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La parola microscopio è stata coniata dai membri 
dell’Accademia dei Lincei di cui faceva parte anche 
Galileo Galilei
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Quanto è piccola una cellula

Il volume della cellula può variare da 1 

Quanto è piccola una cellula

Il volume della cellula può variare da 1 μm3 a 1000 μm3.



Tanto piccola da usare il microscopioTanto piccola da usare il microscopio

Il più piccolo oggetto che 
l’occhio umano riesce a 
distinguere misura 0,2 mm, 

3

distinguere misura 0,2 mm, 
cioè 200 μm; per andare 
oltre bisogna usare i 
microscopi.



Il sistema ottico del microscopio

Il microscopio ottico è costituito da due sistemi di lenti 
inserite in un tubo (tubo portalenti).
La lente a cui appoggiamo l’occhio è detta oculare, 
mentre all’altra estremità del tubo, vicino all’oggetto da 
osservare, troviamo un’altra lente, l’obiettivo; osservare, troviamo un’altra lente, l’obiettivo; 
in genere i microscopi hanno almeno tre obiettivi, con 
diverso potere di ingrandimento (10x, 40x, 100x), 
sistemati sulla torretta portaobiettivi, girevole (revolver).
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� . In pratica è come se fosse una doppia lente 
di ingrandimento: all’obiettivo ingrandisce l’oggetto e 
l’oculare ingrandisce l’immagine prodotta dall’obiettivo.

Il sistema ottico del microscopio

Il microscopio ottico è costituito da due sistemi di lenti 

La lente a cui appoggiamo l’occhio è detta oculare, 
mentre all’altra estremità del tubo, vicino all’oggetto da 
osservare, troviamo un’altra lente, l’obiettivo; osservare, troviamo un’altra lente, l’obiettivo; 
in genere i microscopi hanno almeno tre obiettivi, con 
diverso potere di ingrandimento (10x, 40x, 100x), 
sistemati sulla torretta portaobiettivi, girevole (revolver).
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. In pratica è come se fosse una doppia lente 
di ingrandimento: all’obiettivo ingrandisce l’oggetto e 
l’oculare ingrandisce l’immagine prodotta dall’obiettivo.



Anche il microscopio ha dei limiti:
non basta infatti ingrandire per
potere risolvere due oggetti vicini.

Il potere di risoluzione…..non basta 
ingrandire!

potere risolvere due oggetti vicini.

L’ingrandimento eccessivo porta
all’ingrandimento a vuoto: gli oggetti
risultano più grandi ma non meglio risolti.

Il potere di risoluzione…..non basta 

risultano più grandi ma non meglio risolti.



Il potere di risoluzione

Potere di risoluzione (R): la minima distanza tra due oggetti a cui i due oggetti 
si vedono distinti 

Per quello che riguarda l’occhio umano: R=50mm

Per quello che riguarda il microscopio ottico: R=250nmPer quello che riguarda il microscopio ottico: R=250nmR

Potere di risoluzione (R): la minima distanza tra due oggetti a cui i due oggetti 

Per quello che riguarda l’occhio umano: R=50mm

Per quello che riguarda il microscopio ottico: R=250nmPer quello che riguarda il microscopio ottico: R=250nm



La risoluzione del microscopio dipende da:
lunghezza d’onda della luce utilizzata;
apertura numerica (N.A.) dell’obiettivo.
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� = indice di rifrazione del mezzo interposto fra lente ed oggetto ed 
dell’angolo di accettazione della luce della lente frontale 

dell’obiettivo.
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parametro così importante che le case produttrici stampano questo dato 
direttamente sulla struttura esterna dell’obiettivo. Oltre a questo, l’AN ci 
indica anche quale è l’ingrandimento finale massimo che un obbiettivo è 
in grado di sopportare; è sufficiente moltiplicare l’AN per 1000 e si avrà 
l’ingrandimento massimo al quale l’obbiettivo può essere usato. 

dell’obbiettivo determina il Potere di Risoluzione, secondo la formula 
di Abbe:
�	�	���	 	!	��"

� = distanza minima fra due punti che il sistema ottico è in grado di 
risolvere, = lunghezza d’onda del sistema di illuminazione impiegato, ed

= apertura numerica dell’obbiettivo.

obtv
N.A

(apertura
numerica)

Risoluzione
(µm)

4x 0.13 2.12

10x 0.30 0.92

20x 0.50 0.55

40x 0.75 0.37

60x 0.85 0.32

100x 1.30 0.21

= indice di rifrazione del mezzo interposto fra lente ed oggetto ed 
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�	 ed è un 
parametro così importante che le case produttrici stampano questo dato 

a questo, l’AN ci 
100x 1.30 0.21indica anche quale è l’ingrandimento finale massimo che un obbiettivo è 

in grado di sopportare; è sufficiente moltiplicare l’AN per 1000 e si avrà 
l’ingrandimento massimo al quale l’obbiettivo può essere usato. 

