Durch eine Edelgasumge-
bung kann der Verdampfungsprozess des Metalldrahts reduziert werden. Zusitzliche Haloge-
ne kénnen diesen Prozess weiter reduzieren und insgesamt dazu fithren, dass die Arbeitstem-
peratur auf bis zu 3695 K (Schmelzpunkt von Wolfram) erhéht werden kann. Die erreichba-
ren spektralen Bestrahlungsstiirken (spectral irradiance) liegen unter 1 mW /m? /nm [40,41].

Durch gezielte, voneinander unabhéngige, atomare Prozesse kdnnen einzelne Strahlungs-
moden starker besetzt werden. Dadurch geht das thermische Gleichgewicht verloren und die
entsprechende Lichtquelle wird den Lumineszenzstrahlern zugeordnet. Generell gilt, dass
der Strahlungsiibergang einer angeregten Mode in einen energetisch niedrigeren Zustand

mit einer festen Wellenldnge A verkniipft ist nach der Formel [38]:

he
AE = — . 3.6
- (36)

Dabei ist AFE die entsprechende Energiedifferenz beider Moden. Lumineszenzstrahler verfii-
gen daher iiber ein charakteristisches Linienspektrum, welches sich deutlich vom kontinuier-
lichen Spektrum rein thermischer Strahler unterscheidet. Die Emissionslinien unterliegen
homogenen und inhomogenen Verbreiterungsmechanismen wie der natiirlichen Linienbreite,
der Druck- oder Stofverbreiterung und der Dopplerverbreiterung. Eine zusitzliche Aufspal-
tung in Feinstruktur und Hyperfeinstruktur sowie die Besetzung von Energiebdndern oder
Kontinuumsanregungen und lonisation kénnen dabei zu einem ganzen Ensemble von nah
beieinander liegenden Emissionslinien fiihren.

Die Vielfalt an Lumineszenzstrahlern ist nahezu so grofs wie die Anzahl an Varianten,
die eine gezielte Besetzung einzelner Strahlungsmoden erméglichen. Dabei 1dsst sich ein sol-
ches thermisches Ungleichgewicht auf sehr unterschiedliche Weise erzeugen, z.B. elektrisch
(Elektrolumineszenz), chemisch (Chemolumineszenz) oder aber auch durch optische Anre-
gung selbst (Photolumineszenz). Im Folgenden soll auf zwei Beispiele naher eingegangen
werden.

Die Quecksilberdampflampe zdhlt zu den Gasentladungslampen. Die nach der Ziindung
ionisierten Quecksilberatome erzeugen ein leitfihiges Plasma, welches anschliefsend konti-
nuierlich durch elektrisch angeregte Stofsionisation aufrechterhalten wird. Die lokale Tem-
peratur des Plasmas liegt dabei mit 4000 K bis 6000 K deutlich {iber der Temperatur von
Glithlampen. In der Regel ist das Spektrum einer Gasentladungslampe durch eine Uber-
lagerung der charakteristischen, materialspezifischen Spektrallinien und eines kontinuierli-
chen Untergrunds gegeben, welcher der thermischen Strahlung des Plasmas entspricht. Mit

steigendem Gasdruck sind die Stofionisation und somit auch die Druckverbreiterung einzel-
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ner Spektrallinien stédrker ausgeprégt. Diese druckabhingige Linienverbreiterung kann bei
Hochstdrucklampen dazu fiihren, dass das Gesamtspektrum nahezu kontinuierlich (analog
zu einem Temperaturstrahler) verlduft. Die Grofe des Lichtbogens deckt eine Fliche von
0,06 mm? bis 10 mm? ab. Quecksilberdampflampen besitzen sehr hohe spektrale Bestrah-
lungsstiirken bis 30 mW /m?/nm [40,41].

Lumineszenzdioden sind halbleiterbasierte Lumineszenzstrahler. Die Grundlagen sind ei-
ne n- und eine p-dotierte Halbleiterschicht, welche zusammengebracht eine Raumladungs-
zone mit einer neutralen Sperrschicht erzeugen. Wird in Durchlassrichtung eine Spannung
angelegt, so werden in diese Raumladungszone Ladungstrager induziert, die anschliefsend
zu einer Rekombination von negativ geladenen Elektronen und positiv geladenen Lochern
fiihren. Falls durch eine geeignete Materialwahl eine direkte Bandliicke zwischen Leitungs-
band und Valenzband vorliegt, kann diese Rekombination die Aussendung eines Photons
ermoglichen. Das Spektrum einer LED wird durch zwei Faktoren bestimmt: Zum einen
durch die temperaturabhéingige Besetzungsdichte (Boltzmann-Verteilung), zum anderen
durch die Zustandsdichte der jeweiligen Energieniveaus. Die geringste Energiedifferenz ist
dabei durch den Minimalabstand der Bandliicke gegeben, wahrend die mittlere Wellenldnge
durch das spektrale Energiemaximum bei AE . = Ebandgap—i—% definiert ist [39]. Aus der
spektralen Energieverteilung ergibt sich mit einer Halbwertsbreite in der Gréfsenordnung

von 2k T [42] eine spektrale Bandbreite von:

kT
Alm2— N\, 3.7
e (3.7)
LED weisen spektrale Bestrahlungsstiirken von unter 1 mW/m?/nm (bei 520 nm) bis
6 mW/m?/nm (bei 400 nm) auf [41]. Die abstrahlenden Flichen kénnen von 0,06 mm? bis
1 mm? reichen. Moderne Hochleistungs-LED (z.B. Osram Golden Dragon) nutzen tenden-
ziell grofere Abstrahlfldchen und eine zusitzliche Wéarmesenke, um hohe Strahlungsinten-

sitdten zu ermoglichen, ohne dabei die Zerstorschwelle des Diodenmaterials zu erreichen.

3.2 Messung von zeitlicher und raumlicher Koharenz

Um einen Vergleich zwischen den in Kapitel 3.1 vorgestellten Emissionsarten zu ermogli-
chen, sollen verschiedene Lichtquellen untersucht werden. Dabei werden Lichtquellen ver-
wendet, welche sowohl in der Mikroskopie als auch in der Holografie anwendbar sind. Alle
Lichtquellen lassen sich in den Aufbau des Mikroskops integrieren, was einen direkten Ver-
gleich erméglicht. Es werden folgende Quellen untersucht: eine 100 Watt Halogenlampe
(Zeiss HAL 100), eine 100 Watt Quecksilberdampflampe (Zeiss HBO 100) sowie eine blaue
LED-Lichtquelle (Zeiss Colibri, 470 nm). Fiir einen Vergleich werden sowohl ein dioden-
gepumpter Festkorperlaser (DPSS Laser, Lasos LasNova 50 green, 532 nm) als auch ein

koharenzmodulierbarer Diodenlaser (Toptica iPulse, 661 nm) verwendet.
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3.2 Messung von zeitlicher und rdumlicher Kohérenz

Zur Charakterisierung der Lichtquellen werden folgende Parameter untersucht: Die zeitli-
che und rdumliche Kohérenz sowie die spektrale Bestrahlungsstiirke der Quellen. Die Koh&-
renzparameter sollen durch geeignete Techniken verédndert und angepasst werden. Es wird
auf Filtertechniken zuriickgegriffen, wie sie in Kapitel 2.1 beschrieben sind. Die zeitliche
Kohirenz, und damit verbunden die longitudinale Kohéarenzldnge, wird durch verschiedene
Farb- und Interferenzfilter justiert, mit denen das Spektrum der Quelle variiert werden
kann. Die rdumliche Kohdrenz wiederum wird mithilfe der im vorherigen Kapitel vorge-
stellten Leuchtfeldblende am Mikroskop eingestellt. Dabei ist zu beachten, dass sich die
gemessenen Kohérenzparameter meist auf die bereits gefilterten Quellen beziehen. Speziell
die Grofe der lateralen Kohérenzfliche bezieht sich im Folgenden immer auf die Grofse der
sekunddren Quelle, welche durch den Durchmesser der Leuchtfeldblende gegeben ist, und
nicht direkt auf die Quelle (Quellgrofe der jeweiligen Leuchte) selbst.

In Tabelle 1 sind Werte fiir verschiedene Durchmesser der Kohéarenzfliche zusammen-
gefasst, die durch Anpassung mittels Leuchtfeldblende erzeugt werden kénnen. Ein grafi-
scher Verlauf ist auch in Abbildung 10 (Seite 23) dargestellt. Im Vergleich dazu liegen die
rdumlichen Kohérenzlédngen der beiden Laser-Lichtquellen um Gréfsenordnungen héher. So
kénnen die Kohirenzdurchmesser fiir beide Laser auf > 10% um abgeschiitzt werden. Der
Grund dafiir ist die stimulierte Emission und die Ausbildung phasenkorrelierter Moden
beim Laserprozess. Die hohe rdumliche Kohérenz ist makgebend fiir die geringe Divergenz

des emittierten Laserstrahls.

Leuchtfeldblende [mm]| 0.8 1,0 2,0 30 40 50 10,0 20,0
Kohérenzdurchmesser [pm)]
fiir [y12] ~ 0, 88 273 218 109 73 55 44 22 11
fiir |y12| ~ 0,50 59.7 478 239 159 119 96 48 24
fiir [y12| ~ 0,15 853 683 341 228 171 137 6.8 34
fiir [y12] & 0 1041 833 41,6 27.8 208 16,7 83 42

Tab. 1: Riumliche Kohérenz von Lichtquellen: Zusammenhang des Durchmessers der Leuchtfeld-
blende und des Durchmessers der Kohérenzfliche (Koh&renzdurchmesser Do) in der Objektebe-
ne des verwendeten Mikroskops. Die angegebenen Werte sind fiir alle untersuchten Quellen (LED,
Halogen- und Quecksilberdampflampe) néherungsweise gleich, da die rdumliche Kohérenz durch
Filterung einer abgebildeten, sekundéren Lichtquelle (Abstand R = 125 mm) angepasst wird. Die
Daten basieren auf Berechnungen mit den in Abbildung 10 angegebenen Messwerten. Die verwen-
dete Wellenlénge ist A = 546 nm.

Die Spektren der Quellen werden zum einen im ungefilterten Zustand, zum anderen mit
verschiedenen, angepassten Filtern untersucht. Dabei kommen ein Interferenzfilter mit ei-
ner Bandbreite von 12 nm bei einer zentralen Wellenldnge von 546 nm (Zeiss BP546/12)
sowie ein Interferenzfilter mit einer Bandbreite von 4 nm bei einer zentralen Wellenldnge

von 465 nm (Laser Components LC-465BP4-25) zum Einsatz. Durch Anwendung von For-
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3 Partiell-kohérente Lichtquellen: LED, Halogen- und Quecksilberdampflampe

mel (2.8) kann aus der Bandbreite des Spektrums die (zeitliche) Kohdrenzlange des Lichts
der Quelle bestimmt werden. Zur Verifizierung der gemessenen Daten wird ein Michelson-
Interferometer nach Abbildung 1 verwendet und anhand des Interferenzkontrastverlaufs die

Kohérenzlinge direkt gemessen. Die ermittelten Werte sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

Lichtquelle Filter Spektrum Kohirenzldnge Leon
A AN nach (2.8) gemessen

Lumineszenzdiode ohne Filter 465 nm 28 nm 3,4 pm 2,6 pm

(Zeiss Colibri LED) Schott GG455 472 nm 20 nm 4,9 um 3,6 um

LC-465BP4 465 nm 4 nm 23,9 pm 22,6 pm

Halogenlampe ohne Filter kontinuierlich - 1,6 ym
(Zeiss HAL 100) BP546/12 546 nm 12 nm 11,0 pm 13,0 pum
LC-465BP4 465 nm 4 nm 23,9 pm -

Quecksilberdampflampe  ohne Filter Linienspektrum - -
(Zeiss HBO 100) BP546/12 546 nm 5 nm 26,3 pm 23,0 pm
Lasos LasNova 50 * ohne Filter 532 nm 0,08 nm 1561 ym > 10% ym
Toptica iPulse *** ohne Filter 661 nm variabel variabel 108 pm

Tab. 2: Zeitliche Kohédrenz von Lichtquellen: Vergleich spektraler Parameter der verwendeten
Lichtquellen (LED, Halogen- und Quecksilberdampflampe sowie Laser) und deren Kohérenzlinge.
Die angegebenen Werte beziehen sich auf einen Interferenzkontrast von 50 %. *Die reale Kohé-
renzlinge der Laserquellen liegt aufgrund sekundéirer Kohirenzeffekte und der dadurch periodisch
modulierten Kohédrenzfunktion deutlich iiber den anhand des Spektrums zu erwartenden Werten.
**Durch Modulation des Diodenstroms lésst sich die Koh&renzlénge variieren, hier ist das Minimum
angegeben.

Die Kohérenzfunktionen der beiden Laserlichtquellen weisen besondere Eigenschaften auf.
Aufgrund der sehr kurzen Lingen der Laserresonatoren im Bereich von wenigen Millime-
tern treten so genannte sekundare Kohédrenzeffekten [43] auf. Die Resonatoren, welche selbst
als Fabry-Perot-Interferometer angesehen werden kénnen, koppeln pro Resonatordurchlauf
nur einen gewissen Anteil an Strahlung aus, wihrend der grokere Anteil im Resonator
verbleibt. Die im Resonator laufende Welle ist dann zu einem hohen Anteil kohédrent zu
den bereits ausgekoppelten Wellenziigen. Wenn sich ein zuvor ausgekoppelter Wellenzug
in einem zweiten Interferometer (z.B. im Michelson-Interferometer) mit einem spéter aus-
gekoppelten Wellenzug tiberlagert, korrelieren beide miteinander und weisen deshalb einen
hohen Interferenzkontrast auf. Die zeitliche Kohdrenzfunktion solcher Resonatoren weist
somit, neben dem durch das Spektrum der Quelle bestimmten, priméren Koh&renzbereich,
eine periodische Fortfithrung benachbarter Kohdrenzbereiche auf. Diese sind in ihrer Breite
ebenso vom Spektrum abhéngig, zusitzlich aber aufgrund des Auskoppelgrads des Resona-

tors mit einer Ddmpfungskurve eingehiillt. Abbildung 11 zeigt den Verlauf des Interferenz-
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3.2 Messung von zeitlicher und rdumlicher Kohérenz

kontrasts bei der Messung der zeitlichen Kohérenz des diodengepumpten Festkorperlasers
yLasos LasNova 50“ mithilfe eines Michelson-Interferometers.

Der Diodenlaser der Firma Toptica lasst sich durch zwei Parameter beziiglich des Dioden-
stroms modulieren. Dabei kann eine sinusférmige Modulation im Bereich von 65 MHz bis et-
wa 400 MHz stufenlos geregelt werden. Die relative Amplitudenmodulation (peak-to-peak)
kann abhingig von der Modulationsfrequenz im Bereich von 0 % bis etwa 80 % gewihlt
werden. Diese Hochfrequenzmodulation fiithrt zu einer periodischen Unterbrechung und zu
einem sténdig neuen Anschwingen des Laserprozesses innerhalb des Resonators. Dadurch er-
halten alle Longitudinalmoden im Resonator eine anndhernd gleiche Besetzung, welche nur
vom Verstarkerprofil des Lasermediums geddmpft wird. Wahrend sich bei einem kontinu-
ierlichen Anschwingprozess nur eine oder wenige Longitudinalmoden herausbilden wiirden,
unterbindet der periodische Anschwingprozess diese Modenselektion. Das Emissionsspek-
trum der Diode setzt sich dann aus einem Ensemble von Longitudalmoden beziehungsweise
eng nebeneinander liegenden Wellenldngen zusammen. Die Modulationsparameter konnen
dabei gezielt auf die Modenselektion und die effektive Breite des Spektrums einwirken.
Das variabel modulierbare Spektrum des Diodenlasers entspricht einer Kohérenzlinge im
Bereich von 108 um bis etwa 300 um, wahrend die nicht modulierte Diode eine Kohérenz-
lénge von 1218 pm aufweist. Diese Kohdrenzverminderung ist vom Hersteller vorrangig zur

Speckle-Reduktion vorgesehen.
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Abb. 11: Verlauf der Kontrastfunktion, gemessen mit einem Michelson-Interferometer: Sekundére
Kohérenzeffekte (Nebenmaxima) bei einem diodengepumpten Festkorperlaser (Lasos LasNova 50)
mit einer Resonatorldnge von etwa 2,47 mm. Die durch das Frequenzspektrum bestimmte Kohéa-
renzlinge liegt bei 1000 pm (Kontrastabfall auf 50 %). Die reale Kohirenzlénge liegt aufgrund der
Nebenmaxima bei > 10% um.
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3.3 Kohdrenzvolumen und spektrale Strahlungsstromdichte

Die Anwendung von Filtern, wie sie im vorherigen Abschnitt beschrieben wurde, hat neben
der Kohérenzvariation direkten Einfluss auf die Lichtstérke der resultierenden Beleuchtung.
Je schmaler das Ortsfrequenz- oder Frequenzspektrum einer Lichtquelle gefiltert wird, desto
weniger Licht bleibt fiir die mikro-kohirente Beleuchtung erhalten. Dieser Zusammenhang
soll quantitativ untersucht werden. Zeitliche und rdumliche Kohérenz kénnen nach For-
mel (2.12) zu einem Kohérenzvolumen zusammengefasst werden. Die Bestrahlungsstérke
innerhalb der Objektebene wird fiir verschiedene Kohdrenzvolumina mit einer Fotodiode
(Coherent OP-2 VIS) gemessen. Abbildung 12 zeigt das Ergebnis der Messung, bei welcher
die Quecksilberdampflampe mit der Halogenlampe und der LED direkt verglichen wird.
Es zeigt sich eine Abnahme der Bestrahlungsstérke fiir zunehmende Kohérenzvolumina.
Bei gleichem Kohérenzvolumen besitzt die Quecksilberdampflampe die hochste Intensitit.
Die LED und die Halogenlampe liegen mit iiber einer Grofenordnung (15- bis 25-fach)
darunter, wobei die verwendete LED etwa das 1,7-fache an Bestrahlungsstéirke gegeniiber
der Halogenlampe leistet. Der Grund fiir diese Unterschiede liegt in den unterschiedlichen
Emissionsprozessen der verschiedenen Lichtquellen. Wie in Kapitel 3.1 beschrieben, variie-
ren die erreichbaren spektralen Bestrahlungsstérken je nach Emissionsprozess. Ausschlagge-
bend ist dabei, ob bei der Emission ein thermisches Gleichgewicht vorliegt beziehungsweise
wie stark dieses gestort ist. Eine Gasentladung ermdoglicht deutlich hohere (lokale) Tempe-
raturen als ein thermischer Strahler, ohne dabei die Zerstorschwelle des Leuchtenmaterials

zu iiberschreiten.

1E+3
T
=
§ 1E+2
©
=
w5 1E+1
k7]
w
(o))
5 1E+0 q Quecksilber-
< dampflampe
E 1E-1 LED
@ Halogenlampe
1E-2
1E+02 1E+03 1E+04 1E+05

Koharenzvolumen V ., [Hm?]

Abb. 12: Bestrahlungsstirke in der Objektebene in Abhingigkeit vom Kohérenzvolumen: Rium-
liche und zeitliche Kohirenz werden durch Filterung variiert. Mit zunehmender Schmalbandigkeit
des Frequenz- und Ortsfrequenzspektrums nimmt das Kohérenzvolumen zu und die nutzbare Inten-
sitdt gleichzeitig ab. Bei gleichem Kohirenzvolumen liefert die Quecksilberdampflampe die héchste
Bestrahlungsstérke, gefolgt von der verwendeten LED und der Halogenlampe.
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3.4 Kohdrenzvolumen und Signal-Rausch-Verhiltnis

In jedem interferenzoptischen Aufbau gibt es einen Detektor, welcher das Messsignal er-
fassen und gegebenenfalls umwandeln soll. Jeder reale Detektor ist dabei durch eine end-
liche Sensitivitdt und durch Rauschen in seinem Messbereich limitiert. Das zu erfassende
(optische) Signal bildet zusammen mit der Rauschgrenze des Detektors ein Signal-Rausch-
Verhéltnis. Die Grofe des Signal-Rausch-Verhéltnisses ist ausschlaggebend fiir die prak-
tische Nutzbarkeit des Aufbaus und wird durch die Lichtquelle, den Lichtdurchsatz des
optischen Systems sowie den Detektor bestimmt. Im vorherigen Kapitel 3.3 wurde bereits
gezeigt, welche Bestrahlungsstirke eine gefilterte Lichtquelle mit mikro-kohérenter Beleuch-
tung, wie beispielsweise eine LED, in der Objektebene besitzt.

Die mikro-kohérente Beleuchtung in der Probenebene wird bei allen Messungen am Mi-
kroskop durch ein Objektiv und die Tubuslinse vergrofert auf den Sensor der Digitalkamera
abgebildet. Dabei wird die Kohdrenzfunktion in gleicher Weise vergréfert abgebildet wie
die Objektebene, so dass der lokale Interferenzkontrast erhalten bleibt. Der Abbildungs-
prozess fiihrt zu einer Abnahme der Bestrahlungsstirke. Diese nimmt quadratisch mit
1/M? ab, wobei M der VergroRerungsfaktor des verwendeten Objektivs ist. Abbildung 13
zeigt den funktionellen Zusammenhang der Bestrahlungsstirke in der Sensorebene fiir ver-
schiedene Kohédrenzvolumina und variable Vergréferungsfaktoren M. Gut erkennbar ist die
quadratische Abnahme der Bestrahlungsstérke fiir wachsende Vergroferungsfaktoren. Wird
beispielsweise anstatt eines 10x Objektivs ein 100x Objektiv verwendet, schwécht dies bei

gleichbleibendem Kohédrenzvolumen die nutzbare Bestrahlungsstéirke um den Faktor 100
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Abb. 13: Bestrahlungsstirke einer LED in der Sensorebene in Abhéngigkeit vom Kohérenzvolu-
men: Es wurden fiir verschiedene Vergroferungsfaktoren M je nach Objektivwahl die absoluten
Bestrahlungsstérken berechnet. Das Signal-Rausch-Verhéltnis ergibt sich aus der jeweils gewdhlten
Belichtungszeit und daraus folgend aus der Bestrahlung (Bestrahlungsenergie pro Fliche) sowie
dem Rauschpegel des Sensors (15 Photonen/Pixel bei AxioCam MRm).
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3 Partiell-kohérente Lichtquellen: LED, Halogen- und Quecksilberdampflampe

ab. Das resultierende Signal-Rausch-Verhaltnis am Detektor ergibt sich dann aus der ge-
wihlten Belichtungszeit (1 ms bis 20 s) und daraus folgend aus der Bestrahlung (Bestrah-
lungsenergie pro Fliche) sowie dem Rauschpegel des Kamerasensors, welcher 15 Photonen
pro Pixel misst.

