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Zusammenfassung

In diesem Beitrag wird die Anwendung der optischen Bewegungsdetektion zur tiefenaufge-
l6sten Echtzeitvermessung von Geschwindigkeitsfeldern in Mikrostrémungen vorgestellt.
Dieses Verfahren eignet sich besonders fiir die Vermessung von Geschwindigkeitsfeldern,
bei denen fluoreszierende Tracerpartikel nicht eingesetzt werden kénnen. Dieser Vorteil wird
durch die Kontrastverstarkung von bewegten Objekten, insbesondere auch von transparen-
ten Phasenobjekten, die in der konventionellen Mikroskopie keinen ausreichenden Partikel-
kontrast fUr nachfolgende PIV-Auswertungen bereitstellen, erreicht. Die fur die Tiefenselekti-
on entscheidende Schérfentiefe der Mikroskoptechnik wird im Vergleich mit herkémmlicher
Hellfeldmikroskopie vermessen und diskutiert. Wir kénnen zeigen, dass die Schéarfentiefe
beider Verfahren unter Verwendung absorbierender Tracerpartikel gleich ist, jedoch bei teil-
transparenten Partikeln erhebliche Unterschiede aufweist. Die bewegungsdetektierende Mik-
roskopie erzeugt im Gegensatz zur Hellfeldmikroskopie eine symmetrische axiale Intensi-
tatsverteilung defokussierter Partikel und kann daher eine genauere axiale Positionsbestim-
mung ermdglichen. Die Evaluation dieser Erkenntnisse anhand realer Geschwindigkeitsfel-
der wird mit Hilfe von tiefenaufgeldésten Vermessungen des Geschwindigkeitsfeldes einer
Kanalstrémung mit teiltransparenten Tracerpartikeln demonstriert.

Einleitung

Mikrofluidische Elemente wie ,Lab-on-a-chip® Systeme werden aktuell in immer weiteren
Anwendungskreisen wie etwa der medizinischen Diagnostik, der mikrobiologischen Untersu-
chung oder der chemischen Analytik eingesetzt [Whitesides 2006]. Diese Anwendungsgebie-
te nutzen die Miniaturisierung von Strémungsprozessen zur prazisen und reproduzierbaren
Analyse kleinster Probenvolumina unter gesteigertem Probendurchsatz. Als Kernfunktionen
sind hierbei Vermischungs-, Dosier- und Resuspendiervorgange elementar. Daher ist in die-
sen Systemen eine Kontrolle der Strdmungseigenschaften zur Optimierung der Prozessab-
laufe von besonderer Bedeutung.

Eine wichtige Kenngr6Be zur Charakterisierung mikrofluidischer Bauelemente ist das Ge-
schwindigkeitsfeld. Zur Quantifizierung des Geschwindigkeitsfeldes muss dieses derzeit mit
Hilfe von tracerbasierten Verfahren, wie etwa p-PIV (Micro Particle Image Velocimetry), ver-
messen werden. Diese tracerbasierten Methoden stoBen auf Grund der kleinen Abmessung
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und der haufig auftretenden Phasennatur der einzusetzenden Tracerpartikel auf Probleme
durch kontrastarme Partikelbilder. Ein oft angewandter Lésungsansatz besteht in dem Ein-
satz von fluoreszierenden Tracern in Kombination mit der Fluoreszenzmikroskopie. Hier-
durch konnte eine Vielzahl von erfolgreichen Untersuchungen mikrofluidischer Systeme vor-
genommen werden [Santiago 1998, Hoffmann 2005]. Insbesondere in Systemen, in denen
der Einsatz von Fluoreszenzfarbstoffen aufgrund von ungewiinschten Wechselwirkungen mit
den Untersuchungsobjekten, etwa in medizinischen Anwendungen, ungeeignet ist, sind neue
Techniken zur Erfassung von Partikelbildern gesucht. Hierzu haben wir eine Mikroskopie-
technik [Krishnamachari, Holtmann 2006, Petermeier 2007] entwickelt, die es ermdglicht
Strdmungsprozesse in Echtzeit zu detektieren. Basierend auf optisch nichtlinearer Filterung
mittels photorefraktiver Strahlkopplung ermdglicht diese Methode die Echtzeitbestimmung
und Kontrasterh6hung von Bewegungsablaufen, etwa von Tracerpartikeln zur Geschwindig-
keitsbestimmung mit PIV bzw. PTV Verfahren. Die bendtigten Laserleistungen liegen dabei
nur bei einem Mikrowatt am Ort des zu untersuchenden Objektes. Gleichzeitig ist eine quan-
titative Detektion von Dichteanderungen in Fluiden méglich. Die bisherigen Untersuchungen
zeigen, das wir Dichte&dnderungen ab 2,2 x 10-4 g/cm® auflésen kénnen, ohne Kontrastmittel
oder eine nachgeschaltete Datenaufbereitung verwenden zu missen [Krishnamachari 2005,
Holtmann 2006].