dell’obbiettivo determina il Potere di Risoluzione, secondo la formula 

= distanza minima fra due punti che il sistema ottico è in grado di 
risolvere, = lunghezza d’onda del sistema di illuminazione impiegato, ed �	



Ingrandimento
• Ingrandimento totale = ingrandimento oculare x ingrandimento obiettivoIngrandimento totale = ingrandimento oculare x ingrandimento obiettivo

10x10=100



Gli obiettivi a immersione

• Più specificamente si definiscono "ad immersione" 
quegli obiettivi che possono essere usati unicamente 
interponendo una goccia di liquido (in genere olio 
minerale, appunto) fra la loro lente frontale ed il 
vetrino 

• portano scritto, sulla loro montatura. "
"oel" o ancora "Hl") e sono in genere contrassegnati 

• portano scritto, sulla loro montatura. "
"oel" o ancora "Hl") e sono in genere contrassegnati 
da una riga di colore bianco o nero. 

• L’olio interposto permette in pratica lo sfruttamento 
di un maggiore cono di luce, poiché la luce stessa 
viaggia in un mezzo con un indice di rifrazione 
uniforme (vetro

• lo scopo di un sistema ad immersione è quello di 
riuscire ad ottenere, 
di 0,95 (
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Gli obiettivi a immersione

specificamente si definiscono "ad immersione" 
quegli obiettivi che possono essere usati unicamente 
interponendo una goccia di liquido (in genere olio 
minerale, appunto) fra la loro lente frontale ed il 
vetrino coprioggetto del campione
portano scritto, sulla loro montatura. "oil" (oppure 

" o ancora "Hl") e sono in genere contrassegnati 
portano scritto, sulla loro montatura. "oil" (oppure 

" o ancora "Hl") e sono in genere contrassegnati 
da una riga di colore bianco o nero. 
L’olio interposto permette in pratica lo sfruttamento 
di un maggiore cono di luce, poiché la luce stessa 
viaggia in un mezzo con un indice di rifrazione 
uniforme (vetro-balsamo- vetro-olio-lente frontale)
lo scopo di un sistema ad immersione è quello di 
riuscire ad ottenere, nell’obiettivo impiegato, una NA > 
di 0,95 (gen da 1,20 ad 1,40).



Il sistema luminoso del microscopio

• I campioni da esaminare al microscopio ottico devono essere illuminati 
perché si possa formare una loro immagine visibile nell’oculare e, di solito, 
questo viene ottenuto con "luce trasmessa", ovvero la luce attraversa i 
campioni stessi. 

• Il condensatore è un sistema di lenti posto al di sotto del tavolino traslatore • Il condensatore è un sistema di lenti posto al di sotto del tavolino traslatore 
del microscopio ed è provvisto di un "diaframma di apertura" che permette 
di modificare l’ampiezza del cono di luce che da esso esce, adattandolo alla 
NA dell’obbiettivo in uso; oltre a ciò il diaframma è dotato di un sistema di 
centratura e di regolazione della distanza dal tavolino traslatore.

• Il condensatore dovrebbe avere una NA simile a quella dell’obiettivo in uso 
e dovrebbe essere regolato 1-2 mm sotto il carrello traslatore

Il sistema luminoso del microscopio

I campioni da esaminare al microscopio ottico devono essere illuminati 
perché si possa formare una loro immagine visibile nell’oculare e, di solito, 
questo viene ottenuto con "luce trasmessa", ovvero la luce attraversa i 

condensatore è un sistema di lenti posto al di sotto del tavolino traslatore condensatore è un sistema di lenti posto al di sotto del tavolino traslatore 
del microscopio ed è provvisto di un "diaframma di apertura" che permette 
di modificare l’ampiezza del cono di luce che da esso esce, adattandolo alla 

dell’obbiettivo in uso; oltre a ciò il diaframma è dotato di un sistema di 
centratura e di regolazione della distanza dal tavolino traslatore.
Il condensatore dovrebbe avere una NA simile a quella dell’obiettivo in uso 

2 mm sotto il carrello traslatore



Il sistema luminoso del microscopio

• Sorgente di illuminazione : permette di  
regolare  il fascio di luce che  arriva al 
condensatore.

• Il condensatore si trova sotto il tavolino
portaoggetti ed è formato da un sistema di
lenti con la funzione di inviare all’obiettivolenti con la funzione di inviare all’obiettivo
la quantità di luce adatta.

• Il condensatore è sempre provvisto di un
diaframma per poter regolare l’ampiezza
del cono di luce che entra nell’obiettivo.

• La sua perfetta regolazione è
indispensabile per la qualità
dell’immagine.