Die Messwerte zeigen, dass fiir Kohéirenzvolumina im Bereich von 10? pym? bis 105 pm3
die Bestrahlungsstirke bei einer Sekunde Belichtungszeit deutlich iiber dem Rauschpegel
der Kamera liegt und somit ein Signal-Rausch-Verhéltnis im Bereich tiber 10 dB selbst fiir
eine 100-fache Vergroferung erzielt wird. In der digitalen in-line holografischen Mikroskopie
liegen die typischen Kohirenzvolumina bei etwa 10* um3. Das bedeutet, dass eine mikro-
kohérente Beleuchtung mit einer gefilterten LED-Lichtquelle, aber auch mit einer gefilter-
ten Halogenlampe und dem hier verwendeten, kommerziellen Kamerasensor ausreichend
ist, um mit Belichtungszeiten unterhalb einer Sekunde und einem guten Signal-Rausch-
Verhaltnis von {iber 10 dB Aufnahmen zu ermoglichen. Bei kiirzerer Belichtungszeit und
entsprechend niedrigerem Signal-Rausch-Verhiltnis sollte es sogar moglich sein, Bildauf-
nahmen mit einer Aufnahmerate von 25 Bildern pro Sekunde zu realisieren und damit den
Zugang zu einer holografischen Videomikroskopie mit mikro-kohérenter Beleuchtung zu

schaffen.
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4 Digitale in-line holografische
Mikroskopie mit mikro-koharenter

Beleuchtung

4.1 Grundlagen zur digitalen in-line holografischen

Mikroskopie

Die holografische Bildgebung wurde von Dennis Gabor entwickelt, um die Auflésung in der
Elektronenstrahl-Mikroskopie zu verbessern [44-46|. Das Ziel dieser interferenzoptischen
Bildgebung ist die direkte Detektion einer Wellenfront ohne optisch abbildende Elemente.
Das holografische Verfahren erméglicht zudem den Zugang zu dreidimensionalen Bildinfor-
mationen mit nur einer einzigen Aufnahme. Dabei werden sowohl Intensitéts- als auch Pha-
seninformationen {iber das Objekt zuginglich, wobei letztere gerade fiir die Untersuchung
von biologischen Zellen relevant sind, da diese meist klassische Phasenobjekte darstellen.
Gabor nutzte fiir die klassische Holografie eine teilkohirente, punktférmige Lichtquel-
le, welche eine sphérische, monochromatische Welle emittiert und experimentell durch eine
Pinhole-gefilterte Gasentladungslampe realisiert wurde. Das zu untersuchende Objekt wird
von dieser Welle beleuchtet und verdndert diese je nach Objekteigenschaft. Die relevanten
Prozesse sind dabei die Phagendnderungen durch das Objekt sowie die Beugung am Ob-
jekt. Die vom Objekt verdnderte Beleuchtungswelle wird Objektwelle up; genannt, denn
sie beinhaltet die Amplituden- und Phaseninformationen iiber das Objekt. Die Objektwel-
le allein kann nicht aufgezeichnet werden, da es mit Einzeldetektoren nicht mdglich ist,
Phaseninformationen direkt zu messen. Daher nutzt man die stationfiren Eigenschaften
der Interferenz, welche diese Phaseninformationen stets enthélt. Die ungestérte Beleuch-
tungswelle dient als bekannte Feldverteilung der spiteren Rekonstruktion, daher wird sie
als Referenzwelle u,o bezeichnet. Beide Wellenfelder, die Objekt- und die Referenzwelle,
iiberlagern sich und interferieren. Das dabei entstehende Interferogramm wird Hologramm
genannt und bietet nun die Mdglichkeit, Amplituden- und Phaseninformationen der Ob-
jektwelle aus dem stationéren Intensitétsbild Iyo, zu erhalten. Analytisch ldsst sich die

Entstehung des Hologramms wie folgt formulieren:

Uholo = Uobj + Uref

2 * * * *
Iholo = |uholo| = Uobj uobj + Upef Uref + Uobj Uyef + Upef uobj . (41)

35



4 Digitale in-line holografische Mikroskopie mit mikro-kohérenter Beleuchtung

Um aus diesem Intensitétsbild wieder die Objektwelle zu rekonstruieren, wird (4.1) mit
der Referenzwelle multipliziert. In der klassischen Holografie entspricht dieser zweite Ab-
bildungsschritt dem erneuten Beleuchten des Hologramms mit der Referenzwelle und de-
ren anschliefende Beugung am Hologramm. In der digitalen Holografie wird dieser Schritt

numerisch mithilfe eines Computers berechnet und digital ausgewertet. Analytisch folgt
aus (4.1):

2 *
Tolo Uref = (Iobj + Iref) Uref + Lot Uobj T Uper Uobj - (42>
N—— ——
= zero order = object image = twin image

Wihrend bei der off-azis-Methode durch eine schréig einfallende Referenzwelle diese drei
Terme raumlich getrennt liegen, iiberlagern sich bei der hier verwendeten n-line-Methode
alle Anteile entlang der optischen Achse. Um die nullte Ordnung (engl. zero order) zu mi-
nimieren, bietet sich die Berechnung des Konirasthologramms [47,48| an. Wéhrend nach
Kreuzer [47]| die Intensitdten direkt subtrahiert werden, wird nach Kanka [48] von der
Wurzel der Hologrammintensitit die Wurzel der Referenzintensitit subtrahiert (Amplitu-
dendifferenz). In einem weiteren Berechnungsschritt wird durch eine Normierung mit der
Referenzwelle beziehungsweise Referenzintensitit eine durch die sphérische Beleuchtungs-
welle inhomogene Intensititsverteilung angepasst und man erhilt nach beiden Korrekturen

das rekonstruierte Wellenfeld:

(Ihoto — Irer) < ... nach Kreuzer et al. [47]
Urec = re (43)
(vVInolo — |tref]) \Z:il ... nach Kanka et al. [48]

Fiir kleine Objekte gilt I,n; < Irer, weshalb der verbleibende zero order-Term vernachlés-
sigt werden kann. Abgesehen von einem immer vorhandenen Zwillingsbild (fwin image) ent-
spricht die rekonstruierte Welle der urspriinglichen Objektwelle. Es gilt in guter Naherung
Urec R Uohj- Das Zwillingsbild stellt bei geeigneten Geometrien sowie kleinen Objekten nur
eine geringe Stérung da [47], lasst sich aber auch durch spezielle iterative Mafnahmen wie
beispielsweise eine Absorptionsanalyse [49] oder eine objektgestiitzte Rekonstruktion [50]
minimieren.

An die Rekonstruktion anschliekend, muss die Objektwelle von der Hologrammebene
zuriick in die Objektebene ausgebreitet werden. Denn nur dort lasst sich die Objektwelle
wieder als das urspriingliche Objekt betrachten. Hologramme, welche iiber ein ausreichend
feines Stiitzstellenraster (engl. sampling) verfiigen, weil sie wie in dieser Arbeit mit zu-
sitzlicher Vergroferung mittels Mikroskop aufgenommen wurden, kénnen mit der angular
spectrum Methode [51] ausgebreitet werden. Dabei wird eine Faltung der rekonstruierten
Objektwelle mit der Ubertragungsfunktion des Freiraums im Ortsraum vorgenommen. Ty-
pischerweise wird diese Faltung als Produkt beider Fouriertransformierten berechnet. Man

erhilt dann die Objektwelle in der gewiinschten Objektebene und kann nach Intensitéts-
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bildung das Bild des Objekts betrachten.

In der digitalen Holografie werden digitale Bildsensoren, wie CCD- oder CMOS-Sensoren,
zur Aufzeichnung des Hologramms verwendet. Die typischen Pixel-Rasterabstinde (pizel
pitch) liegen zwischen 1,3 ym und etwa 13 pm. Das Sampling-Theorem nach Nyquist und
Shannon [52,53| besagt, dass das Signal (hier die laterale Interferenzstruktur) mit doppelter
Periode abgetastet werden muss, um es vollstindig aufzuldsen.

In der klassischen linsenlosen in-line holografischen Mikroskopie wird das Objekt mit
einer sphéirischen Welle beleuchtet. Durch diese kegelartige Beleuchtungsgeometrie vergro-
fert sich das Hologramm des Objekts mit zunehmendem Abstand des Detektors und damit
vergrofbern sich auch die lateralen Interferenzstrukturen. Bei geeigneter Dimensionierung
kann dann das Hologramm unabhingig vom pizel pitch des Bildsensors aufgezeichnet wer-
den.

Bei der Beleuchtung mit einer ebenen Welle findet diese Vergrofierung nicht automatisch
statt, da hier eine parallele Beleuchtungsgeometrie vorliegt. Die kleinsten lateralen Inter-
ferenzstrukturen kénnen dann, je nach Abstand des Detektors, lediglich A/2 betragen, so
dass das Sampling moderner Digitalsensoren in der Regel nicht ausreicht, um das Holo-
gramm vollstdndig aufzulésen. Um dennoch Hologramme mit hoher Auflésung detektieren
zu konnen, ist eine Zwischenschaltung von zusétzlichen Objektiven mdglich, wobei das Ho-
logramm dann vergrofert auf den Detektor abgebildet wird. Diese Vorgehensweise stellt
eine Anpassung der lateralen Auflésung an den bestehenden Bildsensor dar, allerdings
unter Einschrinkung des Bildfelds.

Fir das Aufldsungsvermdgen eines in-line holografischen Mikroskops gelten die Abbe-
schen Gesetze [31,32|. Fiir die kleinste, noch auflésbare Gitterperiode pmin gilt bei kohé-

renter, ebener Beleuchtung;:
A

Pmin = m .

Dabei ist NA, die kleinste, im gesamten System vorhandene numerische Apertur. Diese

(4.4)

kann durch den Bildsensor, durch die numerische Apertur der optional genutzten Mikro-
skopoptik, aber auch durch begrenzte, partielle Kohdrenz gegeben sein. Die Kohérenzbe-
dingung stellt zusammen mit der Geometrie und der Dimensionierung des Aufbaus die
wesentlichen Anforderungen an die Beleuchtung dar. Der Einsatz mikro-kohérenter Be-
leuchtung mit Kohérenzlangen im Bereich von 5 pym bis etwa 100 pm kann dabei auch zu

einer Einschrinkung der effektiven numerischen Apertur fithren.

Holografie und holografische Mikroskopie mit partieller Koharenz

In der holografischen Mikroskopie werden in der Regel Laser zur Beleuchtung eingesetzt
[54, 55|, denn diese Lichtquellen besitzen eine hohe Kohirenz fiir die interferenzoptische
Messung. Die Kohédrenzléngen und Kohérenzdurchmesser der meisten Laserlichtquellen lie-

gen deutlich iiber einem Millimeter. In vielen experimentellen Aufbauten befinden sich
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4 Digitale in-line holografische Mikroskopie mit mikro-kohérenter Beleuchtung

Elemente wie Objektive, Probenhalter und Deckgléser, aber auch Schutzgldser fiir Kame-
rasensoren. Zusatzliche Interferenzen als Folge von Mehrfachreflexionen an diesen optischen
Grenzflichen und Schichtsystemen treten auf. Raue Oberflichen, kleine Schmutzpartikel,
Fassungen und Halterahmen, welche (ungewollt) beleuchtet werden, erzeugen statistische
Interferenzen, auch Speckle [56] genannt. Eine raue Probe kann aufgrund von Streuung
intrinsische Speckle [57,58| selbst erzeugen, falls deren Interferenzen nicht aufgelost wer-
den kdénnen. Derartige Interferenzen, welche nicht durch die eigentliche Probe verursacht
werden oder nur unvollstindig aufgeldst sind, kdnnen numerisch nur unzureichend oder
gar nicht gefiltert werden. Laserquellen mit grofen Kohérenzldngen fithren demnach zu pa-
rasitiren, kohdrenzverursachten Effekten. Die Rekonstruktion des Hologramms beinhaltet
dann Stérungen, welche die Bildqualitdt der rekonstruierten Probe erheblich schwéichen
kénnen [59-61]. Diese Storungen fithren zu einem statistischen Untergrund (Speckle) und
daraus folgend zu einem verminderten Bildkontrast, aber auch zu Artefakten, welche nicht
der Probe zugeordnet werden kénnen und diese iiberlagern.

Die Anwendung reduzierter (partieller) Kohérenz ist ein Ansatz zur Verminderung ko-
hérenzverursachter Storungen. Speckle lassen sich durch partiell-kohé&rente Beleuchtung
reduzieren [62,63]. So wurde gezeigt, dass rdumlich partiell-kohérentes Licht durch einen
bewegten Diffusor, beispielsweise eine rotierende Streuscheibe, kiinstlich erzeugt werden
kann [13,64] und in der Holografie anwendbar ist [65-67]. Es liefen sich jene parasi-
taren Effekte reduzieren [68,69|. Eine alternative Vorgehensweise ist mit dem Einsatz
zeitlich partiell-kohdrenter Lichtquellen gegeben [70]. So lassen sich beispielsweise kurz-
kohérente Dauerstrich-Laser 71| oder Kurzpulslaser, aber auch lichtemittierende Dioden
(LED) [68, 72, 73] oder Superlumineszenzdioden (SLD) [74] fiir die holografische Mikro-
skopie nutzen. Die dabei verwendeten Lichtquellen wurden mit einem Pinhole oder einer
Blende gefiltert und in off-azis Aufbauten [68,73,74] oder in in-line Aufbauten |72] verwen-
det. In der Literatur wurden vorrangig qualitative Aussagen iiber Einsatzbeispiele partieller
Kohérenz getroffen.

Eine Studie [75] beschéftigte sich mit der Verbreiterung der Impulsantwort bei Anwen-
dung partieller Kohérenz in der linsenlosen in-line holografischen Mikroskopie. Als Licht-
quellen wurden dabei Laserdioden mit spektralen Bandbreiten von 2 nm und 12 nm ver-
wendet, welche iiber ein 1 um oder ein 5 pm Pinhole gefiltert wurden. Die zeitliche Kohé-
renzlidnge entsprach dabei etwa 100 pm (Bandbreite 2 nm) beziehungsweise etwa 15 pum
(Bandbreite 12 nm). Bei der von Gopinathan verwendeten linsenlosen in-line Anordnung
wurden in der Hologrammebene Kohérenzdurchmesser von etwa 10 mm (1 pm Pinhole)
beziehungsweise etwa 2 mm (5 pym Pinhole) erreicht.

In der interferenzoptischen Mikroskopie sind Gesichtsfelder unterhalb eines Millimeters
typisch. Die Ausdehnung der lateralen Kohérenzfliche muss nicht grofer als dieses Ge-
sichtsfeld sein. Meist reicht es aus, wenn sich die Interferenzen eines Objekts iiber einen

ausreichend grofsen Teil des Gesichtsfelds erstrecken. Die typischen Kohirenzdurchmesser

38
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sollten dann, je nach Kohdrenzkriterium, im Bereich von 10 pm bis 100 pm liegen. Die
kleinsten Abstdnde zwischen benachbarten, optischen Grenzflichen sind meist durch das
Objekttragerdeckglas (typischerweise 170 um) gegeben. Die zeitliche Kohérenzldnge sollte
unterhalb dieses Werts liegen, um Interferenzen aus Mehrfachreflexionen zu vermeiden. Je

nach Geometrie sollten Kohérenzldngen im Bereich von 5 ym bis 100 ym ausreichen.

4.2 Bildqualitdt und Auflésungskriterium

Angepasste Kohdrenz und Bildqualitat

Die Anwendbarkeit von mikro-kohérenter Beleuchtung soll qualitativ und quantitativ unter-
sucht werden. Dazu wird ein digitales in-line holografisches Mikroskop verwendet, welches
auf dem Mikroskop Zeiss Axioskop 2 MAT mot basiert. Es werden die in Kapitel 3 vorge-
stellten Lichtquellen (LED, Halogen- und Quecksilberdampflampe) an den Durchlichtkanal
angeschlossen und mit entsprechenden Interferenzfiltern sowie der Leuchtfeldblende gefil-
tert. Abbildung 14 zeigt eine schematische Anordnung mit ebener Objektbeleuchtung. Eine
ahnliche Anordnung wurde beispielsweise auch von Moon und Javidi [76] genutzt.
Zunéchst wird ein fasergekoppelter, diodengepumpter Festkorperlaser (Lasos LasNo-
va 50 green) zur Beleuchtung genutzt. Als Testobjekt wird eine Probe bestehend aus
1,06 £+ 0,05 um groken Polymethylmethacrylat-(PMMA)-Kugeln auf einem 170 pum dicken
Deckglas verwendet. Die PMMA-Kugeln werden in einer fliissigen Suspension aufgebracht
und anschlieffend eingetrocknet, wodurch sich teilweise hexagonal angeordnete Monolagen
in groferen Gruppen ausbilden. Diese Objekte erweisen sich aufgrund ihrer engen Tole-
ranzen im Durchmesser sowie der selbstanordnenden, periodischen Struktur als eine gut

reproduzierbare, gitterdhnliche Probe fiir Auflésungstests. Das Probendeckglas wird in der

Lichtquelle, Spektral- und Objektebene Hologramm- Obijektiv fiir CCD Kamera
zB. LED Raumfilter vergriBerte
L]

Abbildung

L RREREREER,

Abb. 14: Schematischer Aufbau fiir eine mikro-kohérente Beleuchtung und Anwendung in der
digitalen in-line holografischen Mikroskopie: Das Licht einer Quelle (LED, Halogen- oder Queck-
silberdampflampe) wird spektral durch Interferenzfilter und rédumlich durch die Leuchtfeldblende
des Mikroskops gefiltert und erzeugt eine ebene, mikro-kohérente Beleuchtung in der Objektebene.
Die Hologrammebene, welche durch Interferenz hinter der Objektebene entsteht, wird durch ein
Objektiv vergrofert in die Sensorebene abgebildet und dort von einer CCD Kamera detektiert.
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4 Digitale in-line holografische Mikroskopie mit mikro-kohérenter Beleuchtung

Objektebene des Mikroskops positioniert und mit verschiedenen Lichtquellen beleuchtet.

Das vom Objekt gebeugte Licht (Objektwelle) {iberlagert sich mit dem ungebeugten Teil
der nahezu ebenen Beleuchtungswelle (Referenzwelle) und erzeugt durch Interferenz beider
Wellen das Hologramm. Ein 100x Objektiv (Zeiss LD EC Epiplan-Neofluar 100x /0,75 HD
DIC) mit einer numerischen Apertur von NAje,s = 0,75 wird zur vergrofserten Abbildung
der Hologrammebene genutzt, welche hier in z = 30 um Abstand hinter der Objektebene
liegt. Zusétzlich wird eine Aufnahme ohne Objekt (Deckglas ohne Probe) gemacht und nach
Formel (4.3 nach Kanka) die rekonstruierte Welle des Kontrasthologramms berechnet. Die
Ausbreitung zuriick in die Objektebene erfolgt mit der angular spectrum Methode [51]. Da
das rekonstruierte und ausgebreitete Kontrasthologramm den zero order Term unterdriickt,
betrachtet man im Intensitdtsbild der rekonstruierten Objektebene (abgesehen vom defo-
kussierten twin image) lediglich das Objekt selbst, ohne die eigentliche Objektbeleuchtung.
Diese Darstellung fiihrt dazu, dass im Vergleich zu einer Rekonstruktion eines Hologramms
ohne Berechnung des Kontrasthologramms, das Objekt invertiert erscheint. Wahrend die
nahezu transparenten PMMA-Kugeln im Durchlicht urspriinglich als dunkle Kreise auf
hellem Untergrund zu beobachten sind, erscheinen nun im rekonstruierten Objektbild des
Kontrasthologramms helle Kreise auf dunklem Untergrund.

Abbildung 15 zeigt eine Gegeniiberstellung verschiedener Beleuchtungsvarianten fiir die
beschriebene Aufnahmesituation. In Teilabbildung 15(a) ist die holografische Aufnahme
mit Laserbeleuchtung durchgefiihrt. Die (zeitliche) Koh#renzlinge ist Lo > 10% um und
der Durchmesser der Kohirenzfliche ist Do, > 10* ym. Im Vergleich mit der Dimensionie-
rung des Aufbaus entspricht dies einer Beleuchtung mit einem Kohérenzgrad von v — 1.
Die Objektstrukturen sind zwar aufgelést, aber von parasitiren Interferenzen deutlich ge-
stort. In der Detailansicht (untere Reihe) ist erkennbar, dass diese Stérungen sowohl zu
Amplituden- als auch zu Phasenfehlern fiihren. Die Objektstrukturen weisen sowohl latera-
le Verschiebungen als auch leichte Defokussierungen auf. Die Gesamtstruktur bleibt zwar
als solche noch erkennbar, einzelne Details aber gehen verloren. Fiir eine quantitative Be-
wertung dieser Storungen wird ein Intensitétsschnitt durch die Objektstruktur angefertigt
(Schnitt und Ansicht A). Die normierte Intensitdt wird anschliekend mit einer angesetz-
ten Fit-Funktion (~cos?) verglichen und die Varianz beider Grifen iiber den gewiihlten
Messbereich (Schnitt {iber 9,5 pm mit > 150 Messpunkten) berechnet. Es ergibt sich eine
Standardabweichung von 25,9 %.

