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DIGITALE HOLOGRAPHISCHE MIKROSKOPIE

3D-Echtzeitaufnahmen
mit nm-Genauigkeit

YVES EMERY

Die digitale holographische Mikroskopie, DHM, erméglicht 3-dimensionale Messungen mit
einer Auflésung von 1 nm. Das Besondere des Messverfahrens ist jedoch die duBerst kurze
Messzeit. Dank der sehr hohen Messgeschwindigkeit von wenigen ps lassen sich auch
dynamische Prozesse erfassen, beispielsweise an Mikropumpen oder Beschleunigungssensoren.

ie Holographie wurde 1948 vom
Dungarisch—britischen Physiker Den-

nis Gabor entdeckt [1]. Anfang der
60er Jahre schaffte die Holographie einen
Aufschwung, als Laser das notwendige
monochromatische Licht erzeugen konn-
ten. Gabor erhielt 1971 schliefllich den
Nobelpreis fiir Physik. Den endgiiltigen
Durchbruch schaffte die digitale holo-
graphische Mikroskopie jedoch erst mit der
Verfiigbarkeit leistungsfihiger Kameras
und Computer.

Ein Objekt zu sehen ist nur moglich, weil
das Objekt das empfangene Licht modifi-
ziert, bevor es das Licht zu den Augen des
Betrachters zuriickreflektiert. Diese Ande-
rung basiert auf zwei physikalischen Eigen-
schaften der Lichtquelle: der Intensitit und
der Phase. Gabor hat die Phasenverinde-
rung des Lichts als Funktion der Intensi-
titsverdnderung systematisch erfasst. Diese
Intensitdtsverdnderung wird zunichst auf-
genommen und kann anschlieffend wieder
gelesen werden. Eine solche Aufnahme wird
als Hologramm bezeichnet. Die digitale
Holographie ersetzt nun das klassische
Wiederbeleuchtungsverfahren des Holo-
gramms durch eine rein numerische Proze-
dur mithilfe eines Computers. Auf diese
Weise lassen sich die Phasenbilder der ana-
lysierten Objekte darstellen und in einer
3-dimensionalen Information quantitativ
wiedergeben (Bild 1).

Nach umfangreichen Forschungs- und Ent-
wicklungsarbeiten ist es gelungen, die digi-
tale holographische Mikroskopie als Mess-
verfahren in einem praxisgerechten und

Aufnahmeprinzip eines Off-Axis -Hologramms

a) b) M <) ¥

Hologramme

VU

d)

Hologram

BILD 1A. Der Winkel zwischen dem Referenzstrahl
(R) und dem Objektstrahl (0) betrdgt nur wenige
Grad (Winkel 6). Dies ermdglicht die Rekonstruktion
der kompletten 3D-Information aus einem einzigen
Hologramm. Das Bild zeigt Dennis Gabor, Nobel-
preistrager fiir Physik und Entdecker der Holographie

BILD 1B. Optischer Aufbau des DHM fiir Auflicht-
messungen: Der Lichtstrahl wird in zwei Strahlteile
aufgeteilt, in einen Referenzstrahl und einen Objekt-
strahl. Der Objektstrahl erleuchtet die Probe. Das
von der Probe modifizierte Licht wird vom Mikro-
skop-Objektiv aufgenommen und anschlieBend mit
dem Referenzstrahl kombiniert, um ein Hologramm
in der Kamera zu erzeugen
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BILD 1C. Optischer Aufbau fiir eine Durchlicht-
messung mit Hilfe des DHM: Der Ausgangslichtstrahl
wird zuerst in zwei Strahlteile aufgeteilt, wiederum
in den Referenzstrahl und den Objektstrahl.

Der Objektstrahl erleuchtet die Probe. Das von

der Probe gestreute Licht wird vom Mikroskop-
Objektiv aufgenommen und danach wiederum
mit dem Referenzstrahl kombiniert, um ein Holo-
gramm in der Kamera zu bilden

BILD 1D. DHM-Prinzip: Ist ein Hologramm vom
Mikroskop aufgenommen, wird es rechnerisch
aufbereitet, um sowohl die Phasen- als auch die
Intensitatsinformation der aufgenommenen
Probe zu erhalten
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robusten Messgerdt nutzbar zu machen
(Bild 2). Dabei liefert das so entstandene
DHM-Geriit auf dem Bildschirm eine topo-
grafische Abbildung der Probenoberfliche
mit sehr hoher axialer Auflésung im nm-
Bereich.