Il sistema luminoso del microscopio
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Altre parti del microscopio
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Il tavolino portaoggetti è munito di mollette per fermare il vetrino;

Il carrello traslatore, con i suoi comandi, permette di spostare il vetrino; 
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è munito di mollette per fermare il vetrino;

, con i suoi comandi, permette di spostare il vetrino; 



Impariamo la tecnica

Sedersi comodamente;

Osservare il microscopio e identificare le varie parti;

Impostare l’��
�


��	 a basso ingrandimento (si deve 
sentire uno scatto);

Accendere il microscopio;

Posizionare il vetrino sul 
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bloccandolo con le ����� del ��������	
�����
��� ;bloccandolo con le ����� del ��������	
�����
��� ;

Verificare gli spostamenti del carrello con le �
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��� ;

Avvicinare l’obiettivo al preparato con la �

�	
�������
�
�� : guardare di lato e fare attenzione a 
non urtare il vetrino;

Aggiustare la distanza degli ������
 fino a vedere un 
unico campo illuminato;

Impariamo la tecnica

• Allontanare lentamente l’obiettivo dal vetrino 
fino a quando l’immagine comincia ad 
apparire;

• Passare alla �

�	�
�����
�
�� per la messa a 
fuoco più accurata;

• Cercare la migliore condizione di luminosità;

• Spostarsi con il carrello traslatore per 
osservare il �������
� ;osservare il �������
� ;

• Si passa agli ingrandimenti superiori.

• Una volta terminata l’osservazione tornare 
all’ingrandimento più basso e rimuovere il 
vetrino



Prima della osservazione….

• Le 
���
���	
�
���#
��� rappresentano quell'insieme di tecniche e 
operazioni che permettono la preparazione di un
biologico per l'esame al microscopio

• Perché tale osservazione sia possibile, tuttavia, questi devono essere 
lavorati e trattati in vari modi: lavorati e trattati in vari modi: 

• devono essere tagliati in strisce sottilissime
• devono essere colorati in vari modi
• devono infine essere trattati in modo da prevenirne la

permetterne la conservazione per analisi successive. 
• Un tessuto che sia stato in questo modo trattato prende il nome 

di preparato istologico.

Prima della osservazione….

rappresentano quell'insieme di tecniche e 
operazioni che permettono la preparazione di un tessuto 

microscopio.
Perché tale osservazione sia possibile, tuttavia, questi devono essere 

sottilissime

infine essere trattati in modo da prevenirne la decomposizione e 
permetterne la conservazione per analisi successive. 
tessuto che sia stato in questo modo trattato prende il nome 



La colorazione

• i tessuti sono nella maggior parte dei casi incolori, perché costituite in gran parte di 
acqua e trasparenti, tanto da risultare pressoché invisibili al microscopio ottico

• I coloranti sono sostanze capaci appunto di colorare le cellule, o le diverse parti di una 
cellula, in modo da renderle immediatamente visibili e distinguibili

• Al giorno d'oggi sono note moltissime sostanze di questo tipo, che possono essere divise 
in due grandi gruppi in base ai meccanismi con cui si legano ai diversi componenti in due grandi gruppi in base ai meccanismi con cui si legano ai diversi componenti 
cellulari, meccanismi che dipendono dal pH:

• i coloranti basici, che si legano alle molecole con 
(Ematossilina, Blu di metilene, Blu di toluidina)

• i coloranti acidi, che si legano alle molecole con 
delle proteine citoplasmatiche (Eosina, Trypan

• nelle analisi istologiche vengono normalmente utilizzate coppie di coloranti basici/acidi, 
che colorano in modo diverso le diverse parti cellulari: un classico esempio è la 
colorazione con ematossilina/eosina, una delle più comuni in laboratorio: l'ematossilina, 
basica, colora il nucleo in blu, l'eosina, acida, colora il citoplasma in rosa. 

nella maggior parte dei casi incolori, perché costituite in gran parte di 
trasparenti, tanto da risultare pressoché invisibili al microscopio ottico.

appunto di colorare le cellule, o le diverse parti di una 
cellula, in modo da renderle immediatamente visibili e distinguibili.
Al giorno d'oggi sono note moltissime sostanze di questo tipo, che possono essere divise 
in due grandi gruppi in base ai meccanismi con cui si legano ai diversi componenti in due grandi gruppi in base ai meccanismi con cui si legano ai diversi componenti 

:
i coloranti basici, che si legano alle molecole con pH inferiore a 7 (acide), come il DNA 
(Ematossilina, Blu di metilene, Blu di toluidina)
i coloranti acidi, che si legano alle molecole con pH superiore a 7 (basiche), come gran parte 

Trypan Bleu, blu pirrolo)

nelle analisi istologiche vengono normalmente utilizzate coppie di coloranti basici/acidi, 
che colorano in modo diverso le diverse parti cellulari: un classico esempio è la 

ematossilina/eosina, una delle più comuni in laboratorio: l'ematossilina, 
in blu, l'eosina, acida, colora il citoplasma in rosa. 