Weiterhin wird eine gefilterte LED-Lichtquelle als Beleuchtung verwendet, alle anderen
Einstellungen bleiben gleich. Die Lichtquelle (Zeiss Colibri) nutzt eine Lumineszenzdiode
mit einer zentralen Wellenldnge von A = 465 nm und einer Bandbreite von A\ = 28 nm.
Das Spektrum der LED wird mit einem Interferenzfilter auf eine Breite von AXA = 4 nm
eingeschrinkt, was einer Kohérenzlinge von L.on, = 22,6 pm bei einem Interferenzkon-
trast von |y(7)| = 50 % entspricht. Zusétzlich wird die Leuchtfeldblende des Mikroskops

(125 mm Abstand zur Objektebene) auf einen Durchmesser von 0,8 mm verringert und
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Abb. 15: Holografische, mikroskopische Bildgebung von 1,06 um groffen PMMA-Kugeln mit unter-
schiedlich kohérenter Beleuchtung: Rekonstruktion des Kontrasthologramms (Intensitét). (a) Zu
hohe Kohirenz (Kohérenzlinge Leon > 10% um, Kohérenzdurchmesser Do, > 10* um) verursacht
storende Effekte wie Interferenzen aus Mehrfachreflexionen und Speckle. (b) Das Optimum wird
durch eine angepasste Kohérenz erreicht (im Beispiel Leon = 22,6 pm, Deon = 59,7 pm). (¢) Zu
niedrige Kohérenz (Lcon = 2,6 pm, Deon = 59,7 um) limitiert das Auflésungsvermogen.
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4 Digitale in-line holografische Mikroskopie mit mikro-kohérenter Beleuchtung

dadurch der Kohirenzdurchmesser auf D.,, = 59,7 pm fiir einen Interferenzkontrast von
|712] = 50 % eingestellt. Die zeitliche und die rdumliche Kohédrenz sind ausreichend, um
Interferenzen in der Hologrammebene zu erzeugen. Die Rekonstruktion ist in Teilabbil-
dung 15(b) dargestellt. Die PMMA-Kugeln sind vollstindig aufgelést. Aufserdem werden
die kohédrenzverursachten Storungen weitestgehend unterdriickt und sind nicht mehr sicht-
bar. Zur quantitativen Bewertung der Bildqualitidt wird ebenfalls ein Schnitt durch das re-
konstruierte Intensitétsbild der Probe angefertigt (Schnitt und Ansicht B). Der Schnitt B
zeigt eine im Vergleich zu Schnitt A deutlich bessere Ubereinstimmung der Probe mit
dem angesetzten Intensitétsprofil. Lediglich im Randbereich der Probe (Schnittachse bei
7 pm) sind relevante Abweichungen erkennbar, welche auf eine Uberlagerung des rekon-
struierten Objekts und seines (defokussierten) Zwillingsbilds zurtickzufiihren sind. Diese
Uberlagerung ist typisch fiir in-line holografische Anordnungen und ist Gegenstand aktu-
eller Studien (47,49, 77|. Die berechnete Standardabweichung fiir den gew&hlten Bereich
liegt bei 14,6 %. Fiir den Bereich innerhalb der Probenstruktur (Schnittkoordinaten im
Bereich 0 ym bis etwa 5 um) kann die Abweichung um mehr als einen Faktor 2 verringert
und somit die Bildqualitdt erheblich verbessert werden.

Dieselbe LED-Lichtquelle wird ohne spektrale Filterung verwendet. Die ungefilterte
spektrale Bandbreite der LED betrigt A\ = 28 mm, was einer Kohirenzldnge von
Leon = 2,6 pm (|y(7)] = 50 %) entspricht. Die Leuchtfeldblende bleibt unverandert und
der Kohérenzdurchmesser weiterhin auf D.,, = 59,7 pm justiert. Die dazugehérige Re-
konstruktion ist in Teilabbildung 15(c) dargestellt. Die Gruppe der PMMA-Kugeln ist als
solche noch gut erkennbar, allerdings ohne jegliche Details. Die Verringerung eines Kohé-
renzparameters fiihrt dazu, dass sich die 1,06 pm-Objektstruktur nicht mehr auflésen lisst.
Kohérenzverursachte Storungen wie in Teilabbildung 15(a) sind visuell nicht nachweisbar.

Der Vergleich aller Beleuchtungssituationen lisst sich zusammenfassen: Fiir die Dimen-
sionierung des Aufbaus zu grof gewéihlte Kohérenzlangen und Koh#drenzdurchmesser sind
zwar ausreichend, um Interferenzen zu erzeugen, die eine Auflésung von Objektstrukturen
um einen Mikrometer zulassen, filhren aber zu parasitiren Storungen, welche die Bild-
qualitdt nachweislich negativ beeinflussen und Detailaussagen iiber die Probe erschweren.
Eine angepasste Kohérenz im Mikrometerbereich (Kohérenzlange Lo, zwischen 5 pym und
100 pm, Kohdrenzdurchmesser Do, zwischen 10 pm und 100 pm) reduziert diese Stérun-
gen und ermdoglicht visuell nahezu storungsfreie Rekonstruktionen. Fiir die mikro-kohérente
Beleuchtung kann beispielsweise eine gefilterte LED-Lichtquelle verwendet werden. Eine
Anpassung der Kohérenzparameter ist notwendig, um den in der in-line holografischen
Mikroskopie notigen Interferenzkontrast zu erhalten, welcher bei einer Rekonstruktion des
Objekts fiir die laterale Auflosung der Objektstrukturen ausschlaggebend ist. Eine nicht
ausreichende Filterung der Quelle, und somit ein zu geringer Interferenzkontrast in der

Hologrammebene, fithrt zu einer eingeschrénkten Auflésung des holografischen Verfahreuns.
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4.2 Bildqualitdt und Auflosungskriterium

Mikro-Kohdrenz und Auflésungskriterium

Im Folgenden ist der quantitative Zusammenhang zwischen den rdumlichen und zeitlichen
Kohirenzldngen und der Auflésungsgrenze thematisiert.

Abbildung 16 zeigt die geometrischen Zusammenhénge im Strahlengang, basierend auf
dem schematischen Aufbau der verwendeten in-line Anordnung. Es wird ein punktférmi-
ges Einzelobjekt angenommen, da jede ausgedehnte Objektstruktur einer realen Probe
durch eine Summe solcher punktférmiger Objekte dargestellt werden kann. Nach dem in
der kohdrenten Wellenoptik geltenden Superpositionsprinzip werden die komplexwertigen
Amplituden der einzelnen Punkt-Objektwellen aufsummiert und formen die komplexe Ob-
jektwelle. Das punktférmige Einzelobjekt erzeugt eine sphérische Objektwelle, welche sich
im Abstand z hinter der Objektebene mit der ungestorten Referenzwelle iiberlagert und
in der Hologrammebene durch Interferenz das Hologramm erzeugt. Das dabei entstehende
Hologramm entspricht im Aussehen der Fresnelschen Zonenplatte [37]. Der lokale Interfe-
renzkontrast ist durch den raumzeitlichen Kohédrenzgrad gegeben. Die zwischen der Objekt-

und der Referenzwelle auftretenden Laufzeitunterschiede As miissen kleiner oder gleich der

ebene
mikro-koharente
Beleuchtung

>
B 7

R

q Objektebene mit Hologramm- > LV,
Punkt-Objekt ebene

Abb. 16: Geometrie der Strahlengéinge im verwendeten Aufbau fiir digitale in-line holografische
Mikroskopie. Ein mikro-kohirent beleuchtetes Punkt-Objekt in der Objektebene erzeugt eine sphé-
rische Objektwelle, welche sich mit der ungestérten Referenzwelle in der Hologrammebene iiberla-
gert und durch Interferenz das Hologramm (Fresnelsche Ringe) erzeugt. Der Interferenzkontrast
wird durch die zeitliche und die rdumliche Kohérenz bestimmt. Der Gangunterschied As zwischen
der Objekt- und der Referenzwelle darf nicht grofer sein als die zeitliche Kohdrenzlénge Lcoy,. Der
Durchmesser d muss innerhalb des Kohirenzdurchmessers Doy liegen, wenn es zur Interferenz
kommen soll. Der dabei aufgespannte Halbwinkel o bestimmt die numerische Apertur der partiell-
koharenten Beleuchtung und ist mafgebend fiir die Auflésbarkeit des rekonstruierten Objekts.
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4 Digitale in-line holografische Mikroskopie mit mikro-kohérenter Beleuchtung

(zeitlichen) Kohérenzlinge Lo, sein, um einen ausreichenden Interferenzkontrast zu erzeu-
gen. Die laterale Ausdehnung d des Punkt-Hologramms ist auch durch den (rdumlichen)
Kohéarenzdurchmesser Do limitiert. Der Abstand z zwischen der Objekt- und der Holo-
grammebene ist klein gegen den Abstand der Lichtquelle zur Objektebene (z < R), so
dass die Grofse des Kohédrenzdurchmessers in diesen beiden Ebenen ndherungsweise gleich
ist. Des Weiteren sind das Bildfeld sowie die Ausdehnung d der Hologrammebene klein
gegen den Quellabstand R (d < R), weshalb angenommen wird, dass die Objektebene bei
dieser Anordnung niherungsweise von einer ebenen Welle beleuchtet wird.

Beide Kohérenzparameter bestimmen somit den Bereich, in welchem ein ausreichender
Interferenzkontrast vorhanden ist. Dabei ist ein Abfall des Kontrasts fiir einen zunehmen-
den Abstand von der optischen Achse zu erkennen, auf der sich das Punkt-Objekt befindet.
Das Vorhandensein von Interferenzen ist ein notwendiges Kriterium fiir das interferenzop-
tische Prinzip der Holografie. Eine Annahme fiir die Rekonstruktion in-line holografischer
Bilder ist, dass das Objekt nur eine kleine Stérung der Beleuchtung verursacht (Zobj << Iret)-
Es wird angenommen, dass ein relativ schwacher Interferenzkontrast ausreichend ist, um
das Objekt zu rekonstruieren. Daraus ergeben sich die Wahl des Kohérenzkriteriums so-
wie die Grohe des Kohdrenzdurchmessers und der Kohirenzlédnge. Fiir die Betrachtung zur
raumlichen Kohérenz wird das Kohérenzkriterium m = 0,61 gewéahlt (siche Kapitel 2.1
und Formel (2.11)). Bei kreisrunden Lichtquellen entspricht dies der ersten Nullstelle einer
Airy-scheibchenférmigen rdumlichen Kohérenzfunktion, womit sich ein rédumlicher Kohé-
renzgrad von |y12| = 0 ergibt. Fiir die zeitliche Kohérenz wird fiir die Kohérenzliange Leop
der doppelte Wert aus Formel (2.8) angenommen, welcher an die Halbwertsbreite der zeit-
lichen Kohérenzfunktion gekoppelt ist. Bei gaufiférmigen Spektren entspricht dies einem
zeitlichen Kohérenzgrad von |y(7)| = 6,25 %.

Der Bereich von auswertbaren Interferenzen mit ausreichendem Kontrast ist in Abbil-
dung 16 durch den Parameter d charakterisiert. Zusammen mit der Strecke s,,;, welche
die Objektwelle zuriicklegt, ergibt sich ein Aperturwinkel a und somit eine numerische

Apertur NAyg, fiir das Hologramm durch:

d
2 Sobj .

NAolo = sina = (4.5)

Der maximale Wegunterschied zwischen der Objekt- und der Referenzwelle ist durch
As = sopj — 2 gegeben. Wenn dieser durch die Kohérenzlénge Leop limitiert ist (As = Leon),
folgt fiir die numerische Apertur NAyoio(Leoh, 2) [61]:

2 2 2z
d Sopj — # 1+ I

NAholo(Lcohaz) = 2 5 o = Sobr = 11 > b . (46)
ob) obJ Lcoh

Fiir den Fall, dass der Koh#renzdurchmesser Do, die Ausdehnung des Interferogramms

limitiert (d = 2 Deop), ergibt sich hingegen folgende Abhéngigkeit der numerischen Aper-
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tur NApolo(Deon, 2) [61]:

d d 1
NAholo(Dcoh> Z) = . (4:7)

_280bj_\/d2+422 \/1+< ; )2
Dcoh

Die numerische Apertur des gesamten Systems berechnet sich aus der kleinsten nu-

merischen Apertur von Beleuchtung und Detektion. So kénnen neben einer begrenzten
Kohérenz der Beleuchtung auch Begrenzungen seitens der Detektion bestehen. Ein zur
vergrokerten Abbildung genutztes Objektiv kann das Auflésungsvermégen des Interferenz-
musters beschrinken. Aber auch durch den technisch limitierten Pixelabstand des digitalen
Kamerasensors ergibt sich ein begrenzter Aufnahmewinkel fiir das Hologramm. Letzteres
ist vor allem bei der Entwicklung von Anordnungen fiir die linsenlose digitale in-line holo-
grafische Mikroskopie von besonderer Bedeutung [78,79]. Fiir die kleinste noch auflésbare
Gitterstruktur ergibt sich basierend auf Formel (4.4) folgender Zusammenhang [61]:

A
Pmin = min {NAholo(Lcoha Z)a NAholo(Dcoh7 Z)’ NAlensa NAsensora .. } .

(4.8)

Das bedeutet, dass, abgesehen von einer limitierten Detektion, sowohl die zeitliche als
auch die rdumliche Kohdrenz zur Auflosung der Objektstruktur beitragen. Der ausschlag-
gebende Kohérenzparameter ist dabei immer der, der die kleinere numerische Apertur

bestimmt.

Numerische Untersuchung zur Auflésung

Um diese theoretischen Annahmen zu iiberpriifen, werden zunéchst Simulationen gemacht.
Fiir die Simulation wird ein kiinstliches Objekt entworfen, welches aus einer Anordnung von
kleinen Lochern in einer halbtransparenten Maske besteht und die vier Buchstaben ,IPHT*
darstellt. Es werden folgende Parameter verwendet: Wellenldnge A = 546 nm, Lochdurch-
messer von 273 nm (%) und Lochperiode ppin = 1 pm. Um die Objektperiode nach der
Rekonstruktion auflésen zu kénnen, ist eine numerische Apertur von NA,;y > 0, 546 notig.

Das Objekt wird in der Simulation mit einer ebenen, partiell-kohdrenten Welle beleuch-
tet. Das Hologramm wird in einem Abstand z = 50 pym hinter dem Objekt auf der Basis
von Formel (2.14) fiir die partiell-kohérente Vielstrahl-Interferenz berechnet. Dafiir wer-
den die Phasendifferenzen zwischen allen Lochblenden sowie der halbtransmittierten Re-
ferenzwelle und die jeweils wechselseitigen Kohérenzgrade |vy12(7)| fiir jeden Bildpunkt in
der Hologrammebene beriicksichtigt. Die anschliefende Rekonstruktion des Kontrastholo-
gramms erfolgt nach Formel (4.3 nach Kanka). Mithilfe der angular spectrum Methode wird
die Ausbreitung der rekonstruierten Objektwelle zuriick in die urspriingliche Objektebene
berechnet und anschliefsend das Intensitétsbild beziiglich der lateralen Auflésung unter-

sucht. Dazu wird ein Intensitdtsschnitt durch die periodische Objektstruktur angefertigt.
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Abb. 17: Simulation von in-line holografisch mikroskopischer Bildgebung mit zeitlich partiell-
kohérenter Beleuchtung: Die Koh#renzlinge Lo, wird im Mikrometerbereich variiert und die Auf-
16sbarkeit einer Struktur mit 1 pum Periode untersucht. Dazu werden Schnitte (rechts) fiir die re-
konstruierten Intensitéitsbilder (links) der simulierten Objektstruktur angefertigt. Die theoretisch
auflésbare Periode pp,i, wird berechnet und mit den Rekonstruktionen verglichen. Um 1 pum Pe-
riode auflésen zu konnen, ist eine Kohérenzldnge von L¢on, > 9,7 pm nétig. Dies entspricht einer

numerischen Apertur von NA,;;, > 0,55 bei einer Wellenldnge von 546 nm. Der Abstand zwischen
Objekt- und Hologrammebene betrigt z = 50 pm.
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Zunéchst wird der Einfluss zeitlich partieller Kohdrenz untersucht. Dazu wird der rdumli-
che Kohérenzgrad |y12| = 1 gesetzt und die Kohérenzlinge Lo zwischen 7,5 pm und 25 pm
variiert. Abbildung 17 zeigt die rekonstruierten Objektstrukturen fiir verschiedene Werte
von Leo, sowie die dazugehorigen Intensitétsschnitte zur Auswertung der Auflésbarkeit.
Zudem wird die theoretisch auflésbare Periode pui, berechnet und mit der Rekonstruktion
verglichen. Zum Erreichen der geforderten numerischen Apertur von NA,;y > 0,546 ist
nach Formel (4.6) eine Kohérenzlinge von Leo, > 9,68 pm notig. Die Simulationen besté-
tigen diesen Wert. Fiir eine Kohérenzlinge von Lo, = 10 um ist die Objektperiode, wenn
im Kontrast auch nur schwach, aufgelst. Fiir eine Kohérenzldnge von Leop = 7,5 pm ist
die Objektperiode hingegen nicht mehr aufgeldst.

Um den Einfluss rdumlich partieller Kohérenz zu untersuchen, wird der zeitliche Koha-
renzgrad |y(7)| = 1 gesetzt und der Kohdrenzdurchmesser Do, zwischen 29,0 pm und
70,7 pm variiert. Abbildung 18 zeigt die rekonstruierten Objektstrukturen fiir verschie-
dene Werte von Do, sowie die dazugehorigen Intensititsschnitte zur Auswertung der
Auflésbarkeit. Analog zu einer Mindestgréfe der zeitlichen Kohérenz wird fir den Ko-
hirenzdurchmesser ein Minimum von D, > 32,6 pum berechnet. Auch hier bestétigen
die Simulationen diesen Wert. Bei einem Kohéirenzdurchmesser von Do = 34,1 pm ist
die Objektperiode noch aufgelost, wihrend die Auflésung bei einem Kohérenzdurchmesser
von Deop = 29,0 pm nicht ausreicht, um mit einer Wellenldnge von 546 nm eine Periode

von 1 pm zu rekonstruieren.
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Abb. 18: Simulation von in-line holografisch mikroskopischer Bildgebung mit rdumlich partiell-
kohérenter Beleuchtung: Der Kohdrenzdurchmesser D, wird im Mikrometerbereich variiert und
die Auflosbarkeit einer Struktur mit 1 gm Periode untersucht. Dazu werden Schnitte (rechts) fiir die
rekonstruierten Intensitétsbilder (links) der simulierten Objektstruktur angefertigt. Die theoretisch
auflésbare Periode pyin wird berechnet und mit den Rekonstruktionen verglichen. Um 1 pm Periode
auflésen zu konnen, ist ein Kohdrenzdurchmesser von Do, > 32,6 pm notig. Dies entspricht einer
numerischen Apertur von NA i, > 0,55 bei einer Wellenldnge von 546 nm. Der Abstand zwischen
Objekt- und Hologrammebene betriagt z = 50 pm.

Quantitative experimentelle Untersuchung zur Auflésung

Die in den Simulationen gezeigten Ubereinstimmungen mit der Theorie sollen im Ex-
periment iiberpriift werden. Dazu werden PMMA-Kugeln mit einem Durchmesser von
1,06 + 0,05 pum als Objekte verwendet. Die Struktur der selbstanordnenden Monolagen,
welche bei der Probenpriparation entstehen konnen, ist durch ein hexagonales Muster
gekennzeichnet. Durch diese hexagonale Anordnung entsteht eine effektive, minimale Ob-
jektperiode von ppex = \/g DPheads = 0,918 um. Die PMMA-Kugeln sind dabei auf einem
170 pm dicken Deckglas aufgebracht und in der Objektebene des Mikroskops positioniert.
Als Objektiv wird ein Zeiss Epiplan 50x /0,70 HD verwendet. Die damit abgebildete Holo-
grammebene liegt in einem Abstand z = (30,60 oder 90) pm hinter der Objektebene. Es
werden digitale Hologramme mit 1024 x1024 Pixeln und einem rechnerischen Pixelpitch
von 0,128 um erfasst. Das Bildfeld in der Hologrammebene ist somit (130 um)? grok.
Wie in den Simulationen wird der Einfluss von zeitlich und rdumlich partiell-koh&renter
Beleuchtung getrennt voneinander untersucht. Zunichst wird die rdumliche Kohérenz so
eingestellt, dass der Kohédrenzdurchmesser nicht der begrenzende Parameter ist. Die zeitli-
che Kohérenz wird durch eine geeignete Kombination von Lichtquellen und spektralen Fil-
tern variiert. Die Leuchtfeldblende am Mikroskop ist vollstandig geschlossen (p = 0,8 mm),
wodurch der Koharenzdurchmesser auf Do, = 88,6 um (m = 0,61) eingestellt wird. Als
Lichtquelle kommt eine LED (Zeiss Colibri, A = 465 nm) mit zwei verschiedenen Filtern
(LC-465BP4 mit A\ = 4 nm, Schott GG455 mit AN = 20 nm) zum Einsatz. Auferdem
wird eine Halogenlampe (Zeiss HAL 100, A = 546 nm) mit einem Bandpassfilter (Zeiss
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BP546/12 mit AX = 12 nm) verwendet. Die Koh#renzléingen werden somit auf folgende
Werte fiir |y(7)| ~ 6,25 % justiert: Leon = 45,1 pm und Leop = 7,1 pm (LED) sowie
Leon = 25,9 pm (Halogenlampe).

