Microscopia confocal
para quimica /n situ

Luciana P. Martinez

Director: Dr. Fernando Stefani

Grupo de nanoFisica Aplicada

CONICET Centro de Investigaciones en Bionanociencias

»\\ CIBION-CONICET

CIBION




Centro de Investigaciones en BioNanoCiencias

Polo Cientificoy Tecnolégico CIBION + Institutos (IBIOBA, CSC, CIECTI)

Agencia IBioBA: Instituto de Investigacionesen Biomedicina
de Buenos Aires. Partner de Max Planck.

CONICEL Centro Interdisciplinario de Estudios en
C3 CIECTI: - . -

Ciencia, Tecnologia e Innovacién.
Ex Ministeriode Ciencia Centro de Simulacién Computacional para

ESC: Aplicaciones Tecnolégicas



Grupo de Nanofisica Aplicada

Microscopia de fluorescencia

avanzada y nanoscopia

STED
¥

PAINT

Manipulacion optica de
nanoparticulas coloidales

210s PX

/\ 210sPY
\

Scattering Intensity (A.U.)

550 600 650 700

2 (nm)




Grupo de Nanofisica Aplicada

Microscopia de fluorescencia

avanzada y nanoscopia

STED
Y7

PAINT

Manipulacion optica de
nanoparticulas coloidales

Scattering Intensity (A.U.)

550 600 650 700

2 (nm)




Nanoparticulas Coloidales

Gran variedad de composiciones, formas, tamafos y estructuras

Metalicas Semiconductoras Organicas Magnéticas




Nanoparticulas Coloidales

* Diferentes propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas
* Posibilidad de funcionalizacidén y autoensamblaje
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Impresion optica de nanoparticulas

NPs en solucién de igual carga que el sustrato.
Las fuerzas opticas dirigen a las NPs hacia el foco
en la direccion de propagacion de la luz.

Se adhieren al sustrato por interacciones de VdW.
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Microscopio para
Impresion optica de
nanoparticulas

1. Cdmara RGB

2. Espectrometro con Camara EMCCD
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Microscopio confocal

Excitacion:

Laser

1. Cdmara RGB
2. Espectrometro con Camara EMCCD
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Microscopia confocal

D




AuNP 60 nm

Microscopia confocal

D

Construccion de imagen:

Excitacion: laser

Barrido: Platina Piezo-eléctrica XYZ
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AuNP 60 nm

Microscopia confocal

D

Construccion de imagen:

Excitacion: laser

Barrido: Platina Piezo-eléctrica XYZ

Deteccion: Fotodiodo

Sincronizacion de
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Software en Python:
Modulos basicos para microscopia confocal

1. ON/OFF de
laseres

Movimiento a escala nanométrica.

2. Control de platina piezoeléctrica XYZ
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Deteccion confocal en el tiempo

3. Traza

(s320m e ~) (PevimsmpTec 2] SRR 024110202 ] Senal en el tiempo del laser reflejado
en la muestra. Permite:

v Enfoque rapido de la muestra.

v’ Deteccidon de eventos de

impresion por el scattering de
NPs.
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Determinacion del centro de masa

4. Imagenes confocal

Range x (um) 2
Range y or z (um) 2
| Number of pixel x 32
Number of pixel yorz 32

|  StartScan
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5. Control del foco

Go to maximum

Lock Focus

Autocorrelation

v Autofoco con perfil de
seflal en Z.

v Célculo de centro de masa de NP para
centralizaciéon de la muestra.

v’ Caracterizacién de PSF vy drift en XY del
microscopio.

v Préximamente: imdgenes confocal-espectrales
mediante control de EMCCD y espectréometro.

Conectar nanoparticulas

control *
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Programa: PyPrinting
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La automatizacion de los
experimentos
aporta ESTADISTICA.
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Proyectos

1w .
.o. .‘ ; A ‘.‘
50| e Aot ° DFM
= AT '#)
E | o of enived),t — -
& AT *t.:‘-"‘“ ... ® 1um E
" ‘.a .&I' J % f
D | ) Taiaton . ’ !
i -50 * .o\”"’.‘-'.‘. ’ - E
B T R R ) <
dz [nm) =
Caracterizacionde Fabricacion de heterodimerosde oroy Fabricacion de
la técnica plata dimerosde oro
Gargiuloetal, ACSnano 2017, 11 (10), 9678-9688 Gargiuloet al, Nano Lett 2016, 16 (2),1224-1229 Gargiuloetal, Nano Lett 2017, 16 (2),1224-1229
4
P OJ 4. J
o O <
0 S,
control »PINPYL
. . . . . L . . - y - N
time(s) 30 60 90 120 150 180 210 240 ' ' i | I E . -
Quimica asistida por plasmonica Impresion selectiva de NPs de Si

Violietal, Nano Lett 2016, 11 (10), 9678-9688 Zaza etal, ACS Photonics 2019, 6, 4, 815-822



control °

time(s) 30 60 90 120 150 180 210 240

Quimica asistida por plasmonica

Violietal, Nano Lett 2016, 11 (10), 9678-9688
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Quimica asistida por plasmonica
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¢ COmo monitoreamos una reaccion
quimica in Situ?

¢ Qué rol juega la temperatura en la
reaccion?

¢, Como medimos la temperatura en la
nanoescala?
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Microscopia confocal:
Imagenes
hiperespectrales

Excitacion:

1. Camara RGB
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2. Espectrometro con Camara EMCCD ]
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M icroscop ia COﬂfOC8|: Espectros individuales de
, luminiscencia de nanoparticulas
Imagenes

1. Cémara RGB
2. Espectrometro con Camara EMCCD
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Conclusiones
PyPrinting

v Desarrollado en Python.

v' 5 médulos independientes para microscopia confocal.

v Permite el manejo de rutinas que automatiza sistematicamente experimentos
con luz como: impresion de nanoparticulas, estudios temperatura en la
nanoescala, quimica asistida por plasmones (crecimiento de NPs), espectroscopia
Raman sobre NPs.

v Estadistica de experimentos de particula Unica.

v Proximamente: imagenes confocal-espectrales para estudios luminiscencia y
Raman.