In diesem Beitrag wird insbesondere die optische Tiefenaufldsung im Vergleich zu konventi-
onellen Mikroskopieverfahren anhand der Impulsantwort des Systems diskutiert. Die hieraus
resultierenden Auswirkungen auf die Geschwindigkeitsfeldvermessung in Mikrostrémungen
werden anhand von tiefenaufgeldsten Kanalstrémungsmessungen demonstriert.

Messverfahren und experimentelle Realisierung

Das verwendete Messverfahren beruht auf der optisch nichtlinearen Zweistrahlkopplung, bei
der zwei koharente Lichtwellen in einem photorefraktiven Material Uberlagert werden [Yeh
1989]. Das entstehende Interferenzmuster wird durch das Material in eine Brechungsindex-
modulation umgesetzt, an dem beide Wellen gebeugt werden. Ist diese Brechungsindexmo-
dulation zum initialen Interferenzmuster raumlich verschoben, so kommt es zum Energie-
transfer zwischen den beiden Wellen. Je nach Kopplungsstarke kann ein vollstandiger Ener-
gietransfer von der einen zur anderen Lichtwelle entstehen. Wahlt man den abgeschwachten
Strahl als Signalstrahl wird das zu messende Signal im statischen Zustand nach durchlaufen
des photorefraktiven Materials vollstandig auf Null abfallen. Treten jedoch Anderungen im
Signal auf, etwa Anderungen in der Amplitude oder Phase, so werden diese instantan am
Ausgang detektiert [Krishnamachari 2003]. Dieses System kann demnach als zeitlicher
Hochpassfilter beschrieben werden, bei dem sich zeitlich andernde Signalanteile verstarkt
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und statische Hintergrinde unterdrickt werden [Anderson1989]. Diese Eigenschaften sind
insbesondere in der Mikrogeschwindigkeitsfeldanalyse mittels u-PI1V von Vorteil, bei der kon-
trastarme Phasenobjekte als Tracerpartikel vor einem unregelmé&Bigen Hintergrund in Echt-
zeit detektiert werden sollen [Holtmann2006].

Die experimentelle Realisierung dieses Prinzips in Kombination mit einem Mikroskop ist in
Abb.1 zu sehen. Ein Nd:YAG — Laser mit einer Wellenlange von 532 nm wird aufgespalten in
einen Signal und einen Referenzstrahl. Uber einen Piezospiegel kann dem Referenzarm ein
definierter Phasenhub aufgepragt werden, um eine Kalibration des Systems auf Phasenan-
derungen durchzufihren. Der Signalstrahl wird aufgeweitet und durch eine Fourierfilterung
homogenisiert, um durch eine Kondensorlinse auf das zu untersuchende Probenvolumen
gerichtet zu werden. Mithilfe eines Mikroskopobjektives wird das Objekt vergréBert und durch
ein Linsensystem und das photorefraktive Material auf eine Kamera abgebildet. Am Ort des
photorefraktiven Materials wird der Signalstrahl mit dem gleichpolarisierten Referenzstrahl
Uberlagert, um die nétige Zweistrahlkopplung zu ermdglichen. Ein zweiter Beobachtungsarm
wird nach dem Mikroskopobjektiv ausgekoppelt, um eine gleichzeitige Beobachtung des Ob-
jektes mit herkdmmlicher WeiBlicht- oder Fluoreszenzmikroskopie durchzufihren. Die ben6-
tigte Leistung im Signalstrahl betragt dabei nur einige Nanowatt bis zu einem Mikrowatt und
die des Referenzstrahls bis zu wenigen Milliwatt.

Laterales und axiales Auflésungsvermogen der optischen Bewegungsdetektion

Zur Untersuchung dreidimensionaler mikrofluidischer Geschwindigkeitsfelder ist die laterale
und axiale Auflésung der verwendeten Mikroskopietechnik das entscheidende Kriterium far
eine hochwertige Bildaufnahme fir eine nachfolgende PIV- (Particle Image Velocimetry)
Auswertung. Zur Beurteilung dieser GroBen werden in der Mikroskopie Ublicherweise die
Punkttransferfunktionen der Mikroskope herangezogen. Hierzu werden die beugungsbe-
grenzten Abbildungen von Partikeln mit Durchmessern kleiner der optischen Auflésungs-
grenze des Mikroskops aufgezeichnet und als Impulsantwort des Systems interpretiert.