Die experimentellen Ergebnisse sind in Abbildung 19 gezeigt. Exemplarisch sind fiir
verschiedene Parameterkombinationen von Kohérenzldnge Le,, und Abstand z der Holo-
grammebene die rekonstruierten Kontrasthologramme als Intensititsbild dargestellt. Die
Uberpriifung der lateralen Auflosbarkeit erfolgt anhand von Intensitéitsschnitten, welche
fiir drei ausgewéhlte Parameterkombinationen ebenfalls dargestellt sind (Ansichten A-C).
Die auf Formel (4.8) basierenden Theoriewerte fiir die maximal erreichbare Auflésung ppin
werden berechnet und mit den experimentellen Daten verglichen. Die kleinste Periode
VOIL Pin = 0,664 pm ist dabei nicht durch die Kohérenzldnge, sondern durch die limitierte
numerische Apertur der Detektionslinse (NAje,s = 0,7) begrenzt. Der Vergleich zeigt eine
sehr gute Ubereinstimmung von Theorie und Experiment.

Das gleiche Experiment wird mit rdumlich partiell-kohdrenter Objektbeleuchtung wie-
derholt. Die zeitliche Kohérenz wird so eingestellt, dass sie nicht mehr der limitierende
Parameter ist. Dazu wird die LED-Lichtquelle zusammen mit einem schmalbandigen Filter
(LC-465BP4) und daraus folgend mit einer Kohérenzlange von Leo, = 45,1 pm verwen-
det. Der Kohirenzdurchmesser ist durch die Gréfe der Leuchtfeldblende am Mikroskop
variabel. Mit den Blendendurchmessern p = 0,8 mm, 1,6 mm und 2,9 mm wird der Koha-
renzdurchmesser in der Objektebene auf D.,, = 88,6 pm, 44,3 pm und 24,7 pm fiir ein
Kohérenzkriterium von m = 0,61 und eine Wellenldnge von A = 465 nm eingestellt. Die
Auswertung der experimentellen Ergebnisse erfolgt in gleicher Weise wie zuvor bei Variati-
on der zeitlichen Kohiirenz und ist in Abbildung 20 gezeigt. Auch hier ist eine gute Uber-
einstimmung von theoretischen und experimentellen Werten nachweisbar. Lediglich eine
Messung (Deon, = 24,7 pum und z = 60 pum) zeigt eine Abweichung von Theorie und Expe-
riment. Diese Abweichung ist darauf zuriickzufiihren, dass die reale Kohérenzfunktion einen
nahezu Airy-scheibchenférmigen Verlauf besitzt. Nach der ersten Nullstelle dieser Funktion,
welche hier als Kohérenzkriterium angesetzt wurde, kommt es zu einem erneuten Anstieg
des Interferenzkontrasts bis auf fast 10 % im ersten Nebenmaximum. Die entstehenden In-
terferenzen aus diesem Nebenmaximum kénnen zum Informationsgehalt des Hologramms
beitragen, auch wenn sie aulerhalb der festgelegten Kohdrenzfliche liegen. Unter Beriick-
sichtigung dieses ersten Nebenmaximums wiirde die numerische Apertur NAyo0(Deon, 2)
grofer ausfallen als theoretisch zu erwarten ist und die Auflésung wiirde besser werden.
Im Vergleich aller Messungen liegen die angesetzten Kohirenzkriterien fiir die Grofe der
Kohirenzlinge (|v(7)| ~ 6,25 %) und des Kohirenzdurchmessers (|y12] ~ 0 %) dennoch
in einem guten Bereich, was die Ubereinstimmung von Theorie und Experiment bestitigt.

Abschliefsend werden alle Messwerte unter Beriicksichtigung der experimentellen Gren-
zen (numerische Apertur sowie Bildfeldbegrenzung des verwendeten Objektivs) mit der

theoretisch erreichbaren numerischen Apertur verglichen. Abbildung 21 zeigt eine Gegen-
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Zeitliche Koharenz und Auflésungskriterium

Test Objekt: 1,06 yum PMMA beads in hexagonaler Anordnung
Test Periode: p, =0,918 um

Experimentelles Ergebnis: \éaufgelc’jst x= nicht aufgelést
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Abb. 19: Experimente zur in-line holografischen Mikroskopie mit variabler, zeitlich partiell-
kohédrenter Beleuchtung: Die Kohédrenzlinge L.on wird im Mikrometerbereich von 7,1 pm bis
45,1 um (|y(7)| = 6,25 %) variiert und die Auflosbarkeit einer Struktur mit 0,92 pum (hexagona-
ler) Periode untersucht. Die Struktur ist bei geringer Kohérenz und groferem Hologrammabstand
nicht aufgelost. Bei groferen Kohérenzlingen und kiirzeren Hologrammabstdnden verbessert sich
die Auflésung. Die theoretisch auflésbare Periode pi, wird berechnet und mit den Rekonstruktio-
nen verglichen. Der verwendete rdumliche Kohirenzdurchmesser ist mit Do, = 88,6 pm nicht der
limitierende Parameter.
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Raumliche Koharenz und Aufldsungskriterium

Test Objekt: 1,06 pm PMMA beads in hexagonaler Anordnung
Test Periode: p,_ =0,918 ym

Experimentelles Ergebnis: \éaufgelést x= nicht aufgelost
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Abb. 20: Experimente zur in-line holografischen Mikroskopie mit variabler, rdumlich partiell-
kohéarenter Beleuchtung: Der Kohdrenzdurchmesser D o, wird im Mikrometerbereich von 24,7 pm
bis 88,6 um (|y12] = 0 %) variiert und die Auflosbarkeit einer Struktur mit 0,92 um (hexagona-
ler) Periode untersucht. Die Struktur ist bei geringer Kohérenz und groferem Hologrammabstand
nicht aufgelost. Bei groferen Kohérenzdurchmessern und kiirzeren Hologrammabstinden verbes-
sert sich die Auflésung. Die theoretisch auflésbare Periode ppi, wird berechnet und mit den Re-
konstruktionen verglichen. Die verwendete zeitliche Kohérenzldnge ist mit Leon = 45,1 pm nicht
der limitierende Parameter.
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4.2 Bildqualitdt und Auflosungskriterium
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Abb. 21: Vergleich zwischen den experimentellen Ergebnissen und den theoretischen Kurven fiir
zeitlich partiell-kohérente Beleuchtung (A) und réumlich partiell-kohirente Beleuchtung (B). Die
numerischen Aperturen aller auftretenden Parameter (Kohérenz, Objektiv, Bildfeld) sind bertick-
sichtigt. Um die hexagonale Objektperiode phex = 0,92 pm aufldsen zu kdénnen, ist eine numerische
Apertur NA.x = 0,51 bei einer Wellenlange von A = 465 nm nétig. Die Verlaufe der Kohérenz-
langen L¢on und der Kohdrenzdurchmesser De,), basieren auf Formel (4.8). Die schraffierte Fliche
zeigt jeweils den optimalen Bereich bei angepasster Kohérenz an. Dieser Bereich ist einerseits
durch die ben&tigte numerische Apertur zur Auflésung der Objektstrukturen vorgegeben und an-
dererseits durch die numerische Apertur des Objektivs (NAjeys) sowie das Bildfeld begrenzt. Liegt
der eingestellte Kohdrenzparameter unterhalb dieser Flache, reicht die Kohdrenz nicht aus, um das
rekonstruierte Objekt aufzulosen. Wird ein Kohérenzparameter zu grofs gewédhlt, kénnen kohérenz-
verursachte Stérungen die Bildqualitit erheblich mindern.
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4 Digitale in-line holografische Mikroskopie mit mikro-kohérenter Beleuchtung

iiberstellung von experimentellen Daten und theoretischen Kurvenverldufen. Dabei ist die
benotigte numerische Apertur durch die hexagonale Objektperiode ppex = 0,918 pm vorge-
geben. Bei einer verwendeten Wellenldnge von A = 465 nm wird eine numerische Apertur
von NApe, = 0,51 bendétigt. Eine obere Grenze ist einerseits durch die numerische Apertur
des Objektivs (NAps = 0,7) und andererseits durch die Grofe des Bildfelds (130 ym)? ge-
geben. Diese obere und untere Grenze umschliefen einen Bereich (im Diagramm schraffiert
dargestellt), welcher fiir die Wahl des jeweiligen Kohérenzparameters als Optimum ange-
sehen werden kann. Kohérenzparameter (Lcon, Deon), die unterhalb dieses Bereichs liegen,
reichen nicht aus, um bei der verwendeten Geometrie die ben&tigte numerische Apertur zur
Auflésung der Objektstrukturen zu gewéhrleisten. Kohdrenzparameter, die oberhalb dieses
Bereichs liegen, reichen zwar zur Aufldsung aus, kdnnen aber aufgrund eines zu hohen
Kohérenzgrads zu Bildstérungen wie Interferenzen aus Mehrfachreflexionen oder Speckle
fithren.

Die in dieser Arbeit ermittelten Werte beziehen sich immer auf eine in-line Anord-
nung mit ebener partiell-koharenter Objektbeleuchtung. Eine abweichende Geometrie, wie
sie etwa bei einer Pinhole-Beleuchtung mit spharischer Welle auftritt [47, 78], bedarf ei-
ner Anpassung der Formeln (4.6) sowie (4.7). Eine Analyse der Impulsantwort eines sol-
chen linsenlosen Systems bei partiell-koh&renter Beleuchtung wurde beispielsweise durch
Gopinathan et al. [75] untersucht. Eine Anpassung der Kohérenz fiithrt auch bei einem
linsenlosen Aufbau zur Verbesserung der Bildqualitdt. Durch den Einsatz des kohdrenzmo-
dulierbaren Lasers Toptica iPulse konnte erstmals eine numerische Apertur von NA = 0,8

in der linsenlosen digitalen in-line holografischen Mikroskopie erreicht werden [80].
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4.3 Signal-Rausch-Analyse und Bildaufnahmen mit Videorate

Wie in Kapitel 3 bereits dargelegt, ist das durch Filterprozesse eingestellte Kohérenzvolu-
men {iber die spektrale Strahlungsstromdichte an eine Bestrahlungsstirke gekoppelt, welche
fiir jede Lichtquelle einen charakteristischen Wert annimmt. Dabei gilt, dass sich mit zu-
nehmender Schmalbandigkeit des Filters einerseits das Kohdrenzvolumen vergrofert und
andererseits die Bestrahlungsstéirke abnimmt. Die resultierende Bestrahlungsstérke (gemes-
sen in [W/m?] oder [Photonen/Pixel/s]) bestimmt zusammen mit der Belichtungszeit texp
des Detektors die Bestrahlung, welche durch die Bestrahlungsenergie pro Fliche definiert
ist (gemessen in [J/m?| oder [Photonen/Pixel]). Die Sensitivitit und das Rauschverhalten
des Detektors bestimmen dann das resultierende Signal-Rausch-Verhéltnis und damit die
Praktikabilitdt der gewiinschten mikro-kohérenten Lichtquelle. Die Ursachen und die Cha-
rakterisierung von Rauschen bei der holografischen Bildgebung waren Gegenstand friitherer
Studien [81-85]. Dabei wurden grundlegende Aussagen iiber thermisches sowie Schrot- und
Quantisierungsrauschen getroffen und Methoden zur Rauschreduzierung diskutiert.

Bei den hier zuvor gezeigten, digitalen Hologrammaufnahmen mit Belichtungszeiten von
teilweise mehreren Sekunden ist das Signal-Rausch-Verhéltnis immer ausreichend hoch
(> 20 dB). Im Folgenden soll der Einfluss der Belichtungszeit bei zuvor festgelegtem Koh#-
renzvolumen analysiert werden. Es soll untersucht werden, wo die praktische Grenze beim
Einsatz von gefilterten Lichtquellen liegt und welche Belichtungszeiten erreicht werden

kénnen.

Signal-Rausch-Analyse

Zur Untersuchung des experimentellen Signal-Rausch-Verhiltnisses werden die beiden im
Experiment auftretenden Rauschquellen, das Photonenrauschen der Lichtquelle und das De-
tektorrauschen der Kamera, gleichermafsen beriicksichtigt. Das resultierende Signal-Rausch-
Verhéiltnis setzt sich aus beiden Teilen basierend auf Formel (3.5) und Formel (2.18) zu-
sammen [86]:
SNRHologramm = L = Imin_ (4.9)
VInax + 2 0,
Dabei wird im Hologramm nicht der Maximalwert allein, sondern die Differenz von Ma-
ximum und Minimum als Signal (hier in digital counts oder Photonen) bewertet. Die im
Hologramm gespeicherte Information basiert nicht allein auf Intensitdtsmaxima, sondern
auf einer lokalen Modulation der Intensitédt um einen Mittelwert. Der Wurzelterm im Nen-
ner beschreibt den Rauschanteil der Lichtquelle, welcher als Photonenrauschen betrachtet
wird. Der zweite Summand im Nenner ist durch den Rauschanteil des Detektors gegeben,
welcher anhand der Standardabweichung o, eines Dunkelbilds bestimmt wird. Alle hier
verwendeten Parameter werden experimentell gemessen.
Fiir die experimentelle Untersuchung wird ebenfalls eine Gruppierung von 1,06 pm

grofsen PMMA-Kugeln als Objekt verwendet. Die in Kapitel 4.2 vorgestellte Anordnung
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4 Digitale in-line holografische Mikroskopie mit mikro-kohérenter Beleuchtung

wird beibehalten. Als Lichtquelle kommt die LED-Lichtquelle (Zeiss Colibri) zusammen mit
dem Bandpassfilter (LC-465BP4) zum Einsatz. Der Abstand z zwischen Objekt- und Ho-
logrammebene betrigt z = 50 pm. Zur vergroferten Abbildung wird ein 50-fach Objektiv
(Zeiss Epiplan 50x /0,70 HD) mit einer numerischen Apertur von 0,7 verwendet. Zur Auf-
16sung der hexagonalen Objektstruktur ist bei der verwendeten Wellenlénge A = 465 nm
eine numerische Apertur von NAye, = 0,51 notig. Nach Formel (4.6) und Formel (4.7)
ergeben sich daraus eine Kohérenzlinge von L., > 8,0 pm und ein Kohérenzdurchmes-
ser von Dcop > 29,4 pm. Im Experiment wird eine Kohérenzlange von Leo, = 45,1 um
(|v(7)| = 6,25 %) und ein Kohirenzdurchmesser von Do, = 44,3 pm (|v12| = 0 %) ge-
wahlt und eingestellt. Die damit erreichbare numerische Apertur fiir das Hologramm liegt
bei NApolo = 0,66 und ist dabei durch die rdumlich partielle Kohérenz begrenzt. Dieser
Wert wird bewusst grofer als die erforderliche NAye, gewdhlt, einerseits, um einen guten
Kontrast im rekonstruierten Objektbild zu erhalten, und andererseits, um experimentelle
Reserven fiir grofsere Absténde (z > 50 um) oder kleinere Objektgrofen (pmin < 0,918 pm)
sicher zu stellen. Das Kohirenzvolumen ist somit Voo = 7,0 - 10* zm?3 grof. Die von der
LED erzeugte Bestrahlungsstiirke in der Objektebene liegt bei 0,11 W /m?.

Es werden Hologramme mit 1024 x1024 Pixeln und einem rechnerischen Pixelpitch von
0,128 pum aufgenommen. Zundchst werden sowohl die Signal-Rausch-Verhiltnisse fiir das
Photonenrauschen als auch fiir das Detektorrauschen bestimmt. Um das reine, rauschfreie
Signal (Imax — Imin) abschétzen zu kénnen, werden Bildserien mit jeweils 16 Aufnahmen von
ein und derselben Szenerie unter gleichen Aufnahmebedingungen gemacht und gemittelt.
Die 16-fache Mittelung entspricht einem 4-fach besseren Signal-Rausch-Verhiltnis gegen-
iiber einer Einzelaufnahme und wird als ndherungsweise rauschfrei angenommen. Aus der
Wurzel des gemittelten Intensitdtsmaximums wird der Rauschanteil des Photonenrauschens
berechnet. Der Rauschanteil des Detektors ist anhand eines Dunkelbilds (Einzelaufnahme)
fiir die jeweils gewdhlte Belichtungszeit messbar. Dabei wird die Standardabweichung o,
wie in Abbildung 6 gezeigt, bestimmt. Die Belichtungszeit wird im Bereich von 5 ms bis
5000 ms variiert. Die gemessenen Pixelwerte werden zunichst in Photonen pro Pixel umge-
rechnet und anschlieffend in die radiometrische Einheit Joule pro Quadratmeter umgeformt.
Die berechneten Signal-Rausch-Verhéltnisse sind in Abbildung 22 dargestellt.

Im Vergleich beider Rauschquellen zeigt sich, dass fiir 53 detektierte Photonen
(1,35-1073 #) das Quellrauschen und das Detektorrauschen zu einem vergleichbaren
Signal-Rausch-Verhéltnis von 4,8 dB fiihren. Da das Detektorrauschen mit der Belichtungs-
zeit nur sehr gering ansteigt (Anstieg < 0,1 %, oy zwischen 15 Photonen bei 5 ms und
17 Photonen bei 5000 ms), wird das SNRpetektor des Detektors mit zunehmender Belich-
tungszeit deutlich besser (bis 30 dB). Das Photonenrauschen hingegen nimmt mit /Iiayx zu
und erreicht deshalb nur ein SNRppoton von 18 dB. Fiir mehr als 53 detektierte Photonen
pro Pixel ist das Quell- beziehungsweise Photonenrauschen demnach der limitierende Para-

meter. Beide Rauschgrofen ergeben zusammen das Signal-Rausch-Verhéltnis SNRyologramm
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Abb. 22: Experimentell erreichte Signal-Rausch-Verhaltnisse von (1) allen untersuchten Lichtquel-
len (LED, Halogen- und Quecksilberdampflampe und deren Photonenrauschen, SNRppoton) und
(2) dem verwendeten Sensor (Zeiss AxioCam MRm und dessen Detektorrauschen, SNRpetektor)s
fiir verschiedene Belichtungszeiten und daraus folgend verschiedene Bestrahlungen. Fiir 53 detek-
tierte Photonen sind beide Rauschanteile gleich grofs, im Diagramm liegt der Schnittpunkt bei
1,35-1073 % und 4,8 dB. Fiir eine hohere Anzahl detektierter Photonen dominiert das Photonen-
rauschen, weshalb hier SNRpnoton < SNRpetektor iSt.

des aufgenommenen Hologramms.

Die aufgenommenen Hologramme werden ohne vorherige Berechnung eines Kontrastho-
logramms rekonstruiert. Der Verzicht auf eine Berechnung des Kontrasthologramms ist hier
insofern wichtig, da sich sonst bei der Differenzbildung nach Formel (4.3) mit der experi-
mentell aufgenommenen Referenzwelle unkorrelierte Rauschterme iiberlagern und sich das
resultierende Signal-Rausch-Verhiltnis um einen Faktor v/2 verringert. Zur Rekonstrukti-
on wird eine ebene Welle angesetzt und fiir die Ausbreitung zuriick in die Objektebene
wird die angular spectrum Methode verwendet. Durch die bei der Wellenausbreitung auf-
tretende Fokussierung der Objektwelle in der Objektebene kommt es zu einer Erhdhung
des (Objekt-)Signals. Zudem fiihrt die Bandbegrenzung bei der Wellenausbreitung zu ei-
ner Abschwichung des Rauschpegels, was auf eine Mittelung zwischen benachbarten Pixeln
(Abschneiden evaneszenter Anteile) zuriickzufiihren ist. Insgesamt findet bei der Ausbrei-
tung in die Objektebene eine Verbesserung des Signal-Rausch-Verhéltnisses statt. Im Ex-
periment liegt das SNRRekonstruktion des rekonstruierten Intensititsbilds um einen Faktor
von etwa 2 (3 dB) iiber dem SNRHologramm des Hologramms. Abbildung 23 zeigt die ex-
perimentell erreichten Signal-Rausch-Verhiltnisse des Hologramms und der dazugehorigen
Rekonstruktion fiir verschiedene Belichtungszeiten und somit verschiedene Bestrahlungen
wihrend der digitalen Aufnahme.

