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Il Microscopio Ottico

Ingrandimento fino a 2000 volte!



Il Funzionamento

Il microscopio ottico composto in
luce trasmessa è chiamata cosi
perché la sorgente luminosa deve
attraversare il campione per poter
essere osservato. Nei moderni MO
la sorgente luminosa è una lampada
elettrica. I raggi luminosi passano
attraverso le lenti del condensatore
che li fanno convergere sul
preparato (il campione da osservare
montato su vetrino ed essere
estremamente sottile).



Il Funzionamento

Potere di Ingrandimento Potere di risoluzione

Capacità di ingrandire un’ immagine Capacità di distinguere (o risolvere) due punti 
come distinti 



Le componenti del microscopio ottico

IL SISTEMA OTTICO

OCULARI
(Ingrandimento

10x)

Revolver con gli 
obiettivi con diversi 

ingrandimenti



Gli obiettivi

Ingrandimento Oculari    x     Ingrandimento obiettivo  =  Ingrandimento complessivo  

10X 4X 40X



Tavolino portaoggetti

Fascio luminoso



Fascio luminoso



Manopola
Micrometrica Manopola

Macrometrica
Manopola
Coassiale

Spostando il tavolino porta oggetti in alto ed in basso
per trovare il piano di fuoco. La macro viene utilizzata per la messa a fuoco 

grossolana, la micro per quella più fine

Sistema di centratura. La manopola permette di 
spostare il vetrino a destra e sinistra, avanti e indietro

Le manopole del microscopio ottico



F
FImmagine reale

Immagine osservata al 
microscopio ottico

Immagine rovesciata



L’osservazione



Il vetrino porta-oggetti ed il copri-oggetto



Processazione di un campione biologico per 
osservazione al microscopio ottico

Preparati a frescoPreparati permanenti



Fase di allestimento di vetrini istologici: 

Il prelievo del frammento di tessuto

Il prelievo consiste nell’asportazione di
un frammento di tessuto da un tessuto
vivo. Quando viene asportato un
tessuto si interrompono gli scambi
ossigeno, acqua e nutrienti, per cui il
tessuto va incontro a morte dei tessuti,
con l’avvio di processi degradativi ed
attività enzimatiche autolitiche.

Se il tessuto deve essere utilizzato per
un preparato a fresco i campioni
devono essere osservati in tempi brevi,
se invece si vogliono ottenere
preparati permanenti i campioni
dovranno essere sottoposti alla fase di
fissazione.



Fase di allestimento di vetrini istologici: 

La fissazione chimica

La fissazione previene e/impedisce la decomposizione che si verifica nei tessuti dopo il 
prelievo del tessuto!!

FormalinaAlcol etilico Acido Picrico
Acido Acetico 

Glaciale



Fase di fissazione

• Fissazione dura 12-24 ore

• Il tempo varia in funzione dello spessore del pezzo 
in quanto in fissativo deve penetrare l’intero 
campione

• Da una buona fissazione deriva un buon 
preparato istologico

• Dopo la fissazione si procede ad un lavaggio con 
acqua per eliminare il fissativo e procedere alle 
fasi successive di disidratazione



Processo di inclusione 

• Inclusione in paraffina o resine per facilitare il taglio del 
campione in sezioni sottili fino a 5um. La paraffina però
non è solubile in acqua, che quindi deve essere eliminata

Però prima….

• La disidratazione in etanolo
a concentrazioni crescenti

• la diafanizzazione in xilenne



Disidratazione
• La disidratazione consiste nel sostituire progressivamente l’acqua 

contenuta nel campione con il solvente del mezzo di inclusione, che 
nei casi più comuni è la paraffina.

• Al fine di evitare violente variazioni osmotiche che potrebbero 
causare distorsioni cellulari, la rimozione dell’acqua viene effettuata 
gradualmente mediante l’immersione del campione in soluzioni di 
etanolo a concentrazione crescente fino a portare il campione in alcol 
assoluto.



Diafanizzazione

In istologia, per diafanizzazione, si intende il 
processo chimico attraverso il quale un campione è 
reso trasparente. La diafanizzazione, in altre parole, 
serve a modificare le proprietà di un campione 
posto su un vetrino affinché questo possa essere 
sufficientemente opaco da lasciar passare la 
radiazione luminosa. La maggior parte dei campioni, 
infatti, necessitano della diafanizzazione poiché -
seppur spessi pochi micron - non permettono alla 
luce del microscopio di passarvi attraverso e, di 
conseguenza, rendono impossibile la visualizzazione 
da parte dell'operatore.