Fir eine dreidimensionale Geschwindigkeitsfeldanalyse unter Ausnutzung der Schéarfentiefe
des Mikroskopsystems mit PIV Verfahren ist jedoch die Verwendung von Tracerpartikeln mit
Durchmessern etwas oberhalb der Auflésungsgrenze der Mikroskopoptik im Bereich von
einigen hundert Nanometern bis wenigen Mikrometern Gblich. Deshalb ist fur die Geschwin-
digkeitsfeldbestimmung die Auswirkung von Partikeln dieser GréBenordnung auf andere Ho-
henschnitte wichtiger als die Punkttransferfunktion des Systems. Flr Fluoreszenzmikrosko-
pische PIV-Verfahren ist dies z.B. von Bourdon et al. 2004 untersucht worden.

Abb.2: Kanalstrémung mit menschlichen Erythrozyten in einem 50 um breiten und 30
um hohen Kanal. Oben: WeiBlichtaufnahme, unten: simultan aufgenommene Aufnah-
me derselben Szene mit bewegungsdetektierender Mikroskopie.
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Das hier vorgestellte Verfahren der optischen Bewegungsdetektion ist nicht auf fluoreszie-
rende Tracerpartikel beschrankt, sondern kann verschiedenste absorbierende oder Phasen-
objekte als Tracerpartikel, insbesondere auch biologische Objekte wie etwa Bakterien oder
Blutzellen, mit hohem Partikelkontrast darstellen.
In Abb. 2 ist beispielhaft eine Strdmung in einem Kanal von 50 um Breite und einer Hohe von
30 um gezeigt. Als Tracerpartikel wurden hier, wie in der Flow Cytometry von Interesse,
menschliche Erythrozythen mit einer GréBe von 5 bis 7 um verwendet. Der Vergleich einer
Partikelabbildung in Abb. 3 von konventioneller WeiBlichtmikroskopie und der bewegungsde-
tektierenden Mikroskopie zeigt die deutliche Optimierung des Partikelkontrastes durch das
bewegungsdetektierende System. Ersichtlich wird auch, dass die laterale Auflésung des Mik-
roskops nicht durch die Bewegungsdetektion, sondern durch die beugungsbedingte Aufl6-
sungsgrenze der Mikroskopoptik bestimmt wird. Um die axiale Auflésung des bewegungsde-
tektierenden Systems definiert zu bestimmen, wurden synthetische Mikropartikel mit einem
Durchmesser von 5 um auf einer optisch ebenen, rotierenden Glasscheibe untersucht. Die
Partikelbewegung wurde parallel zur Abbildungsebene ausgerichtet. Die Schnitte durch die
Abbildung der Partikel in Abhéngigkeit von der Defokussierung kénnen in so genannten z-
Stapeln dargestellt werden. Dabei werden die Schnitte einzelner H6henebenen zu einem
Bild zusammengefasst. In Abb. 4 sind die z-Stapel fir absorbierende Partikel dargestellt. Ein
vertikaler Schnitt durch die Mitte dieses z-Stapels reprasentiert den Einfluss des Partikels auf
andere HOhenebenen. Es zeigt sich, dass bei Verwendung von absorbierenden Partikeln als
Tracer, der Schéarfentiefebereich identisch fir WeiBlicht und bewegungsdetektierende Mikro-
skopie ist. Die Tiefenselektion fir PIV Messungen ist demnach bei absorbierenden Partikeln
als gleich anzusehen. Ein anderes Verhalten zeigt sich bei teiltransparenten bzw. transpa-

renten Tracerpartikeln. Diese Phasenobjekte flhren in der
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Abb. 3: VergréBerung reprasentativer Tracerpartikel aufgenommen mit WeiBlicht (links)
und bewegungsdetektierender Mikroskopie (rechts). Unter den Abbildungen der Partikel
ist jeweils ein Schnitt durch das Partikel dargestellt. Die Hintergrundunterdriickung und
Signalverstarkung durch die Bewegungsdetektion fuhrt zu einer Kontrastverbesserung um

den Faktor zwei.
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WeiBlichtmikroskopie aufgrund der Brechung des Lichtes zu einer asymmetrischen Tiefen-
abhangigkeit der Partikelintensitat (Abb. 5). Diese Asymmetrie ist auch in der kohé&renten
Hellfeldmikroskopie erkennbar, wobei hier aufgrund der héheren Kohéarenz ein gréBerer Ein-
flussbereich des Partikels auf andere Schichten zu beobachten ist. Diese Asymmetrie der
Partikeltransferfunktion bewirkt eine zusatzliche Messungenauigkeit in der axialen Positions-
bestimmung der Partikel. Die Partikelposition ist hierbei am Ubergang zwischen heller und
dunkler Abbildung des Partikels gegeben (siehe Lee et al. 2007).