Abbildung 24 zeigt 128x128 Pixel (16,4 pm x 16,4 pm) groke Ausschnitte der rekon-

struierten Objektwelle als normiertes Intensitéitsbild fiir verschiedene Belichtungszeiten
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Abb. 23: Experimentell erreichtes Signal-Rausch-Verhéltnis (1) im Hologramm (SNRologramm)
und (2) in der Rekonstruktion (SNRRekonstruktion) fiir verschiedene Belichtungszeiten und daraus
folgend verschiedene Bestrahlungen. Die ermittelten Werte beziehen sich auf alle genutzten Licht-
quellen (LED, Halogen- und Quecksilberdampflampe) und den Bildsensor (Zeiss AxioCam MRm)
in der in Abbildung 14 gezeigten Anordnung. Durch die Rekonstruktion kommt es zu einer Ver-
besserung des SNR um etwa 3 dB, was einerseits an der Fokussierung der Objektwelle und ande-
rerseits an einer durch die bandbegrenzte Ausbreitung verursachten Mittelung benachbarter Pixel
(Abschneiden evaneszenter Anteile) liegt.

und somit verschiedene Signal-Rausch-Verhiltnisse. Es ist bemerkenswert, dass die Objekt-
struktur bereits bei einem geringen Signal-Rausch-Verhiltnis unterhalb von 10 dB visuell
gut erkennbar ist. Gleichzeitig ist gezeigt, dass nicht der gesamte Dynamikumfang des Ka-
merasensors (volle Kapazitiat bei etwa 26.000 Photonen pro Pixel, volle Dynamik 12 bit)
genutzt werden muss, um ein Hologramm zu detektieren. Bei den hier gezeigten Beispielen
ist eine Dynamik von > 4 bit im Hologramm (etwa > 160 Photonen) bereits ausreichend,

um eine visuell gut erkennbare Rekonstruktion zu erhalten. Diese Ergebnisse stehen im Ein-

t =10 ms t =50 ms t =200ms ¢ = 1000 ms

exp exp exp exp

SNR_ =42dB  SNR,,=94dB  SNR_,=133dB SNR_, =17,4dB

Abb. 24: Beispiele fiir Rekonstruktionen (Ausschnitte von 128x128 Pixeln bzw.
16,4 pym x 16,4 pm), welche mit verschiedenen Belichtungszeiten aufgenommen werden
und deshalb verschiedene Signal-Rausch-Verhéltnisse erreichen. Bereits unterhalb von 10 dB sind
die Objektstrukturen visuell gut erkennbar.
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4.3 Signal-Rausch-Analyse und Bildaufnahmen mit Videorate

klang mit vorangegangenen Studien [87,88], in welchen das Quantisierungsverhalten von
digitalen Hologrammen untersucht wurde. Eine Dynamik von 4 bit (16 Graustufen) im
Hologramm ist ausreichend, um Objekte darzustellen, welche ndherungsweise durch eine
bindre Hell-Dunkel-Struktur gekennzeichnet sind. Um Objekte mit nicht-bindren Struk-
turen holografisch zu erfassen und deren Rekonstruktionen darzustellen, ist eine héhere

Dynamik erforderlich.

Bildaufnahmen mit Videorate

Eine video-gestiitzte Erfassung von Daten wird in der Mikroskopie fiir die Teilchenver-
folgung (engl. particle tracking) [89-92|, aber auch fiir biologische Studien zur Zelldyna-
mik [93-95] eingesetzt. Bei den vorangegangenen Studien [89-95| kamen ausschlieRlich
Laser als Lichtquellen zum Einsatz, deren hoher Kohédrenzgrad zu koh&renzverursachten
Storungen fihren kann. Es wurde bereits gezeigt, dass der Einsatz einer angepassten
mikro-kohérenten Beleuchtung das Auftreten solcher Stérungen verhindert (vgl. dazu Ab-
bildung 15 sowie [59-61]).

Ein Ergebnis ist die erreichte, minimale Belichtungszeit bei zuvor festgelegter Lichtquelle
und den erforderlichen Systemparametern wie Kohirenzvolumen und Hologrammabstand.
Wie in Abbildung 24 gezeigt wird, ist eine Belichtungszeit von tey, = 50 ms bereits ausrei-
chend, um ein mittleres Signal-Rausch-Verhéltnis (9,4 dB) zu erhalten. Diese kurze Belich-
tungszeit ermdglicht eine schnelle Bildaufnahme mit Bildwiederholraten von > 20 Bildern
pro Sekunde (engl. frames per second, fps). Damit ist eine Videoaufnahme von Hologram-
men mit mikro-kohédrenter Beleuchtung méglich.

Um den experimentellen Beweis zu dieser Aussage zu erbringen, werden Videoaufnahmen
von Hologrammen gemacht. Die zuvor gesetzten Parameter werden beibehalten. Um eine
dynamische Bewegung der PMMA-Kugeln zu erreichen, werden diese in eine Suspension
aus Wasser und Ethanol gegeben. Der dabei entstandene, diinne Film auf dem Objekt-
trager ist durch thermische Anregung (Beleuchtung) in einer stiandigen inneren Bewegung
(Konvektion). Zur Aufnahme wird die Kamera Zeiss AxioCam HRm verwendet, die sich
vom zuvor genutzten Typ (Zeiss AxioCam MRm) insofern unterscheidet, dass sie ein schnel-
les Auslesen von Bilddaten ermoglicht. Dabei wird ein spezielles Software-Modul zum di-
rekten Schreiben auf Festplatte (engl. streaming) genutzt. Die streaming-Geschwindigkeit
héngt von der Auslesezeit des Kamerasensors und damit auch indirekt von der Gréfe des
ausgelesenen Bildbereichs (engl. region of interest kurz ROI) ab. Fiir einen Ausschnitt
von 1024x1024 Pixeln wird eine Auslesegeschwindigkeit von 14,2 fps erreicht. Bei einer
Verkleinerung des Bildbereichs auf 512x512 Pixel erhéht sich die Auslesegeschwindigkeit
auf 25,3 fps. Die Belichtungszeiten tcy, werden entsprechend dieser Werte auf 60 ms (fiir
14,2 fps) beziehungsweise 35 ms (fiir 25,3 fps) angepasst. Die zeitliche Liicke zwischen zwei
Bildern entspricht dann der Auslesezeit der Kamera.

Abbildung 25 zeigt Einzelbildausschnitte aus jeweils 20 Sekunden langen Videosequen-
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4 Digitale in-line holografische Mikroskopie mit mikro-kohérenter Beleuchtung

zen mit dem aufgenommenen Hologramm und der dazugehérigen Rekonstruktion. Die
vollstdndigen Videosequenzen sind in [86] publiziert. Teilabbildung 25(A) stellt einen
512x512 Pixel grofen Ausschnitt dar, welcher mit 25,3 fps aufgenommen wurde. Teilab-
bildung 25(B) zeigt die dazugehorige Rekonstruktion der Objektebene. Das Signal-Rausch-
Verhiéltnis liegt bei dieser Aufnahme bei SNRyologramm = 3,1 dB im Hologramm und
SNRRekonstruktion = 8,0 dB in der Rekonstruktion. In Teilabbildung 25(C) ist eine &hn-
liche Szene mit einem 1024x1024 Pixel grofen Ausschnitt dargestellt, aufgenommen mit
14,2 fps. In Teilabbildung 25(D) ist die dazugehorige Rekonstruktion zu sehen. Das Signal-
Rausch-Verhéltnis liegt bei dieser Aufnahme bei SNRyologramm = 5,6 dB im Hologramm
und SNRRekonstruktion = 10, 3 dB in der Rekonstruktion. Es ist zu bemerken, dass bei diesen
Aufnahmen zwar die Erfassung der Hologramme mit Videorate erfolgt, die Rekonstruktion
der Einzelbilder inklusive der Ausbreitung zuriick in die Objektebene und die Berechnung
des Intensitétsbilds jedoch momentan noch jeweils > 1 Sekunde pro Bild in Anspruch

nimmt.

l)ﬂ.:'f’JD:GS.B‘_Q'Z i

20 pm

Abb. 25: Einzelbildausschnitte aus Videosequenzen: (A) 512x512 Pixel grofes Hologramm,
mit 25,3 fps aufgenommen, SNRuologramm = 3,1 dB. (B) Die dazu gehorige Rekonstruktion,
SNRRekonstruktion = 8,0 dB. (C) 1024x1024 Pixel grofies Hologramm, mit 14,2 fps aufgenommen,
SNRHologramm = 5,6 d. (D) Die dazu gehérige Rekonstruktion, SNRrekonstruktion = 10,3 dB.
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5 Mikroskopie mit strukturierter
Beleuchtung durch separierte

Vielstrahl-Interferenz

5.1 Moderne Verfahren der hochauflosenden
Weitfeldmikroskopie

Die klassische Auflésungsgrenze eines optischen Mikroskops ist durch die numerische Aper-
tur des verwendeten Objektivs NAje,s sowie durch die verwendete Wellenlénge A der Be-
leuchtung gegeben. Die numerische Apertur NA = nsina beschreibt den Halbwinkel «,
unter dem das vom Objekt gebeugte Licht erfasst werden kann, wobei n der Brechungsin-
dex des objekteinbettenden Mediums ist. Die absolute Grenze liegt bei einem Halbwinkel
von 90° (Vollwinkel von 180°), womit der gesamte Objekt-Halbraum erfasst wird. Die Wel-
lenldnge von optischem Licht liegt zwischen 400 nm und 700 nm und kann durch den
Einsatz von hochbrechenden Medien wie beispielsweise Immersionsol bis zu einem Faktor
von etwa n = 1, 5 verkiirzt werden. Die Abbesche Beugungstheorie [31,32] zum Auflésungs-
vermogen von gitterartigen Strukturen besagt, dass die minimal auflésbare Gitterstruktur

eine Periode von pui, mit

A

2n sinw

(5.1)

Pmin =

besitzt, wobei in diesem Fall eine inkohirente Objektbeleuchtung vorausgesetzt wird. Da-
raus ergibt sich eine generelle Auflésungsgrenze im visuellen Spektralbereich bei etwa
150 nm bis 200 nm. Als Faustformel wird typischerweise pmin = % angegeben.

Die beugungsbegrenzte Abbildung des Objektivs fithrt dazu, dass ein infinitesimaler
Punkt im Objektraum nur verbreitert (,verwaschen®) in den Bildraum abgebildet werden
kann. Diese Abbildung kann mit einer optischen Transferfunktion oder mit der so genannten
Punktbildverwaschungsfunktion (engl. point spread function, PSF) beschrieben werden. Die
Transferfunktion beinhaltet das iibertragbare Spektrum der Ortsfrequenzen des Objekt-
raums. Fine Faltung der PSF mit der Objektfunktion im Ortsraum ergibt das iibertragene
Bild. Die Form dieser PSF lésst sich analytisch meist mit einer Airy-Funktion beschreiben,
deren Halbwertsbreite die Auflésungsgrenze bedingt.

Die Grofen von Zellstrukturen liegen in einem Bereich von einigen Mikrometern (z.B.

Zellkern) bis zu einigen Nanometern (z.B. Aktin Filamente). Damit reichen sie bis zu einem
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5 Mikroskopie mit strukturierter Beleuchtung durch separierte Vielstrahl-Interferenz

makromolekularen Mafsstab, welcher deutlich unterhalb der klassischen Aufldsungsgrenze
optischer Weitfeldverfahren liegt. Bisher wurden zur Analyse solcher Strukturen Nahfeld-
oder Elektronenmikroskope verwendet, welche aber beide relativ kontrastarm sind. Sie kén-
nen zudem nur oberflichennah eingesetzt werden und bendtigen teilweise eine aufwendige
Probenvorbereitung [96]. Um auch die Vorziige optischer Weitfeldmikroskope nutzen zu
kénnen, wurden in den letzten Jahrzehnten Techniken und Verfahren entwickelt, um das
Auflésungsvermdgen von optischen Fernfeld-Mikroskopen zu verbessern.

Das Ziel besteht darin, durch den Finsatz spezieller Beleuchtungs- und Aufnahmetechni-
ken sowie Auswertungen eine optische Auflosung unterhalb der Beugungsgrenze des Objek-
tivs zu erreichen. Dafiir bieten sich verschiedene Vorgehensweise an, welche im Folgenden
diskutiert werden sollen.

Eine Herangehensweise stiitzt sich auf die Annahme, dass ein lokal separierbares Be-
leuchtungsvolumen in der Probenebene unterhalb der Auflésungsgrenze liegt. Dieses wird
zwar verwaschen abgebildet und detektiert, kann aber anschliefsend auf die urspriingliche
Grofe zuriickgerechnet werden. Die lokale Separation ist deshalb wichtig, weil nur jene
Beleuchtungsvolumina rekonstruiert werden koénnen, welche im Rahmen des Auflgsungs-
vermogens des verwendeten Mikroskops auch eindeutig trennbar sind. Die Auswertung
einzelner Punktobjekte, welche zwar verwaschen, aber dennoch voneinander trennbar de-
tektiert werden kdnnen, war bereits im Jahre 1903 die Grundlage fiir die von Siedentopf
und Zsigmondy entwickelte ,,Ultramikroskopie® [97].

Die Erzeugung eines solchen lokal separierten Beleuchtungsvolumens kann direkt oder
indirekt erfolgen. Zum einen kann das Beleuchtungsvolumen direkt durch eine gezielte
Fluoreszenzausloschung derart verkleinert werden, dass die {ibertragene Information grund-
sétzlich nur aus einem Volumen stammen kann, welches unterhalb der optischen Auflo-
sungsgrenze liegt. Diese Vorgehensweise ist typisch fiir das Stimulated Emission Depleti-
on (STED) Verfahren [98-100]. Zum anderen kann die Probe indirekt, stochastisch zum
Leuchten gebracht und detektiert werden. Wenn einzelne Fluoreszenzmolekiile weit ge-
nug voneinander entfernt fiir sich allein detektierbar sind, kann aus deren PSF durch eine
Schwerpunktbestimmung eine Lokalisierung erfolgen, welche unterhalb der klassischen Auf-
losungsgrenze liegt. Diese Art der (indirekten) Beleuchtung und Auswertung wird bei der
photoactivated localization Mikroskopie (PALM) [101] und bei der stochastic optical recon-
struction Mikroskopie (STORM) [102,103]| angewandt.

All diese Verfahren (STED, PALM, STORM) bendtigen fiir ihre Realisierung photo-
schaltbare Fluorophore. Die erreichten, lateralen Auflésungen reichen bis etwa 20 nm.
Durch den FEinsatz von hohen Strahlungsintensititen, vor allem beim STED-Verfahren,
kann es zum ungewollten Photobleichen der Fluorophore, aber auch zu irreversiblen Zell-
schiadigungen kommen.

Eine andere Herangehensweise ist durch eine strukturierte Beleuchtung (engl. structu-

red illumination microscopy, SIM) [104,105] gegeben. Die Grundlagen hierfiir wurden be-
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reits 1963 von Lukosz und Marchand [106] gelegt. Dabei wird die optische Transferfunk-
tion kiinstlich erweitert. Durch die Uberlagerung eines sehr feinen, gerade noch auflos-
baren Beleuchtungsgitters mit der noch feineren Gitterstruktur des Objekts entsteht ein
Moiré-Muster. Das Moiré-Muster tragt unter anderem die Differenzfrequenz beider Gitter
(vergleichbar mit einer Schwebung) in sich. Hohe Ortsfrequenzen, welche sonst auferhalb
der optischen Transferfunktion liegen, werden dadurch zu tieferen Ortsfrequenzen verscho-
ben und kénnen dann vom Objektiv erfasst werden. Fiir eine Trennung von verschobenen,
hohen Ortsfrequenzen und (nicht verschobenen) niedrigen Ortsfrequenzen muss ein Scan
mit mindestens flinf verschiedenen Phasenlagen gemacht werden. Dies erfolgt in der Regel
durch ein Verschieben (Abrastern) des Beleuchtungsgitters iiber die Probe. Eine zusitzliche
Drehung des Beleuchtungsgitters in mindestens drei verschiedene Winkellagen ermdéglicht
die Hochauflésung in beiden lateralen Dimensionen. In der Rekonstruktion miissen diese
verschobenen Frequenzen iiber ein Gleichungssystem voneinander separiert und an der ur-
spriinglichen Stelle im Ortsfrequenzspektrum wieder eingefiigt werden. Das rekonstruierte
Ortsfrequenzspektrum des Objekts ist dann maximal doppelt so groft wie jenes, welches
vom Objektiv iibertragen werden kann. Die Auflgsung kann dadurch héchstens um einen
Faktor 2 verbessert werden.

Durch eine zusétzliche, nicht-lineare Intensititsresponse von sittigbaren Fluorophoren
unter hohen Beleuchtungsintensitdten konnen bei diesem Verfahren héhere Harmonische
im Ortsfrequenzspektrum erzeugt und tibertragen werden. Die Anzahl der bendtigten Scan-
Schritte muss dann entsprechend angehoben werden. Durch diese Nicht-Linearitdten kann
eine laterale Auflosung bis 50 nm erreicht werden [107,108].

Alle Verfahren haben gemein, dass sie die Information {iber das zu untersuchende Ob-
jekt durch selektive und separierte Beleuchtung und eine lineare oder nicht-lineare Fluo-
reszenzantwort erhalten. Durch diese Vorgehensweise wird ein Scan der Probe nétig, um
die gesamte Probenfliche bzw. das Probenvolumen abzurastern. Alle Verfahren benétigen
aukerdem eine nachtréigliche Aufbereitung (Rekonstruktion) der detektierten Bilddaten, da
das Gesetz der beugungsbegrenzten Abbildung in jedem Fall gilt.

Eine strukturierte Beleuchtung iiber das gesamte Gesichtsfeld des Detektionsobjektivs
bietet die hochstmogliche Parallelisierung bei der Aufnahme der Rohdaten in Form von nur
wenigen Finzelbildern und besitzt deshalb ein hohes Potential fiir schnelle Bildaufnahmen
und eine geringe Probenbelastung. Auferdem ist eine (lineare) strukturierte Beleuchtung
auch ohne Fluoreszenz denkbar, wihrend STED, PALM und STORM speziell schaltbare
Fluorophore benétigen [109].
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5.2 Strukturierte Beleuchtung durch planare Array-Chips

In der Praxis wird fiir eine strukturierte Beleuchtung meist der Auflicht-Strahlengang ver-
wendet [107,110]. Die Beleuchtung der Probe erfolgt dabei durch dasselbe Objektiv, welches
auch zur Detektion verwendet wird. Dazu wird meist ein Amplituden- oder Phasen-Gitter
in einer konjugierten Bildebene des Objektivs positioniert und auf die Probe abgebildet.
Die Abbildung erfolgt unter dem héchstmdéglichen, objektivbedingten Aperturwinkel. Die
so erzeugte Beleuchtungsstruktur, meist ein Liniengitter mit sin?-formiger Intensititsmo-
dulation, besitzt dann die kleinste noch auflésbare Gitterperiode. Durch einen Scan der
Beleuchtung innerhalb der Probenebene und eine anschlielsende Rekonstruktion kann das
Auflosungsvermogen des verwendeten Objektivs maximal um einen Faktor 2 gesteigert wer-
den [105]. Mithilfe einer zusitzlichen Gitter-Modulation entlang der optischen Achse kann
die Tiefenauflosung ebenfalls erhéht werden [110]. Mit zusétzlichen Nicht-Linearitédten kann
eine weitere Verbesserung der Auflésung erreicht werden [107,108]. Dazu sind einerseits
hohe Laserleistungen und andererseits nicht-linear reagierende Substanzen (in der Regel
spezielle Fluoreszenzmarker) notig. Generell ist beim Auflicht-Strahlengang die numerische
Apertur der Beleuchtung gleich der numerischen Apertur der Detektion. Da eine moglichst
hohe Auflésung erreicht werden soll, kommen ausschliefslich Immersionsobjektive mit sehr
hoher numerischer Apertur (NA > 1,3) zum Einsatz. Diese Objektive verfiigen in der
Regel nur iiber ein sehr begrenztes Gesichtsfeld von wenigen 10 bis 100 Mikrometern.
Eine alternative Beleuchtungsmethode ist durch linsenlos erzeugte Interferenzmuster be-
ziehungsweise eine Beleuchtung mit stehenden Wellen gegeben [107,111]. Diese kann auch

ohne das Objektiv erzeugt werden und ist somit vom Objektiv entkoppelbar.

Beleuchtung und Detektion

Das Ziel der hier entwickelten Beleuchtungstechnik mit planaren Chips [112,113] ist die
Entkopplung der optischen Elemente, welche fiir die Beleuchtung und die Detektion ver-
wendet werden. Diese Entkopplung erlaubt unterschiedliche numerische Aperturen von Be-
leuchtung und Detektion. Es wird der Durchlicht-Strahlengang verwendet. Die Probe wird
dabei von der Riickseite beleuchtet. Ein Schema des experimentellen Aufbaus ist in Ab-
bildung 26 dargestellt. Die strukturierte Beleuchtung wird durch Vielstrahl-Interferenzen
erzeugt. Diese werden von einem Array-Interferometer generiert, welches, wie in Kapitel 2
beschrieben, auch zur Messung der rdumlichen Kohérenz im Mikrometerbereich eingesetzt
wird. Das Array-Interferometer besteht aus einer ebenen, periodischen Anordnung von klei-
nen, kreisrunden Lochern (sog. nano holes). Dieses Array wird riickseitig mit einer nahezu
ebenen Welle beleuchtet. Dafiir wurde im experimentellen Aufbau der Faserausgang eines
fasergekoppelten DPSS Lasers (A = 532 nm) iiber zusétzliche Umlenkspiegel und Linsen-
elemente zu einem aufgeweiteten und moglichst parallel laufenden Strahlenbiindel geformt,

welches das Array beleuchtet (vereinfachte Darstellung in Abbildung 26).
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4 Bild auf dem Detektor

» 4 Tubuslinse

Objektiv mit niedriger
numerischer Apertur und
groRem Gesichtsfeld

Probe

Talbot-Ebene

Array-Chip mit nano
holes und hoher
numerischer Apertur

-~
< y » 4 Beleuchtung mit Scan
|

Abb. 26: Schema des Aufbaus fiir eine Durchlicht-Mikroskopie mit chip-basierter, strukturierter
Beleuchtung. Ein nano hole Array-Chip (80x80 Lochaperturen, je 530 nm Durchmesser, 6 pm pe-
riodischer Abstand) wird von einem fasergekoppelten Laser (Wellenldinge 532 nm) beleuchtet. Der
Array-Chip generiert ein Interferenzmuster mit hoher numerischer Apertur (NA;jum > 0, 8). Bei di-
versen Talbot-Absténden (erste Talbot-Ebene bei 135 pum) werden kleine kontrastreiche Interferenz-
Spots (Durchmesser bei FWHM < 300 nm) erzeugt. Die Probe wird in einer solchen Talbot-Ebene
positioniert und von einem Objektiv vergrofiert abgebildet. Das Detektionsobjektiv besitzt eine
geringe numerische Apertur (10x / NAjens = 0,2), aber ein grofes Gesichtsfeld (> 1 mm). Ein
Scan der Beleuchtung in der Probenebene (bspw. 30x30 Schritte) wird durch einen mechanischen
Scan der Lichtquelle (Faserausgang) realisiert. Die Beleuchtung mit hoher Apertur ist von der
Detektion mit niedriger Apertur getrennt. Durch eine Rekonstruktion der Einzelbilder kann ein
hochaufgelostes Mikroskopbild mit einem groffen Gesichtsfeld kombiniert werden.
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5 Mikroskopie mit strukturierter Beleuchtung durch separierte Vielstrahl-Interferenz

Jedes einzelne nano hole erzeugt eine ndherungsweise sphirische Welle. Diese sphérischen
Wellen {iberlagern sich und interferieren. Das Interferenzbild direkt hinter dem Array lasst
sich mit dem Talbot-Effekt [25,26,28] beschreiben. In charakteristischen Absténden zp (vgl.
Formel (2.15)) existieren Talbot-Ebenen, in denen ein besonders hoher Interferenzkontrast
erreicht wird. Die laterale Interferenzstruktur dhnelt dabei der Intensititsverteilung in der
Array-Ebene. An den urspriinglichen X-Y-Positionen der nano holes entstehen schmale
Interferenz-Spots mit einem sehr hohen Kontrast. Die Periode der Spots ist identisch mit
der Periode der nano holes im Array-Chip. Eine vergleichbare Methode zur Erzeugung
einer solchen strukturierten Beleuchtung ist auch mit bindren Phasen-Arrays moglich [114].
Dabei war zwar der Lichtdurchsatz durch das Array sehr hoch, allerdings wurden nur sehr
geringe numerische Aperturen der Beleuchtung erreicht.

