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Laboratoire de Spectrométrie Physique

Détection d’objets nanoscopiques
unigues en microscopie confocale

Dimitri Charrier
M. Nasse, S. Huant, J. C. Woehl



Comment visualiser un objet
nanoscopique unique ?

détection de la

Microscope confocal . fluorescence
Pinhole

Excitation et collection trou
par pinhole daiguillé

\

source
lumiere

miroir
dichroique

Petit volume d’illumination
Petit volume de collection

lentille objectif

plan focal echantillon
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Microscope confocal:
pour quol faire?

e|magerie :

- Localiser objets uniques
*Trace temporelle :

- Clignotement

- Blanchiment
*Etude en polarisation :

- Orientation



Echantillons

Molécules dérivées de I’anthracéne | Nanocristaux
Hirans semiconducteurs

= % =7

Symétrique [9,10-Bis((2"-para-mercaptophenyl)- 3 .

Nanorods

ethinyl-anthracene) 4 nm 20 nm

A
\ 4

Ceeur : CdSe
®; ~0,6 Coquille : ZnSe
Ogps ® 5-1017 cm? ®q = 0,7

~1-10-15
O,ps ® 1:10-° cm?

Dans une matrice de PMMA
M. Mayor, H. Weber P. Reiss



Spectres d’absorption-fluorescence

Molécules dérivées de I’anthracene
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lmages
* Imagerie de reconstruction par balayage

Ex 8x8 pixels

o Parametres:
— ODbjectif (X40 ou X100 a huile)
— Densité d’excitation D (W /cm?)
— Polarisation du faisceau ( linéaire ou circulaire )
— Taille de I'image (3 um a 15 um)
— Temps d’intégration (1 ms a 100 ms)




Molécules dérivees de I’anthracene

Clignotement Photoblanchiment
D=313 W/cm?2 D=1,78 kW/cm?

1000nm
e |

4 ms d'intégration / pixel 3 ms d'intégration / pixel



Nanorod de CdSe Nanocristal de CdSe

Clignotement Blanchiment ?
D=90,8 W/cm? D=153,6 W/cm?

SOOnm
oy T pp

3 ms d'intégration / pixel 2 ms d'intégration / pixel



Traces temporelles

* Objets uniques localisés en imagerie

 Emission temporelle de fluorescence
d’objet unique
- clignotement
- photoblanchiment
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S

Etude en polarisation

/plan

échantillon

amplitude
canal p

I détectée

direction
moment
dipolaire

amplitude
canal s

oc |UE |2

S

Angle déterminé par : 9=al‘CCOS(W)
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Molécules dérivees de I’anthracene

polarisation s polarisation p

D=148.,5 W/cm2

3 ms d'intégration / pixel
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Intensité de fluorescence (u.a.)

Traces temporelles double canaux
Molécules derivées de I’anthracene
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molecule unique
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polarisation s
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2 molécules ? nolarisation p
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Conclusions

Caracteristiques d’un objet unique :

-Clignotement
-Blanchiment
-Orientation du moment dipolaire

Caracterisation des échantillons par des :
-Images

-Traces temporelles
-Etudes en polarisation

Capable de voir objets unigues

17



Perspectives

Possibilité de caractériser de nouveaux matériaux
-Nanorods de CdSe, en polarisation

-Travail a basse T

-Etude des molécules sans matrice

Amelioration du modele mathématique pour I’estimation de
I’orientation du moment dipolaire
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Image de fluorescence
Molécules dérivées d’anthracene

19



a.)

Intensite de fluorescence (U

11000
10000
9000
8000
7000
6000
5000
4000

3000
2000

1000 ' ‘
0 100 200

360
temps (s)

500 600

20



21