Bei nachfolgenden PIV Auswertungen von WeiBlichtaufnahmen mit teiltransparenten Parti-
keln ist daher die Distanz zwischen Intensitdtsmaximum und Partikelposition, die in den hier
dargestellten Messungen mit einem 10fach Objektiv 20 um betragen, zu bertcksichtigen. Die
Abhangigkeit dieses Korrekturterms von der jeweiligen Mikroskopoptik und insbesondere der
Wahl des Mikroskopobjektivs machen eine Vermessung der Partikeltransferfunktion fiir jede
Partikelsorte und Mikroskopoptik unerlasslich.

Die bewegungsdetektierende Mikroskopie minimiert den Einflussbereich eines Partikels
deutlich, so dass eine bessere Tiefenselektion Uber die Schichtbildung erreicht werden kann.
Zusatzlich wird aufgrund der Phasensensitivitdt der Bewegungsdetektion die axiale Partikel-
transferfunktion symmetrisiert (Abb.5 unten). Dies bewirkt eine direkte Anwendbarkeit der
Partikelbilder in PIV Auswertungen, da die axiale Position eindeutig durch das Intensitatsma-
ximum bestimmt wird.

Evaluation der bewegungsdetektierenden Mikroskopie in der tiefenaufgeldsten Ge-
schwindigkeitsfeldvermessung

Die zuvor dargestellten tiefenselektiven Eigenschaften machen die bewegungsdetektierende
Mikroskopie zu einem geeigneten Aufnahmeverfahren von Partikelbildern teiltransparenter
Tracer fUr die mikrofluide tiefenaufgeldste Geschwindigkeitsfeldvermessung. Beispielhaft ist
in Abb. 6 das laterale Geschwindigkeitsprofil einer Kanalstrémung gezeigt, das mit der be-
wegungsdetektierenden Mikroskopie vermessen wurde. Die Kanalbreite betragt 1 mm bei
einer Héhe von 500 um, so dass hier nur die Halfte des Geschwindigkeitsprofils abgebildet
ist. Die Geschwindigkeitskomponente senkrecht zur Kanalachse liegt um Null. Die Maximal-
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Abb. 6: Geschwindigkeitsprofile einer Kanalstromung vermessen mit der bewegungsde-
tektierenden Mikroskopie. Die Kanalhdhe betragt 500 um, die Kanalbreite 1 mm.
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Abb.7: Maximalgeschwindigkeiten in Abhangigkeit von der Messebene
innerhalb der Kanalstrdmung.

geschwindigkeit der Strémung wird in der Mitte des Kanals bei einem Wert von 160 pum/s
erreicht. Tragt man die Abhangigkeit der Maximalgeschwindigkeit von der Messebene auf,
erhélt man ein erwartetes parabelférmiges Geschwindigkeitsprofil, nun auch fir den axialen
Schnitt durch die Strdmung. Die gute Ubereinstimmung des erwarteten Geschwindigkeitspro-
fils mit den gemessenen Werten zeigt deutlich die zuvor bestimmte tiefenselektive Anwen-
dung der optischen Bewegungsdetektion in der Vermessung von Geschwindigkeitsfeldern.

Ausblick

In diesem Beitrag wurde das Messverfahren der optischen Bewegungsdetektion zur Ver-
messung von Geschwindigkeitsfeldern in Mikrostrémungen vorgestellt und dessen Auflé-
sungseigenschaften diskutiert. Die Fahigkeit, teiltransparente Phasenobjekie kontrastver-
starkt darzustellen, erlaubt es mit unserem Verfahren Geschwindigkeitsfelder zu vermessen,
in denen der Einsatz von fluoreszierenden Tracerpartikeln nicht méglich ist. Die symmetri-
sche Tiefenabbildung von Partikeln ermdglicht eine optische Schichtbildung mit definierter
Tiefenbestimmung von Tracerpartikeln. Somit wird eine tiefenaufgeléste Vermessung von
3D2C Geschwindigkeitsfeldern auch ohne Fluoreszenzpartikel ermdglicht und wird zukinftig
an komplexeren Strémungsvorgangen angewendet werden. Um in Zukunft auch die dritte
Geschwindigkeitskomponente vermessen zu kénnen, wird aktuell an der Implementierung
der Bewegungsdetektion in ein stereomikroskopisches Messsystem gearbeitet.
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