Die Groke (Durchmesser) der Interferenz-Spots richtet sich nach der numerischen Aper-
tur NAjjum der Beleuchtung. Neben der bereits in Kapitel 2 diskutierten Abhéngigkeit der
numerischen Apertur von der rdumlichen Kohérenz der Beleuchtung, sind die Grofe der na-
no holes sowie die geometrische Ausdehnung des Arrays ausschlaggebend. In Abbildung 27
sind diese beiden Abhéngigkeiten grafisch dargestellt. Teilabbildung 27(A) zeigt die Begren-
zung der Beleuchtungsapertur durch den Pinhole-Durchmesser a. Der Beugungskegel eines

Pinholes, welches einen Durchmesser a > 1,22 X besitzt, gibt den Halbwinkel « vor, welcher

N/\J\/\A/\]\A

AWM
LA LA AR

Pinhole a> 1,22 A Array-Ebene
Talbot-Ebene

(B)

Pinholea<122 X  Aray-Ebene | 2T i
(nano hOIE) Array

Abb. 27: Beleuchtungsapertur in Abhingigkeit vom Pinhole-Durchmesser und der geometrischen
Anordnung: Fiir Pinhole-Durchmesser a > 1,22 A bestimmt der Beugungskegel des Pinholes (hier
Simulation) den Halbwinkel v der Beleuchtung (Fall A). Fiir kleinere Pinhole-Durchmesser (nano
hole) sind die laterale Ausdehnung La,ay des Arrays sowie der Abstand zp der Talbot-Ebene fiir
den Aperturwinkel der Beleuchtung ausschlaggebend (Fall B).
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5.2 Strukturierte Beleuchtung durch planare Array-Chips

die numerische Apertur NAjjum, bestimmt. Falls der Pinhole-Durchmesser a < 1,22 X er-
reicht, werden von diesen Pinholes (nano holes) Beugungskegel mit einem Halbwinkel von
90° erzeugt. Dann ist der Beleuchtungswinkel o von der geometrischen Anordnung, genau-
er vom Abstand zp der Talbot-Ebene sowie der lateralen Ausdehnung Layray des Arrays
abhéngig. Dieser Fall ist in Teilabbildung 27(B) dargestellt. Es wird davon ausgegangen,
dass die nano holes einen Durchmesser < 1,22 A besitzen, so dass sich alle Teilwellen
geometrisch liberlagern. Weiterhin wird angenommen, dass der laterale Kohdrenzdurch-
messer Do, mindestens so grofs ist wie die raumliche Ausdehnung (Kantenlédnge) L array
des Arrays, so dass alle nano hole Wellen mit einem sehr hohen Kontrast (y;2 — 1) mitein-
ander interferieren konnen. Der dann begrenzende Parameter der numerischen Apertur der
Beleuchtung ist durch die Ausdehnung des Arrays selbst gegeben. Diese spannt zusammen

mit dem Abstand zp der Talbot-Ebene den Beleuchtungswinkel o auf und es gilt:
LArray
: .
2 \/ Z% + 4 L2Array

Die Parameter des im Experiment verwendeten Arrays sind in Tabelle 3 zusammenge-

NAillum = sin(a) = (52)

fasst. Die numerische Apertur der Beleuchtung bestimmt die fiir das Verfahren maximal

erreichbare Auflosung.

Durchmesser der nano holes a 530 nm | erste Talbot-Ebene zp—; 135 pum
Periode der nano holes A 6 pm | Halbwinkel o der Beleuchtung 60°
Kantenldnge des Arrays Larray 474 pm | numerische Apertur NAjjum 0,87
Wellenldnge A 532 nm | (simulierte) Spot-Gréfe dspot 300 nm

Tab. 3: Parameter des im Experiment genutzten 80x80 Array-Chips und der damit erzeugten
Beleuchtung.

Die Interferenz-Spots in der ersten Talbot-Ebene kénnen nicht direkt, sondern nur beu-
gungsbegrenzt vermessen werden. Aus diesem Grund wird die Talbot-Ebene numerisch
mithilfe von Formel (2.14) pixelweise berechnet und ausgewertet. Der bei dieser Simulati-
on bestimmte Wert fiir die Halbwertsbreite der Spot-Durchmesser liegt bei durchschnitt-
lich 300 nm. Die anhand von Formel (2.16) theoretisch erreichbare Spot-Grofe ist somit
dspot = SPOtReleuchtung = 300 nm. Der durch Simulation berechnete Wert stimmt sehr gut
mit dem theoretischen Minimum iiberein. Diese Spot-Grofe bestimmt die minimale Grofse
der Objektstruktur, welche spiter numerisch rekonstruiert werden kann.

Fiir die Detektion ist es nicht notwendig, diese Spot-Groke auch tatsédchlich aufzuls-
sen. Eine beugungsbegrenzte Auflésung des Interferenzmusters ist bis zu einer bestimmten
Minimalapertur moéglich. Der Abbildungsprozess des Interferenzmusters mit einem Objek-
tiv geringer numerischer Apertur ist in Abbildung 28 im Detail dargestellt. Fiir die De-
tektion der Interferenz-Spots ist geméfs der Abbeschen Abbildungstheorie die Anzahl der
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Abb. 28: Beugungsbegrenzte Abbildung eines durch Vielstrahl-Interferenz erzeugten Spot-
Musters: Das Schema des optischen Aufbaus ist links dargestellt. Die von den mano holes des
Array-Chips erzeugten, sphérischen Wellen, welche gleichzeitig als Beugungsordnungen eines ein-
zelnen Interferenz-Spots angesehen werden konnen, interferieren in der Talbot-Ebene zu einem
selbstdhnlichen Spot-Muster. Dieses wird vom Objektiv beugungsbegrenzt erfasst und mit der Tu-
buslinse vergrofert, aber ,yerwaschen auf den Kameradetektor abgebildet. Die numerische Apertur
des Objektivs entscheidet dariiber, welche diskreten Beugungsordnungen bei dieser zweistufigen
Abbildung erfasst werden kénnen. Eine Limitierung von héheren Ordnungen fithrt dabei zu einer
Verbreiterung (,Verwaschung®) der Interferenz-Spots (rechts dargestellt). Es muss mindestens die
+ 1. Beugungsordnung vorhanden sein, um das Interferenzmuster aus der Objektebene (Talbot-
Ebene) noch auflésen zu kénnen. Das bedeutet, dass es ausreichend ist, die Periode der Spots (im
Beispiel hier 5 pm), nicht aber die Spot-Grofe selbst (hier 0,5 pm) auflésen zu konnen. Dafiir
geniigt bereits eine niedrige numerische Apertur (bspw. NAje,s = 0,1 bei A = 532 nm).

Beugungsordnungen ausschlaggebend. Die Beugungsordnungen des Interferenzmusters in
einer Talbot-Ebene sind durch die sphérischen Wellen der verschiedenen nano holes und
deren Ortsfrequenzen innerhalb der Talbot-Ebene vorgegeben. Dieses Ortsfrequenzspek-
trum l&sst sich nach einer Fouriertransformation der Intensittsverteilung analysieren. Das
Interferenzmuster kann in erster Niherung als eine Faltung einer Kamm-Funktion mit ei-
nem schmalen Gauf-Profil betrachtet werden. Deren Fouriertransformation ist ebenfalls
wieder eine Kamm-Funktion, welche von einer sehr breiten Gauf-Funktion eingehiillt ist
(vgl. dazu Abbildung 28 obere Reihe).

Das Detektionsobjektiv besitzt eine numerische Apertur, welche die maximal erfassbaren
Ortsfrequenzen limitiert. Hohere Ortsfrequenzen, welche unter grokeren Winkeln « (siehe
Abb. 27) vom Objekt oder dem Interferenzmuster in der Talbot-Ebene ausgehen, kénnen

vom Objektiv nicht mehr erfasst werden. Das Objektiv bildet die erfassten Ortsfrequenzen
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zunédchst ins Unendliche (in die Fourierebene) ab, bevor diese von der Tubuslinse wieder-
um auf dem Detektor als vergrofsertes Objektbild abgebildet werden. Welche Auswirkungen
die Limitation der dabei zur Verfiigung stehenden Ortsfrequenzen (beziehungsweise in die-
sem Fall diskreten Beugungsordnungen) hat, wird in einer Simulation untersucht. Das Ab-
schneiden von héheren Beugungsordnungen fiihrt zu einer Verschmierung (,Verwaschung®)
des urspriinglichen Interferenzmusters. In Abbildung 28 (rechts) sind Intensitétsprofile der
beugungsbegrenzt abgebildeten Spot-Muster gezeigt und mit dem originalen Spot-Muster
verglichen. Je weniger Beugungsordnungen vom Objektiv {ibertragen werden, desto gro-
Ber wird die abgebildete Spot-Grofse des Interferenzmusters. Dabei stellt die Erfassung
der £1. Ordnung das absolute Limit fiir die Informationsiibertragung dar. In diesem Fall
wird nur noch die Grundfrequenz A des Beleuchtungsgitters iibertragen. Fehlen selbst diese
Ordnungen kann keine Gitter-Abbildung mehr erfolgen (vgl. 0. Ordnung).

Das Detektionsobjektiv muss demnach fiir die Detektion des Interferenzgitters wenigs-
tens die erste Beugungsordnung iibertragen. Im Fall der experimentell verwendeten Array-
und Gitterperiode von A = 6 pum ergibt sich eine numerische Apertur von NA s > 0,044
fiir eine Wellenldnge von A = 532 nm. Objektive mit einer derart geringen numerischen
Apertur besitzen in der Regel ein sehr grokes Gesichtsfeld, aber eben auch nur eine geringe
optische Auflésung. Zudem erlauben sie einen verhéltnismébig grofsen Arbeitsabstand zur
Probe und sind kostengiinstig. Ein Vergleich ausgewihlter kommerzieller Objektive ist in

folgender Tabelle gegeben.

numerische Auflésung Gesichtsfeld Arbeits-
Apertur Pmin (Durchmesser) abstand
Objektiv NAjens [em] [mm)] [mm]
EC Epiplan 10x 0,2 1,33 2,30 14,3
EC Epiplan 20x 0,5 0,53 1,25 2,2
Epiplan 50x 0,7 0,38 0,46 1,1

Tab. 4: Vergleich ausgewéhlter Objektive (der Firma Zeiss) beziiglich ihres Auflésungsvermogens
(Gitterauflosung nach Formel 5.1 mit A = 532 nm und n = 1), Gesichtsfelds und Arbeitsab-
stands [115].

Fiir den Scan des Beleuchtungsmusters iiber die Probe wird die Lichtquelle zusammen mit
der Beleuchtungsoptik lateral verschoben. Dafiir sind der Faserausgang, der Umlenkspiegel
und die Kollimationsoptiken auf einer Schiene montiert, welche mithilfe zwei motorisierter
Lineartische (PI Physik Instrumente M-410.DG und M-224.50) in der X- und Y-Richtung
bewegt werden kann. Die laterale Verschiebung der Lichtquelle und somit die seitliche
Verschiebung der Chip-Beleuchtung fiihrt zu einer leichten Kippung der nahezu ebenen
Beleuchtungswellenfront in der Ebene des Array-Chips. Diese Wellenfrontkippung fiihrt

zu einer Phasendifferenz benachbarter nano hole Paare und deshalb zu einer lateralen
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Verschiebung der Interferenz-Spots innerhalb der Talbot- beziehungsweise Probenebene.
Der Kipp- oder Scan-Winkel muss dabei so grofs sein, dass ein Interferenz-Spot in einer
Dimension genau eine Periode A iiberstreicht, um das gesamte Bildfeld zu erfassen. Im
Fall der ersten Talbot-Ebene mit zr—; = 135 pum und einer Periode der nano holes von
A =6 pm ist dieser Winkel etwa 2,5° grofs. Der relativ groke Abstand des Faserausgangs
zur Chip-Ebene von etwa 250 mm erlaubt eine relativ grofe Schrittweite des Lineartischs
pro Scan-Schritt. Fiir einen vollstdndigen Scan entlang einer Achse miissen dafiir etwa
11 mm lateral verfahren werden. Bei 30 Scan-Schritten (in einer Dimension) liegt der
Verfahrweg pro Scan-Schritt bei etwa 0,37 mm, was bei einer Positioniergenauigkeit der
Lineartische von mindestens 1 um problemlos justierbar ist. In der Probenebene wird ein
Interferenz-Spot dann um lediglich 0,2 pm pro Scan-Schritt lateral verschoben.

Diese Variante des Scans mithilfe einer Verschiebung der Beleuchtung hat gegeniiber an-
deren Scan-Verfahren die folgenden Vorteile: Die Scan-Mechanik ist sowohl vom Array-Chip
als auch von der Probe sowie dem Detektionsobjektiv physisch getrennt. Diese Trennung
erhoht die mechanische Stabilitdt des Aufbaus. Eine mechanische Verschiebung der Probe
oder des Array-Chips entféllt. Zudem ist aufgrund der Beleuchtungsgeometrie keine Posi-
tioniergenauigkeit unterhalb eines Mikrometers nétig, wodurch der Einsatz hochpréziser
Stellelemente nicht notwendig ist.

Im folgenden Abschnitt soll erklart werden, wie aus einem beugungsbegrenzt detektierten
Bild und dem Scan die Auflésung erreicht werden kann, welche durch die urspriingliche

Beleuchtungsapertur NA.m gegeben ist.

Rekonstruktion eines hochaufgelGsten Bilds

Die Rekonstruktion von Rohdaten, welche mit strukturierter Beleuchtung aufgenommen
werden, erfolgt in der Regel nach einer entsprechenden Fouriertransformation im Orts-
frequenzraum und durch Losung eines Gleichungssystems [104, 105]. Im Gegensatz dazu
arbeitet der hier angewandte Algorithmus nur im Ortsraum und Fouriertransformationen
kommen nicht zum Einsatz.

Fir die Rekonstruktion des digital erfassten Scans wird eine selbst geschriebene,
(C-basierte Software genutzt. Die Rekonstruktion eines einzelnen, hochaufgelosten Bilds
aus einer Serie mit vielen Einzelaufnahmen implementiert eine indirekte Entfaltung des
detektierten Bilds. Die grundlegende Idee bei diesem Algorithmus ist die Bestimmung von
Grofse und Lage eines urspriinglichen Beleuchtungspunkts in der Objektebene anhand des
detektierten Spots, welcher durch das Objektiv bandbegrenzt und deshalb verwaschen auf
dem Detektor abgebildet wird. Eine dhnliche Vorgehensweise wird auch beim PALM- und
STORM-Verfahren angewandt. Anstelle eines verwaschen detektierten Beleuchtungspunkts
wird im rekonstruierten Bild ein schmaler, scharfer Beleuchtungs-Spot gesetzt, welcher mit
dem urspriinglichen Spot in der Probenebene moglichst identisch sein soll.

Die Grundvoraussetzung bei der Detektion des periodischen Spot-Musters ist, dass die
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5.2 Strukturierte Beleuchtung durch planare Array-Chips

Auflosung des verwendeten Objektivs ausreichend ist, um die Grundperiode des Interfe-
renzmusters aufzulésen. Nur wenn einzelne Interferenz- oder Fluoreszenz-Spots voneinan-
der eindeutig trennbar detektiert werden konnen, lassen sich diese anschlieffend rekonstruie-
ren. Fiir die Positionsbestimmung des periodischen Spot-Musters wird ein Fit-Algorithmus
durchgefiihrt. Der Fit basiert auf einem Simplex-Algorithmus und beriicksichtigt folgende
Parameter des Beleuchtungsmusters sowie des Scans: die Periode des Beleuchtungsgitters,
eine eventuelle Rotation des Beleuchtungsmusters um die Z-Achse, die durchschnittliche
Groke (Halbwertsbreite), die durchschnittliche Amplitude der Interferenz-Spots und die
Startkoordinaten des Scans sowie die Schrittweiten des Scans in X- und Y-Richtung in-
nerhalb der Objektebene. Die Spots werden bei der Berechnung mit einem gaulférmigen
Intensitétsprofil angenommen. Anhand der so bestimmten Parameter ldsst sich die Positi-
on jedes einzelnen Interferenz- oder Fluoreszenz-Spots in jeder einzelnen Scan-Aufnahme
berechnen. Das Verhéltnis der mittleren Halbwertsbreite der detektierten Spots und der
tatsdchlichen Spot-Groéfse in der Objektebene bestimmt einen Faktor F', welcher bei der
Rekonstruktion zur indirekten Entfaltung genutzt wird. Es gilt:

o SpOtDetektion (5 3)
= .
SpOtBeleuChtung

wobei die tatsichliche Grofse der Beleuchtungs-Spots anhand einer Simulation bestimmt
wird, da die Spots nicht exakt — weil beugungsbegrenzt — gemessen werden. Die Simulation
basiert auf Formel (2.14) und wird direkt, pixelweise berechnet. Dieser Faktor F' bestimmt
gleichzeitig die mogliche Verbesserung der Auflésung nach der Rekonstruktion des Scans.
Ein optionaler Berechnungsschritt vor der eigentlichen Rekonstruktion wird zur Glat-
tung des Untergrunds, des Hintergrunds ohne Objekte genutzt. Die Rekonstruktion ist
schematisch in Abbildung 29 dargestellt. Ein Einzelbild des Scans wird in kleine Kacheln
zerlegt, wobei eine Kachel immer genau einen Interferenz- oder Fluoreszenz-Spot in der
Mitte der Kachel enthélt. Anstelle einer direkten Entfaltung jedes einzelnen beugungsbe-
grenzten Spots wird eine indirekte Entfaltung durch eine Neuanordnung dieser Kacheln
vorgenommen. Die Kacheln einer Einzelbildaufnahme haben eine Periode A. Diese werden
— ohne Umskalierung — in ein neues Bild mit gleichem Pixelrasterabstand {ibertragen. Dabei
werden allerdings einzelne Kacheln mit einer neuen Periode F' - A angeordnet. Die genau-
en Positionen ergeben sich aus den zuvor bestimmten Spot-Koordinaten. Pixel-Positionen,
welche nicht exakt auf dem neuen Pixelraster liegen, werden mit einer bilinearen Interpola-
tion angepasst. Daraus folgend liegen dann die (unverinderten) Spots weiter voneinander
entfernt. Diese neue Anordnung entspricht dann einer relativen Verkleinerung der Spots
im Verhiltnis zur konstanten Spot-Periode. Alle weiteren Einzelbilder werden in gleicher
Art und Weise in dieses neue, hochaufgeloste Bild iibertragen. Die Intensitétswerte werden
dazu pixelweise addiert. Bei geeignetem Scan-Abstand fiillen alle aufsummierten Spots eine

Fliche (ohne Probe) homogen auf. Alle so rekonstruierten Einzelbildaufnahmen ergeben

69
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Abb. 29: Schema des Rekon-
struktionsalgorithmus fiir hoch-
aufgeloste Mikroskopbilder mit
grofem Gesichtsfeld. Ein Fit-
Algorithmus berechnet die La-
ge und Grofe der Interferenz-
oder Fluoreszenz-Spots. Jedes
Einzelbild wird in kleine Ka-
cheln unterteilt, wobei jede Ka-
chel genau einen Spot enthilt.
Die Abstinde der FEinzelka-
cheln im detektierten Bild ent-
sprechen genau der Periode A,
welche auch die Periode der
Interferenz-Spots ist. Diese Ein-
zelkacheln werden in einem gro-
Keren Bild neu angeordnet. Da-
zu werden die Abstinde der
Einzelkacheln um den Faktor F
vergrofert, welcher sich durch
die Verbreiterung eines Einzel-
Spots durch die bandbegrenzte
Abbildung ergibt. Sequenziell
werden so alle Kacheln eines
Einzelbilds in ein neues, grofse-
res Bild mit gleichem Pixelras-
ter iibertragen. Auf diese Art
und Weise werden alle Kacheln
aller Einzelbilder in ein neu-
es, hochaufgelostes Bild {iber-
tragen und aufsummiert. Das
Ergebnis ist ein Bild mit einer
F-mal besseren Auflésung ver-
glichen mit der eines detektier-
ten Einzelbilds.