Bis zu einer vertikalen
Auflosung von 1 nm

Die laterale Auflosung ist beim DHM ver-
gleichbar mit derjenigen eines tiblichen
Lichtmikroskops: Je nach Objektiv kann die
Auflosung bis 300 nm in Ol betragen. Der
Bildausschnitt reicht von 100 X 100 pm? bis
4 x 4 mm?2, wobei die Hohenauflgsung
immer nm-genau bleibt. Die laterale Auf-
l6sung variiert jedoch wie beim herkémm-
lichen Lichtmikroskop. Genauso wie das
Lichtmikroskop arbeitet das DHM beriih-
rungslos und benotigt keine Vorbehand-
lung der Proben.

DHM-Messungen konnen sowohl im
Durchlicht (Transmission) als auch im Auf-
licht (Reflexion) erfolgen, wobei in einem
Gerit nicht beide Modi verfiigbar sind. Im
Auflicht kénnen auch sehr schwach reflek-
tierende Proben aufgenommen werden,
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beispielsweise Glas mit einer Reflektivitit
von weniger als 1 Prozent. Schwierig zu
messen sind jedoch diffuse Oberflichen mit
Rauheiten R, von mehr als 0,3 pm.

Die Stirke des DHM liegt vor allem in der
so genannten Off-Axis-Konfiguration, wel-
che das Erfassen der kompletten 3D-Infor-
mation aus einem einzigen Hologramm
erlaubt (Bild 1). Dabei lisst sich ein derarti-
ges Hologramm in einer sehr kurzen Zeit
von nur wenigen ps erstellen. Auflerdem ist
kein Scannen erforderlich, weder lings der
optischen Achse — wie beim WeifSlichtinter-
ferometer — noch quer dazu. Eine Ausnah-
me bildet das sogenannte Stiching fiir grof3-
flichige Aufnahmen. Diese Eigenschaften
wirken sich positiv auf die Lebensdauer der
Gerits aus und machen es damit nur wenig
storungsanfillig.

Robust und stabil

Dank der sehr schnel-
len Bildgenerierung ist das Gerit
auch weitgehend unempfindlich gegen
Erschiitterungen und kann dadurch trotz
der nm-Auflgsung wie ein gewohnliches
Lichtmikroskop auf einem Tisch betrieben

BILD 2. DHM-Gerét fiir Auflichtmessungen:
3-dimensionale Echtzeitaufnahmen mit
nm-Auflésungen sind moglich

Oberflachenprofilmessung an Mikrostrukturen

optisch und taktil
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werden. Auflerdem werden auf diese Weise
auch sehr schnelle Aufnahmen von beweg-
ten Teilen moglich.

Echtzeitmessung:
Die vierte Dimension

Mit einer Kamera, die iiber 512 X 512 Pixel
verfiigt, kann das DHM-Geridt auf dem
Bildschirm etwa 15 Bilder pro Sekunde
wiedergeben. Die Wiedergabegeschwindig-
keit ist das Ergebnis der benotigten Rechen-

BILD 3. Digitale
Fokussierung:
Mit der digitalen
Darstellung der
Wellenfront auf
verschiedenen
Distanzen kann

schirm mit voller 3D-Information betrach-
ten. Diese Vorgehensweise macht es sehr
einfach, die zu untersuchenden Regionen
auf Unregelmifligkeiten zu untersuchen
oder auch einfach und schnell den Flichen-
rauheitswert zu ermitteln (Bild 3).

Einzigartig ist das DHM in der Maoglich-
keit, dynamische Prozesse sowohl tiber ganz
kurze als auch iiber lange Zeitintervalle zu
beobachten und diese als Filmsequenz zu
erfassen. Interessant ist dies beispielsweise
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zeit fiir die Rekonstruktion der in ps aufge-
nommenen Bilder. Dabei nutzt das DHM
einen Standard-PC.