Infiltrazione del mezzo di inclusione

Infiltrazione del campione in paraffina liquida a 60°C 
posta in stufa. Il tempo di permanenza del campione in 
paraffina liquida è  il tempo necessario per far avvenire 

l’infiltrazione. Durante questo tempo i campioni 
vengono trasferiti più volte in paraffina pulita.

Campione con acqua Campione privo di 
acqua

Disidratazione con alcol
Infusione di paraffine nel 

campione

Spazi vuoti riempiti di 
paraffina



Inclusione in paraffina

L’infiltrazione consiste in una graduale sostituzione del mezzo di transizione, cioè lo 
xilene, con il mezzo di inclusione (paraffina). A tale scopo il campione viene immerso 
in soluzioni a concentrazioni crescente di paraffina nel mezzo di transizione (xilene) 
fino ad arrivare al solo mezzo di inclusione (paraffina), dopodichè si procede 
all’inclusione

I campioni immersi nella paraffina ancora liquida (a 60 gradi) vengono apposti in 
appositi contenitori o stampi. Gli stampi vengono lasciati asciugare a temperatura
ambiente, la paraffina ritorna solida.



Taglio

• Il materiale da osservare deve essere ridotto in 
sezioni che a seconda dello spessore sono 
definite fini (10-30um), semifini (0,5-1,5um) o 
ultrafini (70-80nm)

• Il taglio dei campioni viene effettuato mediante 
un microtomo, strumento ad altra precisione 
che permette di ottenere le sezioni sottili.

• Il campione viene montato all’estremità di un 
braccio che oscilla dall’alto al basso, 
perpendicolarmente al filo della lama.

• Ad ogni oscillazione, il braccio avanza verso la 
lama. Ad ogni oscillazione del braccio si produce 
una «fetta».



Preparazione dei vetrini

Le sezioni vengono raccolte su vetrini portaoggetti per poi essere 
colorate ed esaminate. Prima delle colazione i vetrini devono essere 
«sparaffinati» con dei passaggi in xilene per far sciogliere la paraffina 
circostante in modo che sul vetrino rimanga adeso solo il preparato



La colorazione istologica



Colorazione istologica
Perché coloriamo i tessuti?

Preparato non colorato Preparato colorato

La colorazione istologica aumenta il contrasto delle diverse strutture cellulari per 
identificarne la morfologia e le componenti!



Diverse tipologie di coloranti

L’interazione del colorante col il tessuto dipende dalle caratteristiche del 
tessuto

• Permeabilità del tessuto

• Affinità chimica del colorante con le costituenti del tessuto

• Concentrazione delle costituenti da colorare all’interno del tessuto



Tecniche di colorazione: i diversi meccanismi

• Meccanismo di colorazione fisica:
Il colorante si scoglie selettivamente in strutture 
del preparato senza l’instaurarsi di legami chimici 
(Es: il colorante lipofilico Sudan  Red)

• Meccanismo di colorazione chimica
Colorazione che avviene per l’instaurarsi di 
reazoni chimiche tra il colorante e le componenti 
del tessuto (Es. Coloranti Ematossilina-Eosina)



La colorazione Ematossilina-Eosina

E’ la colorazione più comune che meglio riesce ad evidenziare le caratteristiche morfologiche di un tessuto.

E’ una colorazione combinata, in quando utilizza due coloranti, l’ematossilina e l’eosina che colorano in 
funzione del pH delle componenti cellulari

Ematossilina
Colorante BLU / VIOLA 

BASICO

Eosina 
Colorante ROSSO / ROSA 

ACIDO



Colorazioni istologia vegetale

Il reagente più comunemente usato per i tessuti vegetali è il blu di 
toluidina, colorante metacromatico che colora in blu-azzurro le pareti 
cellulari lignificate ed in viola fucsia quelle celluloso-pectiniche.



• Sparaffinatura in Xilolo per rimuovere la paraffina idrofilica

• Reidratazione in una serie decrescente di eanolo fino all’ H2Oe successiva 
colorazione con coloranti acquosi del preparato



Preparati istologici vegetali