5.3 Ergebnisse mit erhéhter Auflosung und grokem Gesichtsfeld

zusammen eine resultierende Bildaufnahme mit einer F-mal besseren Auflésung und einer
F?-mal groferen Pixelanzahl verglichen mit einem Einzelbild.

Um Streulicht, Artefakte im Interferenzmuster und Bildrauschen zu reduzieren, kann vor
jedem Kopierschritt eine zuséatzliche Filterung jeder einzelnen Kachel vorgenommen werden.
Dazu wird das detektierte Spot-Muster mit einer Gitterfunktion gewichtet, wobei jeder
einzelne Interferenz- oder Fluoreszenz-Spot beispielsweise mit einem zweidimensionalen
Gaubk-Profil multipliziert wird. Dadurch ldsst sich der Kontrast im rekonstruierten Bild
verbessern.

Der Vorteil dieser Rekonstruktionsmethode besteht darin, dass keine Fouriertransforma-
tionen oder andere aufwendige, bildverarbeitende Algorithmen verwendet werden miissen.
Es findet lediglich ein in kleinen Kacheln angepasst, zusammengefasster Kopierprozess
der einzelnen Pixelwerte statt. Die Bestimmung der exakten Lage des Interferenzmusters
erfordert zwar einen numerischen und zeitlichen Aufwand, welcher aber bei anderen Re-

konstruktionsmethoden (wie beispielsweise PALM) ebenfalls gegeben ist.

5.3 Ergebnisse mit erhohter Auflosung und groBem
Gesichtsfeld

5.3.1 Nicht-fluoreszierende Proben

Um eine quantitative Bewertung im Experiment vorzunehmen, wird ein spezielles Aufl6-
sungstestchart verwendet. Dabei handelt es sich um das ,nanoscale standard“ der Firma
Supracon, welches urspriinglich fiir Auflésungstests beim Einsatz von Mikroskopen mit
Wellenlédngen bis ins tiefe Ultraviolett entwickelt wurde [116]. Dieses Testchart umfasst
verschiedene Strich- und Kreuzgitter sowie Kreisstrukturen mit Strukturperioden zwischen
0,16 pm und 1,00 um und mit einem Tastgrad (engl. duty cycle) von 1:1. Die Strukturen
sind in eine 25 nm dicke Schicht aus nanokristallinem Silizium geschrieben, welche eine
mittlere optische Dichte (Extinktion) von etwa 0,67 besitzt und somit als halbtransparent
eingestuft werden kann. Abbildung 30 zeigt eine Ubersichtsaufnahme dieses Testcharts
(links oben), wie es im Durchlicht bei Weiklichtbeleuchtung und mit einem 10x Objek-
tiv mit einer numerischen Apertur von 0,2 gesehen wird. Der Bildausschnitt ist dabei
1024 x1024 Pixel grok, was einer absoluten Bildgréfe von 653 pmx653 pum entspricht.
Zum Vergleich der Gesichtsfelder verschiedener Objektive sind bei konstantem Bildaus-
schnitt des Kamerasensors die mit einem 20x Objektiv und einem 50x Objektiv detektier-
baren Bildausschnitte in dieser Ubersichtsaufnahme gekennzeichnet (Abb. 30, gestrichelte
Rahmen). Mit steigendem Vergroferungsgrad nimmt die Groke des Bildausschnitts ab.
Mit dem verwendeten 50x Objektiv kann somit bei einem 1024x1024 Pixel grofen Bild-
ausschnitt lediglich ein absolutes Gesichtsfeld von 131 ymx131 pgm beobachtet werden.
Der Einsatz stiarker vergrofernder Objektive verbessert das optische Auflésungsvermo-

gen des Mikroskops. Fiir einen Vergleich des lateralen Auflésungsvermégens von Objektiven

71



5 Mikroskopie mit strukturierter Beleuchtung durch separierte Vielstrahl-Interferenz

50x/0.7 4

10x/0.2
mit Scan

2OXI 05 ’ A

1 OX / O 2 ’ AIILTIIFISIITIS S

] 10 M

A1 50x/0.7

"\ 20x/0.5

normalisierte Intensitat [a.u.]

0 5 10 15 20
Schnittachse (Detail B) in [um]

Abb. 30: Ein Aufldsungstestchart (Supracon nanoscale standard [116]) mit verschiedenen Struk-
turperioden soll quantitativ untersucht werden. Es werden eine Ubersichtsaufnahme (links oben)
und Detailansichten A und B mit 1 gm Strukturperiode (0,5 pm Strukturgrofe) gezeigt. Die Grofe
der Gesichtsfelder fiir eine Aufnahme mit einem Bildausschnitt von 1024 x1024 Pixeln fiir verschie-
dene Vergroferungsfaktoren (10x, 20x und 50x) ist markiert. Die entsprechenden Detailansichten
fiir verschiedene Objektive mit unterschiedlicher numerischer Apertur (0,2; 0,5 und 0,7) sind darge-
stellt und fiir Detailansicht B quantitativ in Form eines Intensitétsprofils (unten) ausgewertet. Die
Methode der chip-basierten, strukturierten Beleuchtung mit einem 30x30 Scan mit 0,2 pgm Schritt-
weite (pro Spot) verbessert die optische Auflésung um einen theoretischen Faktor von F' = 3,5
(entspricht einer resultierenden numerischen Apertur von 0,7) verglichen mit der Auflésung des
zur Detektion verwendeten Objektivs (10x/0,2). Dieser Wert steht in guter Ubereinstimmung zu
dem experimentellen Ergebnis, denn die Auflésung und der Kontrast der Strukturen (Durchmodu-
lation) entsprechen einer dquivalenten numerischen Apertur deutlich {iber 0,5 und nahe 0,7. Alle
Vergleichsaufnahmen sind mit Kohlerscher Beleuchtung und einer Weifilichtquelle (ungefilterte Ha-
logenlampe und Kondensor) erstellt.
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5.3 Ergebnisse mit erhéhter Auflosung und grokem Gesichtsfeld

mit unterschiedlichen numerischen Aperturen sollen zwei verschiedene Strukturdetails des
Testcharts genauer untersucht werden. Dabei handelt es sich um ein einfaches Liniengitter
(Detail A) und eine kreisformige Struktur (Detail B). Beide Strukturen haben eine Peri-
ode von 1 pum beziehungsweise eine Strukturbreite von 0,5 um. Fiir die Auflésung dieser
gitterartigen Strukturgréfen ist nach Abbe mindestens eine numerische Apertur von 0,27
bei inkohédrenter Beleuchtung mit einer mittleren Wellenldnge von 532 nm nétig. Die im
Vergleich genutzten Objektive haben folgende numerische Aperturen: 0,2 sowie 0,5 und 0,7
(siche dazu auch Tabelle 4 auf Seite 67).

In Abbildung 30 sind die entsprechenden Detailansichten vergrofert dargestellt (rechts
oben). Fiir eine quantitative Analyse werden Intensitétsprofile der Kreisstruktur angefer-
tigt und in einem Diagramm (Abbildung 30, unten) ausgewertet. Die numerische Apertur
von 0,2 des 10x Objektivs liegt unter der erforderlichen Apertur, welche zur Auflésung
der 1 pm Strukturperiode benétigt wird. Deshalb sind in den Detailbildern keine Objekt-
strukturen zu erkennen. Anders ist es bei der Verwendung des 20x Objektivs, welches mit
einer numerischen Apertur von 0,5 iiber dem erforderlichen Wert von 0,27 liegt. Sowohl die
1 pm Periode des Liniengitters als auch die 1 ym Periode der Kreisstrukturen sind in den
Detailansichten gut zu erkennen. Bemerkenswert ist dabei der relativ schwache Kontrast,
der sich auch im Intensitétsprofil durch eine nur geringe Modulation zeigt. Dies ist auf die
Ubertragungsfunktion eines inkohiirent abbildenden, optischen Systems zuriickzufiihren,
welche fiir hohere Ortsfrequenzen einen nahezu linearen Amplitudenabfall zeigt [2]. Die
Verwendung einer htheren numerischen Apertur verbessert den Kontrast der abgebildeten
Strukturperiode. Dies ldsst sich fiir das verwendete 50x Objektiv mit einer numerischen
Apertur von 0,7 in den Detailbildern sowie im Intensitétsprofil gut erkennen.

Es wird eine Aufnahme mit chip-basierter, strukturierter Beleuchtung mit den Aufnah-
men verschiedener Objektive und klassischer Durchlichtbeleuchtung verglichen. Dazu wird
ein Array mit 80x80 nano holes mit jeweils 530 nm Lochdurchmesser und einer Periode
von 6 um genutzt (siehe auch Tabelle 3 auf Seite 65). Es wird ein 30x30 Scan mit einer
Schrittweite von 0,2 pm aufgenommen. Zur Detektion wird das 10x/0,2 Objektiv ver-
wendet. Mithilfe des Fit-Algorithmus wird eine durchschnittliche, detektierte Spot-Grofe
(Halbwertsbreite) von 0,99 pum gemessen. Unter der Annahme, dass die Beleuchtungs-Spots
im Mittel tatsdchlich nur 0,30 um grof sind, ergibt sich ein Faktor von etwa F' = 3, 3. Da-
mit wird das Sampling nach der Rekonstruktion von urspriinglich 0,64 pm pro Pixel auf
etwa 0,18 pum pro Pixel verbessert. Gleichzeitig wird die resultierende numerische Apertur
erhoht. Die tatsédchliche Auflésung des Objektgitters kann bei Summation aller rekonstru-
ierten Spots nicht besser sein als der doppelte Spot-Durchmesser der Beleuchtung, da mit
diesem die Gitterstruktur des Objekts abgetastet wird. Deshalb kann die kleinste, noch
auflosbare Strukturperiode nach Rekonstruktion des Scans im besten Fall ppi, > 0,6 pm
grofs sein. Dies entspricht einer numerischen Apertur von etwa 0,88 und ist somit nahezu

deckungsgleich mit dem angenommenen Wert der numerischen Apertur der Beleuchtung
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(NAjjjum = 0,87), welcher auf der Geometrie von Chip-Ausdehnung und der Lage der
Talbot-Ebene basiert.

Die Vorgehensweise bei der Rekonstruktion des Scans ist in Abbildung 29 beschrieben.
Jeder Einzel-Spot (jede Kachel) wird mit einem 2D-Gaufs-Profil gewichtet, um umliegende
Storanteile zu unterdriicken. Die Halbwertsbreite der Wichtungsfunktion wird dabei dop-
pelt so grof gewdhlt (1,98 um) wie die im Fit bestimmte mittlere Halbwertsbreite der
detektierten Spots. Nach Rekonstruktion sind die 1 pm Perioden der Teststruktur deutlich
aufgelost. Der Kontrast der Strukturen (Durchmodulation) entspricht einer dquivalenten
numerischen Apertur deutlich iiber 0,5 und nahe 0,7. Damit ist die Verbesserung des Auf-
l6sungsvermogens des verwendeten 10x /0,2 Detektionsobjektivs experimentell nachgewie-
sen.

Um die berechnete Auflésungsgrenze von 0,6 um zu iiberpriifen, werden weitere Detailbil-
der ausgewertet. Abbildung 31 stellt Liniengitter desselben Testcharts mit Objektperioden
von 0,7 pm sowie 0,5 pm dar. Die klassischen Aufnahmen mit inkohérenter Beleuchtung
(Weiklicht, Kondensor) in Durchlichtanordnung zeigen die jeweiligen Aufldsungsgrenzen der
verwendeten Objektive. Mit einer NAjo,s = 0,2 sind beide Strukturen nicht auflésbar. Mit
einer NAjons = 0,5 ist die Auflésung der 0,7 pm Struktur grenzwertig und die Auflésung
der 0,5 pm Struktur nicht mdoglich. Mit einer NAjo,s = 0,7 ist die Auflésung der 0,7 pm

Struktur mit gutem Kontrast moglich und die Auflésung der 0,5 pm Struktur grenzwertig.

10x /0.2 20x /0.5 50x /0.7 10x/Scan

0,7 ym
Periode

0,5 um
Periode

Abb. 31: Bestimmung der Auflésungsgrenze mit einem Auflosungstestchart (Supracon nanoscale
standard): Es werden Liniengitter mit 0,7 um Periode sowie 0,5 ym Periode mit verschiedenen
Objektiven vermessen und mit einem rekonstruierten Scan verglichen. Im klassischen Fall wird
eine inkohérente Beleuchtung (Weifslicht und Kondensor) in Durchlichtanordnung verwendet. Der
Scan der strukturierten Beleuchtung wird mit dem 10x /0,2 Objektiv aufgenommen. Mit diesem
Objektiv lassen sich beide Strukturperioden klassisch nicht auflésen. Im rekonstruierten Scan sind
bei dem 0,7 pm Liniengitter periodische Strukturen erkennbar. Die Auflésung der 0,5 ym Struktur
ist nicht moglich. Allerdings ist das rekonstruierte Bild von Artefakten iiberlagert, was zu einer
inhomogenen Strukturabbildung und Auflésungsfehlern fiihren kénnte. Aus diesem Grund kénnen
keine Intensitétsprofile ausgewertet werden. Die Abbildungen sind fiir die Darstellung im Kontrast
angepasst.
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5.3 Ergebnisse mit erhéhter Auflosung und grokem Gesichtsfeld

Im rekonstruierten Scan sind bei dem 0,7 pym Liniengitter periodische Strukturen erkenn-
bar. Die Auflésung der 0,5 um Struktur ist nicht méglich. Allerdings ist das rekonstruierte
Bild von Artefakten iberlagert, was zu einer inhomogenen Strukturabbildung und Auflo-
sungsfehlern fithren kénnte. Diese Artefakte sind auf eine Instabilitidt der Scan-Mechanik,
auf eine inhomogene Beleuchtung des Array-Chips, aber auch auf eine eventuelle Defokus-
sierung der Talbot-Ebene oder Objektebene zuriickzufithren. Aufgrund dieser Artefakte
im rekonstruierten Scan ist eine quantitativ aussagekriftige Auswertung der tatséchlichen
Auflésung der Liniengitter mithilfe von Intensitétsprofilen an dieser Stelle nicht mdglich.
Dennoch zeigen die Aufnahmen, dass die Auflésung einer 0,7 um Periode moglich und
die Auflésung einer 0,5 pm Periode nicht mdéglich ist. Die erwartete Auflésungsgrenze von
0,6 pm liegt genau dazwischen.

Die erreichten Aufnahmezeiten fiir einen vollstdndigen Scan sowie dessen Rekonstruktion
sind von verschiedenen Faktoren abhingig. Bei der Einzelbildaufnahme ist die zur Verfii-
gung stehende Intensitit, welche ausschlaggebend fiir die Belichtungszeit des Einzelbilds
ist, relevant. Diese liegt bei den hier gezeigten Aufnahmen zwischen 10 ms und 30 ms.
Es kommt jene Zeit hinzu, welche der motorisierte Tisch samt Lichtquelle fiir den Ver-
fahrweg eines Scan-Schritts braucht. Zwischen diesen beiden Zeiten sind Pausen eingefiigt,
die einerseits eventuellen Instabilitdten des mechanischen Scans entgegenwirken und ande-
rerseits eine bessere Synchronisation beider Prozesse gewdhrleisten sollen, da diese nicht
iiber ein und dieselbe Software ansteuerbar sind. Die Zeit fiir einen gesamten Scan rich-
tet sich aukerdem nach der Anzahl der Scan-Schritte (400 bis 900) und liegt bei den hier
angefertigten Aufnahmen zwischen 10 min und 30 min. Die Prozesszeiten fiir die spétere
Auswertung am PC (Intel®Core™ 2 Duo, 3 GHz, 2 GB RAM) sind vor allem durch die
Grofe des Bildausschnitts (Pixelanzahl) vorgegeben. Die Zeiten fiir den Gitter-Fit liegen
zwischen 5 min und 15 min, die Zeiten fiir die Rekonstruktion des Scans liegen zwischen
10 min und 25 min. Alle Prozesszeiten sind verkiirzbar. Allerdings wird filir einen reinen
Grundsatzbeweis der Methode (,,proof of concept®) auf eine detaillierte Optimierung von

Hard- und Software verzichtet.

5.3.2 Fluoreszierende Proben

Biologische Proben wie Zellen werden aufgrund ihrer optischen Eigenschaften typischer-
weise als Phasenobjekte angesehen. Im Durchlicht sind diinne Phasenobjekte bei korrekter
Fokussierung kaum sichtbar, da sie einen zu geringen Kontrast im Bild erzeugen. Aus
diesem Grund greifen Biologen zu Hilfsmitteln, die den Bildkontrast kiinstlich verstérken.
Eine Methode ist der Einsatz von Fluoreszenzmarkern. Dazu werden fluoreszierende Pro-
teine spezifisch an zelleigene Proteine angekoppelt (,, Fluoreszenzlabel®), welche fiir die zu
untersuchende Zellstruktur (z.B. Zellkern oder Cytoskelett) typisch sind. Bei Beleuchtung
mit einer Anregungswellenléinge leuchten dann die fluoreszenzmarkierten Zellbestandteile

mit einer rot-verschobenen Emissionswellenlédnge auf, was nach geeigneter Wellenldngen-
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filterung zu einer enormen Kontraststeigerung bei der mikroskopischen Bildgebung von
biologischen Proben fithren kann und aufserdem eine spezifizierte Zellanalyse ermoglicht.

Das Prinzip der chip-basierten, strukturierten Beleuchtung ist auch fiir fluoreszierende
Proben geeignet. Die durch Vielstrahl-Interferenz erzeugten Spots in einer Talbot-Ebene
beleuchten die Objektstruktur, welche an den Stellen fluoresziert, an denen sie von jeweils
einem Interferenz-Spot abgetastet wird. Ein an die Anregungs- und Emissionswellenlinge
angepasster Filter trennt beide Wellenldngen, so dass vom Detektor nur das emittierte
Fluoreszenzsignal der Probe erfasst wird. Dazu wird im Mikroskopaufbau ein zusdtzli-
cher Filterwiirfel zwischen Objektiv und Tubuslinse eingebaut. Der Filterwiirfel umfasst
einen dichroitischen Spiegel (AHF Analysetechnik HC Laser-Strahlenteiler BS R532) in
45°-Stellung sowie einen Langpass-Interferenzfilter (Melles Griot XLP-532.0-250M-A ), wel-
cher die Emissionswellenldnge passieren ldsst (Transmission > 95 %) und die Anregungs-
wellenlédnge blockt (optische Dichte > 6). Der dichroitische Spiegel ist notwendig, da das
Anregungslicht sonst am Langpass-Filter reflektiert und zuriick in die Probenebene abgebil-
det wird, was bei strukturierter Beleuchtung nicht gewiinscht ist. Als Anregungswellenldnge
wird A = 532 nm verwendet. Das spektrale Maximum der Emissionswellenldnge ist vom
verwendeten Farbstoff abhéngig und kann > 540 nm detektiert werden.

Die Effizienz bei der Fluoreszenzanregung und -emission liegt bei den hier untersuchten
Proben bei etwa 5-107%. Aus diesem Grund steht nur ein verhiltnismiRig geringes Detek-
tionssignal zur Verfiigung, so dass eine Anpassung der Belichtungszeiten unverzichtbar ist.
Die Belichtungszeiten pro Einzelaufnahme liegen deshalb zwischen 10 s und 20 s. Bei einem
30x30 Scan mit insgesamt 900 Einzelaufnahmen verldngert sich die Gesamtaufnahmezeit
auf bis zu 5 Stunden. Derart lange Aufnahmezeiten stellen hohe Anforderungen an die
Langzeitstabilitit des gesamten Aufbaus.

Als fluoreszierende Probe wird herkdmmlicher Textmarker verwendet. Dieser wird als
diinne Schicht auf einem 170 pym dicken Deckglas aufgebracht und dort eingetrocknet. Bei
der Préparation bilden sich kleine inselfrmige Bereiche ohne Textmarker aus, deren Um-
randung durch eine sehr feine Struktur geprégt ist. Diese Struktur ist vergleichbar mit
dendritenartigen Stegen, welche teils Breiten unterhalb von 1 um besitzen. Diese Struktur-
grofe ist mit dem verwendeten 10x Objektiv mit einer numerischen Apertur von 0,2 nicht
auflésbar.

Fiir den Scan wird der Probentrdger mit der Probenseite dem Array-Chip zugewandt
(,upside down*) und in der ersten Talbot-Ebene bei 135 pm positioniert. Es wird ein 30x30
Scan mit einer Schrittweite von 0,2 pm durchgefithrt. Die Aufnahmeserie erfolgt, abgese-
hen von der langeren Belichtungszeit, analog zu den Messungen mit nicht-fluoreszierenden
Proben. Es soll ein Bildausschnitt von 256x256 Pixeln untersucht werden, der einer tat-
séchlichen Bildgrofe von 163 pmx163 pum entspricht.

Bei fluoreszierenden Proben werden dort Spots detektiert, wo sich die Probe befindet.