Beim Messvorgang bewegt der Anwender
die Probe auf dem Probentisch und kann
die Oberfliche in Echtzeit auf dem Bild-

bei der Beobachtung elektrischer, magneti-
scher, thermischer, chemischer oder gar
flissiger Interaktionen.

Die besonderen Eigenschaften des Mess-
verfahrens macht das DHM besonders fiir
Anwendungen in der Mikrotechnik interes-
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sant (Bild 4). In der Mikrooptik wird bei-
spielsweise eine effiziente Qualitits-
sicherung ermdglicht, indem Defekte an
mikrooptischen Komponenten wie opti-
schen Gittern oder Mikroprismen frith-
zeitig festgestellt werden koénnen. Die Prii-
fung einer Mikrolinse, also die Messung der
Kriimmung der Linse und die Kontrolle
von deren Oberfliche, lisst sich zum Bei-
spiel in 0,1s durchfithren. Diese Mess-
geschwindigkeit ermoglicht sogar die Prii-
fung von Wafern, auf denen eine grofle
Anzahl mikrooptischer Komponenten auf-
gebracht sind.

Messen mit hochster
Geschwindigkeit

Pradestiniert ist das DHM fiir die Echtzeit-
priifung beweglicher Teile an MEMS und
MOEMS. Zu nennen wiren beispielweise
Mikropumpen, Beschleunigungssensoren,
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Heights: 25, 35, 65, 80, 85 nm
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Height: 120 nm

Druckerdiisen und Gyroskope. Werden die
Messgerdte zudem mit Hochgeschwindig-
keitskameras ausgeriistet oder im so-
genannten Stroboskop-Mode genutzt, ist
das Messverfahren besonders fiir Anwen-
dungen im Prozess-Engineering interessant.
Auf diese Weise lassen sich Erkenntnisse
iiber das dynamische Verhalten von Mikro-
systemen gewinnen und fiir die Weiterent-
wicklung der Mikrosysteme nutzen.

Auch Merkmale wie Rauheit und Ebenheit
oder generell die Topografie einer Ober-
flache konnen dank der hohen axialen Auf-
l6sung des DHM mit hoher Prizision
untersucht werden. Die Messungen kénnen
auch grof¥flichig erfolgen, und zwar sowohl
bei organischen als auch bei anorganischen
Materialien.

Fiir Anwendungen in den Materialwissen-
schaften ist das Messverfahren interessant,
weil dank der hohen Z-Auflosung auch
geringe Anderungen des Brechungsindex,
die von Defekten im Kristallgitter durch-
sichtiger Proben hervorgerufen werden,
detektiert werden konnen.
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Fehlerhafte Mikroinjektionskomponenten,
zum Beispiel in der Medizintechnik, kon-
nen das ganze System unbrauchbar
machen. Da solche Systeme oft sehr teuer
sind, ist fiir Systeme fiir die Mikroinjektion
eine 100-prozentige Qualitdtskontrolle
erforderlich. Auch bei derartigen Anwen-
dungen hat sich das DHM als eine effizien-
te Moglichkeit zur schnellen Qualitits-
priiffung erwiesen.

Automatisiertes Messen fiir
die industrielle Produktion

Aufgrund der hohen Bilderrate und der
Digitalisierung lasst sich die DHM-Techno-
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logie auch in der industriellen Produktion
verwenden. Geeignet ist das Messverfahren
insbesondere fiir automatisierte Qualitits-
kontrollen fiir Ebenheit, Dimension und
der Oberflichenbeschaffenheit sowohl von
durchsichtigen als auch von reflektierenden
Bauteilen.

Besondere Vorziige zeigt das DHM in den
Biowissenschaften in der Untersuchung
biologischer Proben. Das Verfahren erfor-
dert weder eine Firbung der Probe noch
ein Kontrastmittel und benoétigt gegeniiber
konfokalen Mikroskopen nur eine 100 000-
mal geringere Lichtintensitit. Auf diese
Weise werden zahlreiche Anwendungen in
der Zellbiologie, der Diagnostik, der Geno-
mik, der Proteomik sowie in der Lebens-
mittelindustrie erschlossen. I
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