Somit wird das Signal komplementér zu nicht-fluoreszierenden Proben beobachtet, bei de-
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5.3 Ergebnisse mit erhéhter Auflosung und grokem Gesichtsfeld

nen Spots nur dort detektiert werden kénnen, wo sie von der Probe nicht absorbiert oder
gestreut werden. Fiir den Gitter-Fit zur Bestimmung der Lage der Spots kdnnen hier nume-
rische Instabilititen auftreten, falls die Probe selbst nur sehr vereinzelt auf dem Probentré-
ger vorhanden ist und somit im Einzelbild nur wenige Fluoreszenz-Spots detektiert werden.
Eine ausreichende Anzahl an Spots ist fiir einen guten Gitter-Fit erforderlich. Um diesem
numerischen Problem entgegenzutreten, wird eine Probenmaskierung verwendet. Aus der
einfachen Summation aller Scan-Bilder kénnen jene Bereiche, welche zur Probe gehdren,
gering aufgeldst kenntlich gemacht werden. Anschliefend wird anhand eines Schwellwerts
(typischerweise 50 % des auftretenden Maximalwerts) eine bindre Objektmaskierung be-
rechnet. Diese Probenmaskierung wird dann im Gitter-Fit genutzt, um Bereiche, welche
keine Probeninformation enthalten, auszusparen. Somit wird der Gitter-Fit nur anhand
von tatséchlich vorhandenen Fluoreszenz-Spots berechnet. Die durchschnittliche, gemesse-
ne Spot-Grofe liegt bei etwa 2 pum, wodurch sich ein Faktor von F' = 6 ergibt. Der hier,
verglichen mit den Aufnahmen mit nicht-fluoreszierenden Proben, etwa doppelt so grofe
Spot-Durchmesser kann unterschiedliche Ursachen haben: Probentrigerinterne Reflexionen
von strukturiertem Anregungslicht oder auch isotrop emittiertem Fluoreszenzlicht kénnen
zu einer zusétzlichen Verbreiterung der fluoreszierenden Spots fithren.

Abbildung 32(A) zeigt die Summe aller Einzelaufnahmen ohne Rekonstruktion. Das Ob-
jekt (Textmarker) ist als helle Fliche auf dunklem, fluoreszenzfreiem Untergrund erkennbar.
Im Bildausschnitt sind auch mehrere Bereiche zu erkennen, in denen sich bei der Prépa-
ration feine Strukturen ausgebildet haben. In den Detailansichten (1) und (2) sind zwei
solche Bereiche vergrofert dargestellt.

Die Rekonstruktion erfolgt anschlieffend mithilfe der bereits beschriebenen Methode. Es
wurde ein 1536x1536 Pixel grofer Ausschnitt rekonstruiert. Die Rekonstruktion wird in
Abbildung 32(B) gezeigt. Die erwartete Auflosungserhchung ist auch bei den Fluoreszenz-
aufnahmen deutlich erkennbar. Die Detailabbildungen zeigen nicht nur eine bessere Auflo-
sung in Form von schmaleren Objektstrukturen, sondern auch das Vorhandensein von Ob-
jektstrukturen, welche bei klassischer Mikroskopie ohne erhéhte Auflésung nicht sichtbar
gewesen sind. Es wird ein Intensitétsprofil fiir je ein Objektdetail angefertigt und ausgewer-
tet. Dafiir wird ein Gauf-Fit in das Profil gelegt und dessen Halbwertsbreite bestimmt. Die
hochaufgelésten Strukturen weisen eine Halbwertsbreite von 0,7 um auf, wihrend diesel-
ben Strukturen ohne Rekonstruktion des Scans nur mit einer Halbwertsbreite von 2,0 pum
detektiert werden kdnnen. Dies entspricht einer realen Auflésungsverbesserung um einen
Faktor von etwa 2,9.

Das Beispiel zeigt, dass die vorgestellte Methode einer chip-basierten, strukturierten
Beleuchtung fiir fluoreszierende Proben anwendbar ist. Damit besitzt das Verfahren ein
hohes Potential fiir Analysen von biologischen Préparaten und Zellen, bei denen sowohl

eine hohe Orts-Auflosung als auch ein grokes Gesichtsfeld wiinschenswert sind.
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5 Mikroskopie mit strukturierter Beleuchtung durch separierte Vielstrahl-Interferenz

Abb. 32: Mikroskopie mit separater strukturierter Beleuchtung und grofsem Gesichtsfeld fiir fluo-
reszierende Proben: Als ein fluoreszierendes Beispielobjekt wird Textmarker, aufgebracht auf einem
170 pm dicken Mikroskopdeckglas, untersucht. Die einfache Summation aller 900 Scan-Schritte
ohne weitere Rekonstruktion ist in Teilabbildung (A) sowie in den Detailansichten 1 und 2 (obe-
re Reihe) gezeigt. Die Auflosung entspricht jener, welche klassisch im Durchlicht mit Kondensor
und mit einem 10x Objektiv mit einer numerischen Apertur von 0,2 erreicht werden kann. Das
rekonstruierte Bild ist in Teilabbildung (B) sowie in den Detailansichten in der unteren Reihe
dargestellt. Durch die Rekonstruktion erh&lt man ein hochaufgelostes Bild des Objekts bei gleich-
bleibend grofsem Gesichtsfeld. Es sind Intensitdtsprofile fiir je ein Objektdetail angefertigt und
deren Halbwertsbreiten bestimmt. Die Auflésung eines Einzelobjekts wird hier von 2,0 pym auf
0,7 pm verbessert. Dies entspricht einem Faktor von etwa 2,9.

5.4 Diskussion und Ausblick

In diesem abschlieffenden Abschnitt werden die Grenzen des Verfahrens erértert sowie ein
Ausblick auf mdogliche Weiterentwicklungen gegeben.

Die relative Auflosungsverbesserung hingt von der Beleuchtungs- und Detektionsaper-
tur ab (siehe dazu Formel (5.3)). Die Detektionsapertur selbst ist durch das verwendete
Objektiv gegeben. Diese muss so gewihlt werden, dass sie wenigstens die Grundperiode A
des Interferenzmusters auflésen kann. Im hier gezeigten Experiment (siehe Abb. 30 und
Abb. 32) liegt die Grundperiode bei A = 6 pm, so dass eine numerische Apertur von
NAjens = 0,05 bei Verwendung einer griinen Wellenldnge bereits ausreichend wére. Das
Detektionsobjektiv legt aukerdem die Grofe des Gesichtsfelds fest. Die Beleuchtungsaper-
tur kann ohne den Einsatz von Immersion hichstens Eins erreichen. Der maximal erreich-

bare Faktor F fiir eine Verbesserung der Auflésung ldsst sich somit theoretisch auf etwa
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F ~ 20 abschétzen. Dieser Faktor entspricht auch genau dem Verhéltnis zwischen der
Spot-Periode A (6 ym) und dem Spot-Durchmesser dgpot, (0,3 pm), wobei A die minimale
Detektionsapertur bestimmt und dgpe durch die Beleuchtungsapertur gegeben ist.

Eine Einzelbildaufnahme kann aufer durch die numerische Apertur des Objektivs auch
durch das Sampling des Bildsensors in der Auflésung beschrénkt sein. Das Sampling ist
in der Regel aber mehr als ausreichend und hat zudem keinen direkten Einfluss auf die
absolute Auflésungsgrenze eines rekonstruierten, hochaufgeldsten Bilds. Die resultierende
Auflésung hingt lediglich von der Beleuchtungsapertur ab. Ein sehr grobes Sampling kénn-
te allerdings zu Artefakten in der Rekonstruktion in Form einer zusitzlichen Rasterung
fithren. Solche Artefakte lassen sich aber durch angepasste Rekonstruktionsalgorithmen
reduzieren.

Die absolute Auflésungsgrenze dieses Verfahrens ist durch die Beleuchtungsapertur und
somit durch die erreichbare Spot-Grofse der Vielstrahl-Interferenzen gegeben. Diese Spot-
Grofse hiangt von der verwendeten Wellenldnge A\, vom Koharenzdurchmesser Do, aber
auch von der Kohérenzldnge Lcon, von der Grofke der nano holes sowie von der geome-
trischen Anordnung, gegeben durch die Lage der Talbot-Ebene bei zp und die Ausdeh-
nung Layay des Arrays, ab. Der Kohérenzgrad sollte fiir alle nano hole Paare hoch sein
(|v12(7)] — 1), damit sie konstruktiv interferieren konnen. Die Durchmesser der nano ho-
les sollten in der Grokenordnung der Wellenldnge liegen (a < 1,22)), um moglichst groke
Beleuchtungswinkel (— 180°) zu erreichen.

Im Experiment wird die erste Talbot-Ebene mit einem Abstand zr = 135 um ge-
wéhlt. Dieser Abstand ist zum einen durch die Wellenléinge, vor allem aber durch die
Periode A im Array vorgegeben (siehe Formel (2.15)). Das Array besitzt eine Ausdehnung
von Larray = 474 pm. Daraus ergibt sich eine Beleuchtungsapertur von NAjj, = 0,87
(A =532 nm). Um die Beleuchtungsapertur weiter zu erhéhen (NAjj,m — 1), miisste einer-
seits die Ausdehnung des Arrays deutlich gréfer werden. Andererseits miisste der Abstand
der Talbot-Ebene zr verkiirzt werden, was durch eine Verkiirzung der Array-Periode A
zu erreichen wére. Beide Vorgehensweisen haben aber ihre Grenzen. Bei einer sehr grofsen
Array-Ausdehnung werden die Intensitdtsanteile von weit entfernt liegenden nano holes
zunehmend schwécher (Amplitudenabfall der sphérischen Welle mit 1/R) und gehen bei
einer unendlichen Array-Ausdehnung schlieflich gegen Null. Eben diese Anteile sind aber
notig, um moglichst hohe Beleuchtungsaperturen zu erzeugen. Die Verkiirzung der Array-
Periode A ist technologisch zwar moglich, fithrt aber einerseits dazu, dass der Abstand
zwischen dem Array-Chip und der Probenebene sehr klein (< 100 gm) und deshalb schwer
kontrollierbar wird. Andererseits fiihrt eine Verkleinerung der Array-Periode auch zu einer
reduzierten Periode der Interferenz-Spots, wodurch die Auswahl an Detektionsobjektiven
eingeschrinkt wird, weil diese Periode mindestens aufgeldst werden muss.

Eine geometrische Anpassung der Beleuchtungsapertur ist demnach nur theoretisch bis

NAjjjum = 1 moglich. In der Praxis werden die Grenzen, &hnlich wie bei (Trocken-)Ob-
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5 Mikroskopie mit strukturierter Beleuchtung durch separierte Vielstrahl-Interferenz

jektiven, bei etwa NA = 0,95 liegen. Um dariiber hinaus eine weitere Erhohung zu er-
reichen, kann die effektive Wellenldnge A verkiirzt werden. Dies kann zum einen durch
Auswahl einer Lichtquelle mit einem Emissionsspektrum im nahen Ultraviolett erfolgen.
Zum anderen ist der Einsatz von Immersionsfliissigkeiten moglich, wobei hier eine Verbes-
serung bis zu einem Faktor von etwa n = 1,5 erzielt werden kann. Letztendlich wird die
erreichbare Spot-Grofe hochstens A\/(2n) — und demnach etwa 130 nm — erreichen koénnen.

Der Einsatz von hochbrechendem Material kann von Vorteil sein um Grenzflicheneffekte
zu minimieren, beispielsweise wenn Zellen in einem fliissigen Medium beobachtet werden
sollen. So ist es vorstellbar, den Raum zwischen dem Array-Chip und der Probenebene mit
einem hochbrechenden Medium zu fiillen. Dies kann in der Praxis beispielsweise dadurch
erreicht werden, dass das Array in einen speziellen Objekttrager eingebettet wird.

Fiir den Umgang mit fluoreszierenden Proben ist es wichtig, die Stabilitét des Aufbaus
zu gewdahrleisten. Um die Messzeit pro Scan-Schritt zu verkiirzen, miisste die Leistung
der Lichtquelle erh6ht werden. Im Experiment kommt ein diodengepumpter Festkorper-
laser mit Faserkopplung und einer Ausgangsleistung von etwa 8 mW zum Einsatz. Die
Belichtungszeiten liegen zwischen 10 s und 20 s. Um hier eine deutliche Verkiirzung der
Aufnahmerzeit zu erreichen, miisste die Ausgangsleistung des Lasers um mindestens zwei
Grofenordnungen erhoht werden. Zudem wird die Detektion des Fluoreszenzsignals durch
Streulicht negativ beeinflusst. Um diesen Effekt zu reduzieren, bietet es sich an, die Probe
in einer Immersion einzubetten. Diese Vorgehensweise stellt hohe Anforderungen an die
Probenpréaparation sowie die Halterung und Positionierung der Probe.

Im experimentellen Aufbau ist nicht nur die Beleuchtung von der Detektion separiert.
Auch der Scan der Beleuchtung ist physisch vom Array-Chip sowie vom abbildenden Mi-
kroskopsystem getrennt. Das hat den Vorteil, dass mechanische Storeinfliisse des Scans
vom restlichen Mikroskopaufbau entkoppelt sind. Der Scan selbst wird durch zwei Linear-
motoren realisiert. Hier besteht die Moglichkeit, den Scan der Lichtquelle zu verbessern,
indem man auf mechanische Bauteile génzlich verzichtet. So kénnte ein elektrisch schalt-
bares Lichtquellen-Array zum Einsatz kommen. Aber auch eine Wellenfrontkippung mit
einem phasenmodulierenden Fliissigkeitskristalldisplay ist denkbar. Beides kénnte den Scan
sowohl beschleunigen als auch noch stabiler gestalten.

Nicht zuletzt besteht die Moglichkeit die Rekonstruktionsalgorithmen zu verbessern und
anzupassen. Zu priifen wére, ob die laterale Auflésung durch den Einsatz spezieller Verfah-
ren weiter erhoht werden kann. Beispielsweise konnte anstatt einer einfachen Summation
der hochaufgelosten Teilbilder (,Kacheln® in Abbildung 29) eine Maximumsbestimmung
jedes Pixels [117] im hochaufgelosten Bild durchgefiihrt werden. Ebenso kénnten zusitz-
liche Algorithmen wie beispielsweise eine angepasste Tiefpassfilterung zur Glattung des
Untergrunds und zur Reduzierung von Artefakten eingesetzt werden. Zudem l&sst sich der

gesamte Rekonstruktionsalgorithmus hinsichtlich der Rechenzeit optimieren.
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Die Themen der Arbeit sind die partielle Kohdrenz im Mikrometerbereich sowie eine in-
terferenzoptische Beleuchtung und beider Anwendung in der optischen Mikroskopie. Da-
zu wird eine Chip-Anordnung zum Vermessen der rdumlichen Kohérenzeigenschaften von
LED-Lichtquellen, Halogen- und Quecksilberdampflampen erarbeitet. Beispielhaft werden
die Vorteile einer Mikro-Kohérenz fiir die digitale in-line holografische Mikroskopie und die
Anwendbarkeit eines Beleuchtungs-Chips in der strukturierten Beleuchtung fiir die Mikro-
skopie gezeigt.

Es wird ein Verfahren zur Vermessung rdumlich partieller Kohdrenz im Mikrometer-
bereich entwickelt. Eine definiert einstellbare, mikro-kohéirente Beleuchtung wird in der
digitalen in-line holografischen Mikroskopie angewandt.

Fiir die Messung der partiellen Kohirenz wird ein 2-dimensionales Array-Interferometer
genutzt [12,24]. Dieses besteht aus einem planaren Chip mit 125x125 photolithografisch
praparierten Lochaperturen (sog. nano holes, Durchmesser jeweils 530 nm) mit einem peri-
odischen Abstand von 4 pym. Die von den Aperturen erzeugten Beugungskegel {iberlagern
sich und interferieren. Fiir die Messung der rdumlichen Kohirenz werden die Durchmes-
ser der Interferenz-Spots als Maf fiir die Kohdrenz ausgewertet. Mit diesem Verfahren
werden Kohérenzflichen mit Durchmessern von 5 pm bis 50 ym experimentell vermessen,
welche fiir eine interferenzoptische Mikroskopie relevant sind. Die Spitzenintensitéten sind,
verglichen mit einem dquivalenten, herkdmmlich genutzten Doppel-Pinhole-Interferometer,
aufgrund von Vielstrahl-Interferenzen um den Faktor 1300£300 erhoht. Dies entspricht
im Experiment einer Verbesserung des Signal-Rausch-Verhiltnisses (SNR) des Interferenz-
kontrasts um 31 dB. Die obere Messgrenze fiir grofere Kohérenzflichen (Durchmesser der
Kohérenzflache > 50 pm) ist durch die numerische Apertur des verwendeten, optischen
Beobachtungssystems (Objektiv 100x /0.75) gegeben. Die untere Messgrenze (5 pm) ist
durch die Dimensionierung des verwendeten Arrays variierbar. Mit diesem Array kann ein
Kohérenzflachendurchmesser bis zu 0,9 pm (bei A = 546 nm) gemessen werden, bezogen
auf das Kohéarenzkriterium von m = 0, 16 (Kontrast |yi2| ~ 0, 83).

Mithilfe des Array-Interferometers werden die partiell-kohérente Beleuchtung einer LED,
einer Halogen- sowie einer Quecksilberdampflampe vermessen. Mithilfe von Bandpassfiltern
sowie einer verstellbaren Blende wird das Kohérenzvolumen dieser Lichtquellen im Bereich
von 102 pm3 bis 10° um? definiert eingestellt. Eine zunehmende Kohérenz der Beleuchtung
durch eine schmalbandigere Filterung der Lichtquellen reduziert die Strahlungsenergie. Die

zur Verfiigung stehende Bestrahlungsstéirke liegt in einem Bereich von 1072 W/m? bis
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102 W/m?. Der Schliisselparameter von mikro-kohirenten Lichtquellen ist die spektrale
Strahlungsstromdichte der Quelle. Als Detektor kommt eine einfach gekiihlte CCD Kamera
(Zeiss AxioCam MRm) zum Einsatz. Bei etwa 50 detektierten Photonen pro Kamera-
Pixel sind das Quellrauschen (Photonenrauschen) und das Detektorrauschen vergleichbar
grofs. Bei der Detektion von mehr als 50 Photonen pro Pixel liegt das Photonenrauschen
iiber dem Rauschpegel des verwendeten Sensors (15 Photonen pro Pixel). Die damit im
Experiment erzielten Signal-Rausch-Verhiltnisse liegen fiir Belichtungszeiten von 2 ms bis
20 s zwischen 0 dB und 30 dB. Das bedeutet, dass Lichtquellen, welche bisher als gering
koh&rent eingestuft werden, fiir eine moderne interferenzoptische Mikroskopie durchaus
nutzbar sind. Eine interferenzoptische Bildgebung mit LED und Halogenlampen ist méglich
und sinnvoll.

Die mikro-kohérente Beleuchtung wird fiir die interferenzoptische Mikrobildgebung einge-
setzt. Dafiir wird ein digitales in-line holografisches Mikroskop genutzt. Bei einem typischen
Abstand der Hologrammebene vom Objekt von 50 pum werden eine zeitliche Kohé&renzlange
von mindestens 8 pm und eine rdumliche Kohirenzldnge (Durchmesser der Kohérenzfla-
che) von mindestens 30 pum bendtigt, um bei ebener Objektbeleuchtung Strukturen von
1 pm auflésen zu konnen. Dies entspricht einer numerischen Apertur von mindestens 0,5
fir Licht mit einer Wellenldnge von 500 nm. Im Experiment liegt das typische Koh&renzvo-
lumen bei 7-10% ym? [61]. Interferenzen aus Mehrfachreflexionen an optischen Grenzflichen
im Aufbau sowie statistische Interferenzen (Speckle) werden durch den Einsatz einer LED-
Beleuchtung weitestgehend vermieden. Dies fiihrt zu einer erheblichen Verbesserung der
Bildqualitédt [59,60]. Die dabei zur Verfiigung stehende Lichtmenge ist ausreichend, um
holografische Bildaufnahmen mit Belichtungszeiten von 35 ms und einem SNR von 3,1 dB
zu erhalten. Fiir das rekonstruierte Objektbild wird ein SNR von 8,0 dB ermittelt. Dabei
kann erstmals gezeigt werden, dass mit mikro-kohérenter LED-Beleuchtung eine nahezu
storungsfreie Aufnahme holografischer Bilder mit Videorate (25 fps) bei einer gleichzeitigen
optischen Auflésung von 1 pym mdoglich ist [86].

Als eine neue Variante fiir die Mikroskopie mit strukturierter Beleuchtung bietet sich
die direkte Beleuchtung mit dem Pinhole-Array an. Abweichend von der {iblichen struk-
turierten Beleuchtung wird dabei die Beleuchtungsapertur von der Detektionsapertur ge-
trennt. Es wird eine planare Chip-Anordnung im Durchlicht verwendet. Das ermdoglicht
einen einfachen und kompakten Aufbau, mit welchem ein bestehendes Mikroskop (Zeiss
Axioskop 2 MAT mot) modular ergénzt wird. Die Chip-Anordnung wird durch ein Array-
Interferometer mit 80x80 nano holes mit einem Durchmesser von jeweils 530 nm und
einem periodischem Abstand von 6 pm realisiert. Die strukturierte Beleuchtung wird
durch Vielstrahl-Interferenzen erzeugt. Die Probe wird dabei von kleinen, kontrastreichen
Interferenz-Spots (Durchmesser 0,3 pum, Abstand 6 um) beleuchtet und durch eine me-
chanisch getrennte, verfahrbare Lichtquelle gescannt. Die vom Objektiv entkoppelte Be-

leuchtung ermdglicht eine hohe Auflosung (etwa 0,7 pum Periode; gegeben durch die Be-
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leuchtungsapertur des Chips, NAjum = 0,87) fiir ein grofes Gesichtsfeld (Durchmesser
2,3 mm; gegeben durch das Detektionsobjektiv 10x /0,2) bei einer Wellenldnge von 532 nm.
Die numerische Rekonstruktion experimenteller Daten ermdglicht eine Erhéhung der op-
tischen Auflésung um den Faktor 3. Damit kann bei gleichbleibend grofsem Gesichtsfeld
die Auflosungsgrenze des Detektionsobjektivs unterschritten werden. Das Verfahren ist fiir

fluoreszierende sowie nicht-fluoreszierende Proben anwendbar.
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